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Yabanil tip Calliptamus tenuicercis
Tarbinski (Orthoptera : Catantopidae)
érneklerinde azinfosmetil uygulamasina
bagh asetilkolinesteraz inhibisyonu

Murat OZMEN" Battal CIPLAK™ Ozfer YESILADA”

Birgil OZCAN*** Esin ULUBABA"
Summary

Acetylcholinesterase inhibition due azinphosmethyl exposure on wild type
Calliptamus tenuicercis Tarbinski (Orthoptera: Catantopidae)

This is a model study on specimens of Calliptamus tenuicercis
Tarbinski (Orthoptera: Catantopidae) which collected from the field. Inhibition
effect of the organophosphorus insecticide, azinphosmethyl, on acetylcholineste-
rase (AChE) activity was investigated. During the experiments, mature female
locusts which collected from vicinity of Yaygin Village of Malatya-Turkey {step
area) were used. Experiments were done during August and September 1994.
Insecticide was sprayed to each of six enclosure which built on grass and
trifolium planted area in different doses (0, 212.0, 424.1, 841.5, 1694.3 and
3388.5 gr/ha), and than locusts were housed. AChE activity of the specimens, -
which collected randomly on day 3, day 7 and day 11, was assayed. AChE
activity inhibition ratio were determined as % 19.35-30.8, % 7.34-44.29 and %
35.19-35.28 respectively on day 3, day 7 and day 11. In the result, it was found
that AChE inhibition is increase due to exposure period and also treatment
doses.
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Giris

Cevre toksikolojisinde cesitli biyobelirteclerin kullamlmas: amaci
ile gelistirilmis bircok yontem bulunmaktadir. Bunlar organizmada
cevresel kirleticilerin etkilerinin ve uygulanan madde konsantrasyon-
larmin saptanmasmda kullanilan fizyolojik, morfometrik ve biyokimya-
sal yontemler olarak tanimlanabilir (Hugget et al., 1992; Peakall., 1992;
Heath et al., 1993). Gunamuzde hedef olarak secilen zararli bécekleri
kontrol etmek amaci ile kullamlan kimyasal insektisitlerin tiimu
noérotoksik maddelerdir ve etkilerini sinir sistemi Gzerinde gostermek-
tedir. Ancak, bu maddeler secici olmamalarnn nedeni ile, hedef
organizmalar kadar eko-sistemde hedef olmayan canhlar lizerine de
benzer etkilere sahiptir (Amdur et al., 1991). DR

Asetilkolin, béceklerde merkezi sinir sisteminde bulunan, buna
karsm noromuskiler baglantilarda varlifi gosterilmemis olan
nérotransmitter bir maddedir (Burnell and Wilkins, 1988). Kolinerjik
sistemin metabolik enzimleri boceklerde fazla miktarlarda bulunmak-
tadir ve Thistokimyasal olarak asetilkolinesteraz (AChE) basmn
norofillerini  ve toraksik ganglionlan c¢evreleyen sinir herelerinin
korteksinde yuksek oranda bulunmaktadir (Hall et al, 1980).
Canlilarda organik fosforlu insektisit uygulamasina bagh olarak, AChE
enzimi inhibe edilmektedir. AChE hedef enzim oldugundan,
biyokimyasal biyobelirte¢ olarak, organik fosforlu insektisit toksisitesi
calismalarinda enzim inhibisyonu saptanmalidir.

Diger taraftan, Orthoptera takimma ait herbivor tarler diinyada ve
yurdumuzda her yil ézellikle ekili alanlarda tGrtiin kaybma ve maddi
zararlara neden olabilmektedir. Ancak bu tirlerin strekli hareket
halinde olmalan kimyasal olarak savasimi giiclestirmektedir. Callipta-
mus cinsi yurdumuzda zaman zaman tarimsal zararlara neden olan
turleri kapsamaktadir (Uvarov, 1966).

Bu arastirmada, dogal kosullardan toplanan Calliptamus
tenuicercis Tarbinski (Orthoptera: Catantopidae) O6rneklerine,
laboratuvar kosullarinda ' organik fosforlu bir insektisit olan
azinfosmetil'in farkh dozlarnmn uygulanmas: ve AChE enzim aktivitesi-
nin inhibisyonunun doz - gin iliskisinin gézlenmesi amaclanmstir.
Buna bagh olarak, insektisit uygulamas: bir (;ahsma modeli lizerinde
denenmistir, : : ~ o
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Materyal ve Metot

Bu arastirmada, uygulama materyali olarak C. tenuicercis disileri
kullanildi. Ornekler Agustos 1994' de Malatya Yaygin Koyi cevresinde
toplandi. Orneklerin alindifi bolgede rakim 790 m olarak olgilda.
Ommneklerin toplandify arazinin tarim alanlarindan uzakta ve herhangi
bir yerlesim biriminin olmadifh bélgede bulunmasina ozellikle dikkat
edildi. Cekirgeler yakalandiktan sonra, tiir ve esey teshisi arazide
yapilip plastik torbalara konuldu. Torbalar hava ile sisirilip baglandi ve
laboratuvara tasindi. Oda sicakhifnda bir gece sure ile a¢ birakilan
cekirgeler, Inénti Universitesi kamptis alam igerisinde 6nceden
hazirlanmus olan ortamlara birakilarak barmdinldi. S ‘

Cekirgelerin insektisit etkisine maruz birakilmas: amacs ile, dogal
kosullarda cimen (Lolium sp.) ve yonca (Trifolium sp.) kansmm ekili
olan ve dtizenli sulanan bir arazide birbirinden 3 m araliklarla alt1 adet
100x100x50 cm ebatlarinda tel kafesler hazirlandi. Kafeslere cekirgele-
rin birakilmasindan 2 saat Once, swras:i ile 0, 212.0, 424.1, 841.5,
1694.3 and 3388.5 gr/ha olacak sekilde insektisit homojen bir sekilde
dagihma ¢zen gosterilerek puskuirtildi. Bunun icin, ticari olarak
satilan Gusathion 2S® (% 35 aktif igerikli) (Bayer-Tiirk) stok
solusyonundan belirtilen miktarlarda olacak sekilde alinan insektisit
100 ml distile su ile sulandinild: ve bir el pompasi yardimi ile her kafes
icerisine uygulama dozuna gdre puskirtiilldd. Bu andan itibaren,
uygulama alanlan &6mek toplamanmm son buldugu 11. giine kadar
sulanmadi. Insektisit puskiirtmesini takiben, 2. saat sonunda her
kafeste 34 adet ¢ekirge olacak sekilde &érnekler birakildi. Orneklerin
kafese birakilmasim takip eden 3. ginden itibaren farkli guinlerde
(3.gin, 7.giin ve 11. gin) kafeslerden 7' ser adet c¢ekirge toplandi,
naylon torbalara konulup etiketlendi ve oldartilmeden laboratuvara
tasindi. Ornekler derhal -40 °C' da derin dondurucuya konularak,
enzimatik ¢alismalar yapilana kadar saklandi. Onbirinci giinde 212.0,
424.1, 841.5 gr/ha insektisit uygulamas: gruplannda yeterli sayida
o6rnek toplanamadigindan enzim aktivitesi ¢alisilmadi.

Cekirgelerle AChE aktivitesinin saptanmasi amaci ile Ellman et al.
(1961)' 1in spektrofotometrik aktivite tayin yontemi Ozmen ve Bozcuk
(1994) a gore uygulandi. Bunun i¢in d6rnekler naylon torbadan teker
teker cikarihp oda sicakhfinda ¢éztinmeleri saglandi. Bir bistiiri yardum
ile bas kisrm thorax bolgesinden ayrildr ve tartildi. Agrhginin 3 kati
oraninda Trizma tamponu (pH 7.4) {Sigma Corp., MO, USA) eklenerek,
cam-teflon homojenizatérde 3 kez 15 saniye stre ile parcalandi. Daha
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sonra, ultrasonifikator kullanilarak iki kez 15 saniye siire ile sonifiye
edildi. Enzim calismalannda stpermatan kullamildi. Deneyin tim
asamalarnnda ornekler buz kah icerisinde muhafaza edildi. Enzim
aktivitesi spekrofotometrede 412 nimn dalga boyunda 2 dakika stre ile
olgtildti. Enzim aktivitesi doku o6rneklerinin her graminda bulunan
enzim tarafindan hidroliz edilen substrat miktarma bagh olarak
hesaplanda.

Elde edilen enzim aktivite degerleri istatistik paket program (SPSS
Inc., USA) kullanilarak varyans analizi (ANOVA)' ne gore (Peterson,
1985), Kruscall-Wallis yontemi ile test edildi. Gruplar arasi farklilik
bulundugunda, kontrol grubu ile uygulama gruplan arasindaki farklilik
Mann Whitney-U testi ile saptandi. Enzim aktivite degerleri standart
hata (+ SEM) degerleri ile gosterildi.

Arastirma Sonuclar ve Tartisma

Cetvel 1' de uygulama dozlan ve orneklerin deney diizeneginden
toplandiga glinlere bagh olarak, enzim aktivite degerleri ve enzim
inhibisyon ylizdesi gosterilmistir. Azinfosmetil uygulamasma bagh
olarak, C. tenuicercis' de AChE aktivitesinin incelendigi bu
arastirmada kontrol grubu 6rneklerinde, enzim aktivitesi gtinlere bagh
olarak 4.36-4.5 (+0.23-0.29) ypmol/dakika/gr olarak saptandi.
Istatistiksel olarak, enzim aktivite degerleri arasinda fark 6nemli
diizeyde bulunmadi. Diger taraftan, uygulama dozlanna bagh olarak,
enzim aktivitesinin azaldifi ve en yiiksek uygulama dozunda 2.43
(x0.09) pmol/dakika/gr oldugu, en diiglik uygulama dozunda ise enzim
aktivitesinin kontrol degerlerine yakin oldugu, uygulamanin 7. glintinde
enzimin % 7.34 oramnda inhibisyona ugradifn belirlendi. AChE
aktivitesi uygulama dozlarna bagh olarak incelendiginde, 3. giinde
toplanan érneklerde 841.5 gr/ha uygulama dozu haric, aktivitenin doza
bagli olarak kademeli bir azalis gosterdifi gérinmektedir. Her grup
kendi arasmda incelendifinde, giinlere bagh olarak, enzim aktivite
degerlerinin oOzellikle yiuksek dozda insektisit uygulamas: ile azaldifi
gortiilmektedir. Orneklerin ti¢ farkli giinde toplandifi yiksek dozda
insektisit uygulanan gruplarda doz-giin-enzim aktivitesi iliskisi ortaya
konulmaktadir, Diger taraftan, kontrol grubu sonuclan ile uygulama
gruplan karsilastinldiginda en dtistik uygulama dozunda istatistiksel
olarak farklilik saptanmazken, difer ttim uygulama gruplarmda enzim
-aktivitesinin énemli diizeyde inhibisyona ugradifi ortaya konulmustur
(p<0.05; p<0.02; p<0.005).
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Cetvel 1. Test gilinlerine insektisit uygulamasmna bagh olarak AChE alktivitesi ve enzim
inhibisyonu

3. giin 7. gin 11. giin
Uygulama Dozu n Aktivite % Inh. n  Aktivite % Inh. n Aktivite % Inh.
{(gr/ha)

Kontrol (0) ‘

5 4.50+0.29 - 5 4.36x0.23 - 10 4.4320.17 -
212.0 7 4.95+0.23 - 5  4.04x0.22 7.34 - - -
424.1 7 3.62+0.09a 19.35 6 3.65x0.12a 16.28 - - -
8415 7 3.4120.17a 30.13 5 3.50:0.28b 19.72 - - -
1694.3 5 3.58+£0.17a 2044 7 3.28x0.12c 24.63 7 2.87£0.12¢c 35.19
3388.5 7 3.11x0.24a 30.80 7

2.43:x0.09¢c 44.29 3 2.86x0.18a 35.28

Azinfosmetil' in hayvanlarda AChE enzimini inhibe ederek toksik
etkisini gosterdigi bilinmektedir (Durda et al, 1989; Ozmen and
Bozcuk, 1994; Meyers and Wolff, 1994). Ancak, difer organik fosforlu
insektisitler gibi azinfosmetil de secici bir etkiye sahip olmadifindan,
ekosistemde hedef organizmalar kadar hedef olmayan bir¢cok canh
tizerinde de etkisini gostermektedir.  Ozellikle besin zincirindeki
birikimler nedeni ile canlilarda ikincil zehirlenmelere yol actify
bildirilmistir (Rattner and Hoffman, 1984). Bu arastirmada deney
materyali olarak kullanilan tir ve diger Calliptamus tirleri Orthoptera
takmmimn zararh grubunu tegkil etmektedir (Uvarov, 1966). Diger
taraftan, Orthoptera takimna ait tarlerden bazist herbivor iken, bir
ks da diger bazi béceklerin predatértidiir. Ancak, bu canlilar besin
zinciri icinde oOzellikle kus, stringen ve bazi omurgasiz hayvanlarin
besinlerini teskil etmektedir. Béylece, insektisit ile maruz kalan canhlar
besin zinciri yolu ile de hasarlara neden olmaktadwr. Organik fosforlu
insektisitlerin tannm alanlannda uygulanmasim takiben, toplu halde
kus, memeli ve balk oOlimlerinin gortldiagi rapor edilmektedir
(Coppage, 1971; Hill and Fleming, 1982). Ancak, ozellikle cekirgeler gibi
yer de@istirme ozelliginin fazla oldugu canlilarm insektisit ile maruz
kalmalarm takiben besin zincirindeki predatérlerince avlanmalarimn
da eko-sistemde tnemli hasarlara neden olacag dastiniilmektedir. Bu
arastirmada ¢esitli dozlarda insektisite maruz kalan hayvanlarda
azinfosmetil'in dogal kosullardaki etkilerinin ortaya konulmas:
amaglanmustir.  Arastirmada  kullamlan oOrneklerin  insektisitten
etkilenme olasih@ cok az olan bir bélgeden toplanmus olmasi, dogal
ortamlarda canlilarin insektisitlere kars: duyarhhgim ortaya koymak
bakimindan énemli bir sonug olarak degerlendirilmelidir. Ayrica, besin
zincirinde hedef olmayan, ancak hedef canlilarin predatérii olan tirler
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tizerine de insektisitlerin etkilerinin arastinlmasi, bilingsiz ve dogal
dengeyi tahrip edecek diizeyde pestisit kullanmminin g¢evre ve eko-sistem
{izerine etkilerinin ortaya konulmas: bakimindan da énem tasmmaktadir.

Ozet

Bu arastirmada, araziden toplanan Calliptamus tenuicercis Tarbinski
{Orthoptera : Catantopidae) tiiriine ait 6mekler kulamlarak, model bir ¢calisma
yapilmasi amaclanmustir. Cekirgelerde organik fosforlu bir insektisit olan
azinfosmetil uygulamasma bagh olarak, asetilkolinesteraz (AChE) enzim
inhibisyonu incelendi. Deneylerde, Malatya, Yaygin Koyt cevresi Kkirsal
alamindan toplanan digiler kullamildi. Agustos-Eylil 1994 aylan arasmda
stirdiiridlen deneylerde, cimen ve yonca bitkileri kansim ekili bir alanda
kurulan kafeslere farkhi dozlarda (0, 212.0, 424.1, 841.5, 1694.3 and 3388.5
gr/ha) insektisit paskiirtildii. [nsektisit uygulamasini takiben cekirgeler ortama
brrakildi. Deneyin 3.gim, 7.gliin ve 1l.gintinde kafeslerden tesadifi olarak
yakalanan 6rneklerde AChE aktivitesi spektrofotometrik yontem ile saptandi.

Enzim aktivitesinin uygulama dozuna bagh olarak 3.glin, 7.glin ve 11.gtin
orneklerinde sirasi ile % 19.35-30.8, % 7.34-44.29 ve % 35.19-35.28 oraninda
inhibisyona ugradifit saptandi. Arastuma sonuglarina gére, AChE
inhibisyonunun cekirgelerde, arazi kosullarinda uygulanan insektisit dozu ve
maruz kalman siireye bagh olarak arttigs saptand.
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