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Abstract

The toxicological effects of entomopathogenic fungus Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard,
Houbraken, Hywel-Jones and Samson on the Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) larvae which have great
importance in biological, physiological and biochemical studies as a model insect were investigated. For this purpose,
larvae were injected with median lethal concentration (LCso) 2.82 x 10° conidia/ml suspension. Hemolymph samples
were collected after injection at 24, 48, 72 and 96 hours. Total protein analysis and specific enzyme activities of CAT
and GST in the hemolymph were analyzed spectrophotometrically. Total protein amount in the hemolymph of the
infected larvae decreased at all times when compared with control groups. Furthermore, the activity of GST in the
hemolymph of the infected larvae increased at all times compared with untreated larvae, but the activity of CAT was
similar with activity of untreated larvae. Consequently, increasing the activity of GST showed that entomopathogen
organisms are effective on the antioxidant defense system of insects as a source of free radical. CAT activity in the
absence of any change showed inactivation of CAT out of increased superoxide radicals based pathogenicity. Therefore,
we suggest that the variance in the activity of CAT and GST in larvae may indicate a physiological adaptability to
compensate for pathogen-induced stress.
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*

Entomopatojenik Purpureocillium lilacinus’un model organizma, Galleria mellonella iizerindeki toksikolojik
etkileri

Ozet

Biyolojik, fizyolojik ve biyokimyasal arastirmalarda model organizma olarak biiyiik neme sahip olan Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) larvalar {izerinde entomopatojenik fungus Purpureocillium lilacinum (Thom)
Luangsa-ard, Houbraken, Hywel-Jones ve Samson’un toksikolojik etkileri arastirilmistir. Bu amagla ortalama letal
konsantrasyon (LCso) olan 2.82 x 10° spor/ml siispansiyonu kullanilarak son evre larvalara enjeksiyon yapildi.
Enjeksiyondan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra larvalardan hemolenf alindi. Hemolenf 6rneklerinde toplam protein miktari,
katalaz (CAT) ve glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri spektrofotometrik olarak analiz edildi. P. lilacinus ile
enfekte olan larvalarin toplam protein miktar1 tiim saatlerde kontrol gruplari ile karsilastirildiginda azalig
gostermektedir. Ayrica fungal enfeksiyona bagli olarak GST enzim aktivitesi zamanla artis gosterirken, CAT enzim
aktivitesinde herhangi bir degisiklik olmadigi belirlenmistir. Bu sonuglar, larval GST aktivitesinde goriilen artigin
patojenite kaynakl oksidatif stresin telafi edilebilmesi igin fizyolojik bir uyum olabilecegine, CAT aktivitesinde hicbir
degisimin olmamasi ise patojenite kaynakli artan siiperoksit radikallerinin enzimin inaktivasyonuna neden olabilecegine
isaret etmektedir. Bu nedenle, CAT ve GST aktivitesinde goriilen bu degisikliklerin nedeninin patojen kaynakli strese
kars1 olusan fizyolojik onarim mekanizmalartyla iliskili oldugunu diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Galleria mellonella, Purpureocillium lilacinus; entomopatojen fungus, katalaz, glutatyaon-S-
tranferaz
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1. Giris

Biyolojik ¢esitligin en Onemli unsurlarindan birisi olan boceklerin ekolojik ortamlarinda biiyiime ve
gelisimlerini etkileyen biyolojik ve biyolojik olmayan g¢esitli etkenlerin oldugu bilinmektedir. Boceklerin gelisim
stirecinde maruz kaldiklar1 6nemli etkenlerden birisi de ksenobiyotiklerdir (Wu vd., 2004). Boceklerin ksenobiyotiklerin
etkileri altinda kalmalari, serbest oksijen radikallerinin olusumuna ve dolayisiyla metabolik olaylarin bozulmasina
neden olur. Serbest oksijen radikalleri, sahip olduklar1 paylasilmamis elektronlar1 nedeniyle yiiksek aktiviteye sahip
olan atom ve molekiillerdir. Bu radikaller hiicre zarmin doymamis yag asitleri ile protein bilesimi iizerine zarar
vermektedir (Halliwell ve Gutteridge, 2007). Serbest radikallerin zar ile etkilestigi durumda enzimler, hormonlar ve
norotransmitter maddeler de olumsuz yonde etkilenmektedir. Patofizyolojik durumlarda iiretilen bu serbest oksijen
radikalleri canlilarda antioksidan sistemler ile uzaklastirilir (Felton ve Duffey, 1991; Felton ve Summers, 1995;
Krishnan ve Sehnal, 2006). Omurgalilarda oldugu gibi boceklerde de enzimatik ve enzimatik olmayan savunma
sistemleri vardir. Enzimatik sistemin baglica elemanlar1 siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon redilktaz (GR), glutatyon-S-transferaz (GST) enzimleridir (Krishnan ve Kodrik, 2006). Bu
nedenle, bdceklerin gevresel kosullara karsi basarili adaptasyonlari, etkili detoksifikasyon mekanizmalar1 ve bu
maddelerin viicutlarindan giderilmesi ile gergeklesmektedir (Goryunova vd., 1991; Wu vd., 2004). Bu detoksifikasyon
enzimlerinin rolii, bocekleri insektisitlerin, cesitli bitkisel metabolitlerin veya entomopatojenik mikroorganizmalarin
olumsuz etkilerinden korumasi ile sinirlandirilmanmugtir. Ornegin, bazi hormonlarin, feromonlarin ve diger biyolojik
aktif maddelerin metabolizmasina da aracilik etmektedirler (Terriere, 1984; Feyereisen, 1999). Bu yiizden, boceklerde
antioksidan enzim aktivitelerinde ortaya g¢ikabilecek farkliliklar sadece ksenobiyotiklere karsi gelisebilecek direng
mekanizmasini degil, ayn1 zamanda biyolojik uyum kapasitesini de gostermektedir (Terriere, 1984; Fuchs vd., 1993).

Boceklerde detoksifikasyon enzimlerinin inhibisyonu ya da aktivitesindeki degisikliklerin nedenleri arasinda
giiniimiizde ksenobiyotikler arasinda da yer alan entomopatojenik funguslarla iligkili enfeksiyonlar da olabilir
(Kol’chevskaya ve Kol’chevkii, 1988; Xia vd., 2000; Serebrov vd., 2003). Entomopatojenik funginin zararli boceklerde
gosterdigi patojen etki konukgularinin zayiflamasi veya oliimleri ile iligkilidir (Sanjaya vd., 2016). Entomopatojenik
funguslarin diger mikroorganizmalar ile kiyaslandiginda zararli bdcekler iizerinde daha fazla tiirde etkili oldugu
bilinmektedir (Deacon, 1983). Ayrica Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ve Lecanicillium lecanii tirlerinin
tiim diinyada yaygin olarak bulunan entomopatojenik fungus tiirleri oldugu ve birgok zararli bocek tiiriinde insektisidal
etki gosterdikleri daha 6nce yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Deacon, 1983; Sanjaya vd., 2016). Entomopatojenikler
yasayan, ¢ogalan ve infeksiyoz Ozellik tasiyan varliklardir. Organizmalar1 enfekte etmeleri géz oniine alinarak spesifite
calismalar1 ozellikle de ekotoksitite analizleri titizlik ile yapilmalidir. Ancak, entomopatojenik funguslarin bocek
popiilasyonlarinda genis 6lgiide yayillmis olmasina ragmen, literatiirde enfeksiyona bagli detoksifikasyon enzimlerinde
meydana gelen degisiklikler ile ilgili ¢aligmalar oldukga sinirli sayidadir (Serebrov vd., 2006). Bu nedenle bu ¢aligmada
dogal ortamini c¢ok cesitli topraklarin olusturdugu ve lila renkli koloniler iiretmesi ile karakterize edilen bir
entomopatojenik fungus tiirii olan Purpureocillium lilacinus (KUKENS WDCMI101) [eski adi ile Paecilomyces
lilacinus (Thom)] ve model bocek bityiik bal mumu giivesi G. mellonella tiirii kullanilmigtir. Biiyiik bal mumu giivesi
G. mellonella’nin 6zellikle de larval doneminin immiinolojik, patojenik, genotoksik ve biyokimyasal ¢aligmalarda iyi
bir fizyolojik model oldugu ve laboratuvar sartlarinda kolayca kiiltiire edildigi bilinmektedir (Cook ve McArthur, 2013;
Emre vd., 2013; Ergin vd., 2013).

Calismamizda model organizma olarak G. mellonella tiiriine ait son evre larvalar kullanilarak, boceklerin
onemli detoksifikasyon enzimlerinden olan katalaz (CAT) ve glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitelerinin fungal
enfeksiyona bagli degisimlerinin laboratuvar ortaminda aragtirtlmasi amaglanmustir.

2. Materyal ve yontem
2.1 Bocek kiiltiirtiniin hazirlanmast

G. mellonella kiiltiiriniin yetistirilmesi 25+2 °C sicaklik, % 60+5 bagil nem ve 12:12 saat (aydinlik: karalik)
fotoperiyot sartlarinda saglandi. Kiiltiiriin devamliligi ve deneysel caligmalarda kullanilacak son dénem larvalarin
secimi icin steril edilmis 40 g yarisentetik besiyeri (Bronskill, 1961) iceren bes adet 1000 ml’lik her bir cam kavanoz
icerisine G. mellonella’ya ait bes adet erkek, bes adet disi ergin birey, ¢iftlesmek ve yumurta birakmak {izere konularak
bes giin bekletildi. Besinci giiniin sonunda ergin bireyler kavanozlardan alindi. Yumurtalarin agilmasindan itibaren G.
mellonella larvalar1 son evreye (0,17 + 0.02 g) ulagincaya kadar takip edildi. Son evreye ulasan larvalarin bir kismi
deney gruplari igin kullanilirken diger kismu kiiltiiriin devamliliginin saglanmasinda kullanildi.

2.2 Entomopatojenik fungus kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Caligma kapsaminda kullanilan entomopatojenik P. lilacinus Eskisehir ili ¢evresindeki tarim topraklarindan
elde edilmis ve Pitt (1979)’a gore teshis edilmistir (Demirel vd., 2005). Kullanilan sus KUKENS kiiltiir
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kolleksiyonunda (WDCM101) muhafaza edilmektedir. Entomopatojenik P. lilacinus’un kiiltiire edilmesi igin Malt
Ekstrat Agar (MEA- Merck 1. 05398) besi ortaminda 28 °C’de 14 giin siire ile inkiibasyon gergeklestirilmistir.

2.3 Deney gruplarinmin hazirlanmasi

Entomopatojenik P. lilacinus’un G. mellonella tizerindeki toksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla Sanal vd.,
(2011) tarafindan belirlenen ortalama letal konsantrasyon (LCsp) olan 2.82 x 10° spor/ml spor konsantrasyonu
kullanilmustir. Spor siispansiyonunun hazirlanmasi igin MEA ortaminda 28 °C’de 14 giin siire ile gelistirilmis olan P.
lilacinus kiiltlirtinden steril kosullarda alman biyokiitle % 0.1°lik Tween 80 (Sigma) igerisine homojen olarak
karistirilmig ve Thoma lami ile sayim islemi gergeklestirilmistir (Halkman, 2005).

Entomopatojenik P. lilacinus ile enjeksiyon islemi i¢in son doéneme ulasan G. mellonella larvalar
kullanilmistir. 2.82 x 10° spor/ml olarak hazirlanan spor soliisyonu Helminton sirmga (10 pl) ile larvanin 1. arka
ekstremitesinin kaidesinden viicut bosluguna enjekte edildi. Kontrol grubunun olusturulmasinda ise % 0.1’lik Tween 80
kullanilarak, enjeksiyon iglemi ayni sekilde yapildi. Enjeksiyon isleminin ardindan steril edilmis yari sentetik G.
mellonella besini (1 larva i¢in 2 g besin) igerisine alinan larvalar stok kiiltiir ile ayni fotoperiyot kosullarinda inkiibe
edildi. Enjeksiyon islemlerinden sonra inkiibasyon saatleri olarak 24, 48, 72 ve 96. saatler segildi. Belirlenen tiim saatler
ve kontrol gruplari i¢in her bir tekrarda 10 larva olmak kosuluyla deneyler 3 kez tekrar edildi.

2.4 Larval hemolenf toplama ve ekstraksiyon islemi

P. lilacinus’a ait spor soliisyonu ile enfekte olan ve olmayan son donem larvalardan hemolenf toplama
isleminden Once larvalar buz {izerinde bekletilerek hareketlerinin yavaslatilmasi saglandi. Bu islemin ardindan
larvalarin dis ylizeyi % 70’lik alkol igeren gazli bez ile temizlendi ve larvalarin ikinci 6n ekstremite bolgesi streril
diseksiyon ignesi ile delinerek her bireyden 10 ul hemolenf mikrokapiller tiip ile toplandi. Elde edilen hemolenf
ornekleri ise icerisinde 0.001 mg N-phenlythiourea (Sigma) (PTU) bulunan soguk mini santrifiij tiiplerine alindu.

Enfekte olan deney gruplart ile enfekte olmayan kontrol gruplarina ait larval hemolenflerin ekstraksiyon
islemleri ise igerisinde soguk homojenizasyon tamponu [0,15 M NaCl, 0,05 M fosfat tamponu (pH: 7,4)] bulunan
tiiplerde gerceklestirildi. Larval hemolenflerin ekstraksiyonu i¢in homojenizasyon tamponu ile diliie (1: 3) edilen
hemolenf 6rnekleri +4 °C’de, 10,000 g’de, 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant protein
miktar tayini ile enzim aktivite deneylerinde kullanildi.

2.5 Total protein miktar tayini ve enzim analizleri

P. lilacinus ile enfekte olan ve olmayan larval hemolenf Orneklerinin ekstraksiyonu sonrasi elde edilen
homojenatlardan toplam protein miktar tayini Bradford (1976) yontemine gore gerceklestirildi. Bovine serum albiimin
(BSA) ile hazirlanan 1 mg/ml stok soliisyon ile 0,002 - 0,3 mg/ml araliginda standart protein ¢ozeltileri hazirland.
Hazirlanan standart protein ¢ozeltileri ve homojenatlara ait toplam protein dSl¢timleri spektrofotometrede (Shimadzu,
UV-2101PC) 595 nm’de 6lgiildii.

G. mellonella larval hemolenfinden elde edilen homojenatlardan katalaz (EC 1.11.1.6) aktivitesinin
belirlenmesi i¢in Chance ve Maehly (1995) tarafindan gelistirilen yontem kullanildi. Bu yontemde, katalazin hidrojen
peroksiti su ve molekiiler oksijene yikim hizinin hesaplanmasi esas alinmistir. Bu amagla, homojenat (40 pug/ml), 30
mM hidrojen peroksit ve fosfat tamponundan (50 mM KH,PO4, 50 mM K;HPO,) (pH: 7,00) olusan karigim kuvars
kiivetine alindiktan sonra spektrofotometrede (Shimadzu, UV-2101PC) 240 nm’de 3 dakika boyunca azalan hidrojen
peroksit 6l¢timii yapildi. Elde edilen azalig miktarlarindan sabit say1 (€240: 0,0394 mM/cm) kullanilarak spesifik katalaz
enzim aktivitesi (U/mg) hesaplandi. Olgiimlerde kor olarak fosfat tamponu (pH: 7,0) kullanildi.

Enfekte olan ve olmayan larvalarin hemolenfinde glutatyon-S-transferaz (E.C.2.5.1.18) enzim aktivitesinin
belirlenmesi Boyland ve Chasseaud (1969) tarafindan gelistirilen yonteme gore gergeklestirildi. Bu yontem 1-chloro-
2,4-dinitrobenzen (CDNB)’nin rediikte glutatyon ile konjiigasyonunu katalize eden toplam GST (mikrozomal ve
sitozolik) aktivitesinin Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Bu amagla 200 pg/ml protein igeren homojenat ve kokteyl
(100 mM CDNB, 100 mM GSH (glutatyon) ve fosfat tamponu pH: 6,5) karisimi hazirlanarak, aktivite 6l¢timii
spektrofotometrede (Shimadzu, UV-2101PC) 340 nm’de 5 dakika siiresince yapildi. Olgiim sonucunda CDNB’nin
rediikte glutatyon ile reaksiyona girmesine bagli olarak tioether yapisinin olusumuyla ilgili yiikselen absorbans degerleri
elde edildi. Elde edilen absorbans degerleri ile £€340: 0,0096 uM katsayis1 kullamlarak spesifik enzim aktivitesi (U/mg)
hesaplandi. Olgiimlerde kor olarak fosfat tamponu (pH: 6,5) kullanildi.

2.6 Istatistik
P. lilacinus ile enfekte edilen ve kontrol grubuna ait enzim aktivite deneyleri her saat (24-48-72-96) i¢in 10

adet son evre larva olacak sekilde 3 kez tekrar edilmistir (n= 30). Tekrarlar sonucunda elde edilen her saatin enfekte
grubu ve kontrolii Indepentent Sample T-test ile analiz edildi. Enzim aktivite farkliliklarinda ise verilerin normal
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dagilim gosterdigi istatistiksel olarak smanmig ve tiim verilere One - Way Anova uygulanarak, % 95 giiven araliginda
Tukey gergekten anlamlilik testi (Tukey’s Honestly Significant) yapilmistir (Windows versiyon 18.0, SPSS, Chicago,
IL).

3. Bulgular
3.1 Enjeksiyon sonrasi total protein miktarlarindaki degisimler

P. lilacinus ile enfekte edilen G. mellonella larval hemolenfindeki toplam protein miktarlarinin tiim saatlerde
kendi kontrol gruplarina gdre azaldig tespit edildi (p<0,05). Fakat kontrol ve enfekte gruplarin kendi aralarinda protein

miktarlar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi (p>0,05) belirlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. G. mellonella larvalarinda enjeksiyon sonrasi (24, 48, 72, 96 saat) toplam protein miktar degisimi

Ort. + SH
Siire Protein Miktar1 (mg/ml)
(Saat)
Kontrol Enfekte
24 11,77+£0,39x** a 10,25+0,15y a*
48 12,09+0,29x a 10,84+0,56y a
72 12,09+0,61x a 10,24+0,32y a
96 12,87+42,02x a 10,65+0,21y a

*Ayni siitunda (a) aym harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamaktadir (P>0.05, ANOVA
Tukey HSD). Kontrol i¢in F= 0,282, df= 3,8, P=0,837; Enfekte i¢in F= 1,393, df= 3,8, P=0,314.
**Ayni satirda (X, y) ayni harfle ile gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir (P>0.05, t testi).

3.2 Enjeksiyon sonrasi antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimler

P. lilacinus’a ait LCsp spor soliisyonu ile enfekte edilen G. mellonella larvalarinin hemolenfinde, enfekte
olmamig gruplarina gore tiim saatlerin sonunda GST enzim aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (p<0,05). Ayrica kontrol
ve enfekte gruplarin kendi aralarinda yapilan analizi sonucunda kontrole ait saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir fark
yokken (p>0,05), enfekte gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05) bulunmustur (Tablo 2).
Enfekte gruplarda GST aktivitesi 96. saate gore diizenli artig gosterirken, son saatte daha yiiksek bir aktivite tespit
edilmedi.

Tablo 2. G. mellonella larvalarinda enfeksiyon sonrasi (24-48-72 ve 96. saatte) GST enzim aktivitesi

Siire Ort. =+ SH
(Saat) GST Enzim Aktivitesi
Kontrol Enfekte
24 18,60+0,26x** a 22,66+0,01y a*
48 17,01+1,45x a 34,46+0,25y b
72 16,53+1,35x a 36,10+0,24y ¢
96 15,92+1,69x a 24,95+0,39y d

*Ayn siitunda (a-d) ayni harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (P<0.05, ANOVA
Tukey HSD). Kontrol i¢in F= 0,785, df= 3,8, P=0,535; Enfekte i¢in F= 804,992, df= 3,8, P=0,000

**Ayni satirda (x-y) ayni harfle ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamaktadir? (P<0.05, t
testi).

P. lilacinus’a ait LCsp soliisyonu ile enfekte edilen G. mellonella larval hemolenfinde 24, 48, 72 ve 96. saatte
belirlenen CAT enzim aktivitelerinin kontrol gruplarina gore degisiklik gdstermedigi belirlenmistir (p>0,05). Ayrica
kontrol ve enfekte gruplarinin saatler arasinda da CAT enzim aktivitesi yonlinden anlamli farklilik gdstermedigi
goriilmiistiir (p>0,05) (Tablo 3).

Hiilya ALTUNTAS et al., Toxicological effects of the entomopathogenic Purpureocillium lilacinus on the model organism,
Galleria mellonella



Biological Diversity and Conservation — 10/ 1 (2017) 157

Tablo 3. G. mellonella larvalarinda enfeksiyon sonrasi (24-48-72 ve 96. saatte) CAT enzim aktivitesi.

Siire Ort_. +SH .
(Saat) CAT Enzim Aktivitesi
Kontrol Enfekte
24 17,55+0,41x™ a 18,47+1,10x a”
48 17,05+0,36x a 16,71£2,03x a
12 18,81+1,56x a 20,62+0,62x a
96 20,72+4,25x a 19,48+0,47x a

*Ayni siitunda (a) ayni harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamaktadir (P>0.05, ANOVA
Tukey HSD); Kontrol i¢in F= 1,783, df= 3,8, P= 0,228; Enfekte i¢in F=2,707, df= 3,8, P=0,116.
**Ayni satirda (x) ayni harfle ile gdsterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir (P>0.05, t testi).

4. Sonuglar ve tartisma

Biyolojik sistemlerde endojen ve ekzojen kokenli stres faktorlerine bagli olarak firetilen reaktif oksijen
tiirlerine (ROS) kars1 enzimatik ve molekiiler antioksidan savunma sistemleri gelistirilmistir (Urso ve Clarkson, 2003;
Greathouse vd., 2005). Diger canlilarda oldugu gibi boceklerde de ROS molekiillerine karsi 6zellesmis bilesikler ve
enzimler bulunmaktadir (Grubor- Lajsic vd., 1997). Genel olarak bir¢ok goéreve sahip olan antioksidan enzimleri,
patojenik {irlinlerin detoksifikasyonunda tamir mekanizmasina ve biyolojik aktif {irlinlerin metabolizmasina aracilik
ettikleri igin enfeksiyon durumlarinda aktivitelerinde farkliliklar meydana gelebilir (Serebrov vd., 2006). Bununla
birlikte boceklerin dogal populasyonunda yaygin olarak bulunan entomopatojenik mantar ve mikroorganizmalar da
boceklerin detoksifikasyon sistemleri {izerinde etkili olabilmektedir (Pedro ve Candido, 1997; Hughes vd., 2004;
Serebrov vd., 2006). Bocekler genellikle ksenobiyotiklere maruz kaldiklari i¢in antioksidan enzimler ile ilgili yapilan
caligmalarin ¢ogu bu yondedir (igen vd., 2005; Dere vd., 2015; Altuntas vd., 2016). Ancak, enfeksiyona bagh
detoksifikasyon mekanizmastyla ilgili yapilan c¢alismalar smirli sayida olmakla birlikte, genellikle 6zel olmayan
esterazlar ve fosfatazlarla ilgilidir (Kol’chevskaya ve Kol’chevkii, 1988; Xia vd., 2000; Serebrov vd., 2003). Fuchs vd.
(2010) tarafindan fungal patojenite ¢aligmalarinda model organizma olarak kullanilan G. mellonella’nin Caenorhabditis
elegans ve Drosophila melanogaster’e gére daha kullanigh oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada ise entomopatojen
ozellikteki P. lilacinus’un G. mellonella son dénem larvalarinda antioksidan enzimlerden katalaz (CAT) ve glutatyon-S-
transferaz (GST) tizerindeki etkisinin belirlenmesi amaglanmustir. Béylece entomopatojenik fungus enfeksiyonu sonrasi
bdceklerin antioksidan savunma sisteminde meydana gelen degisiklikler ile ilgili bilgiler literatiire kazandirilacaktir.

Parazitler, konak organizmada gelisimlerini ve ¢ogalmalarini saglayabilmek i¢in yiiksek metabolik hiza
ihtiyaglar duyarlar. Bu durum ise konuk¢uda oksidatif strese ve parazitler tarafindan iiretilen biiylik miktarda toksik
madde ile yan iiriinlerin ortaya ¢ikmasina neden olur (Becker vd., 2004). Multienzim yapisindaki GST enzimi, faz II
detoksifikasyon enzimi olarak bilinmekte ve boceklerde stres kosullar1 altinda hiicresel detoksifikasyonun
saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Ozellikle oksidatif stres durumunda artig gdsteren oksijen tiirlerinin zararlarma
karst hiicrenin korunumunda, doku hasarmnin giderilmesinde ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda 6nemli rol
oynamaktadir (Terriere, 1984; Krishnan ve Kodrik, 2006; Serebrov, 2006; Sanjaya vd., 2016) Daha 6nce yapilan bir
calismada Metarhizium anisoplia mantar ile enfekte edilen G. mellonella larval hemolenfinde GST enzim aktivitesinde
artis tespit edilmistir (Glupov vd., 2003). Lozinskaya vd. (2004)’nin gergeklestirdikleri bir ¢alismada ise Vairimorpha
ephestiae ile enfekte edilen G. mellonella larvalarinda GST enzim aktivitelerindeki degisimler arastirilarak, kiifle
enfekte edilmis larval hemolenfte enzim aktivitesinin kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Lozinskaya vd., 2004). Bizim ¢alismamizda da benzer olarak P.lilacinus enfeksiyonu sonrasi G. mellonella larval
hemolenfindeki GST aktivitesinde artis meydana gelmistir. Boylece elde ettigimiz sonuglar hem daha 6nce yapilan
calismalar1 desteklenmekte hem de GST enziminin toksik fungal metabolitlerin eliminasyonu igin gerekli oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle entomopatojenik funguslarla iligkili ekotoksitite ¢caligmalarinda GST enzim aktivitesindeki
degisimlerin bir biyolojik belirteg olarak kullanilabilecegini 6nermekteyiz.

Fizyopatolojik sartlar altinda reaktif oksijen tiirleri yiliksek oranlarda {iiretilerek siiperoksit radikallerinin
birikmesine neden olmaktadir (Sies, 1997). Katalaz enzim aktivitesi ise hidrojen peroksit radikalinin yiiksek miktarda
olustugu durumlarda artarak, hiicrede hidrojen peroksit artisina neden olan reaktif molekiillerin detoksifikasyonunu
saglamaktadir (Samashekaraiah vd., 1992). Ancak, CAT aktivitesinin, hiicresel ortamda tekli oksijen, siiperoksit ve
peroksit radikali gibi serbest radikallerin yiiksek miktarlarda birikmesine bagli olarak inhibe edildigi bilinmektedir
(Kono ve Fridovich, 1982). Kono ve Fridovich (1982) enzim aktivitesinde goriilen inhibisyonu, reaktif oksijen
radikallerinin hiicresel membranlardaki doymamis yag asitlerini ve proteinleri okside etmesi sonucu MDA iiretiminin
artmasina bagli olarak proteinlerde denatiirasyon meydana gelmesi ile iligkilendirmistir. Daha 6nce boceklerle ilgili
yapilan bazi ¢alismalarda da cesitli kimyasallarin ve fenolik karakterdeki bitkisel metabolitlerin larval dokularda
bulunan CAT enziminin inhibisyonuna neden oldugu belirlenmistir (Felton ve Duffey, 1991; Emre vd., 2013). Bizim
calisgmamizda da benzer olarak P. lilacinus ile enfekte olan G. mellonella larvalarinin CAT enzim aktivitesinde herhangi
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bir degisiklik tespit edilmedi. Bu durumun fungal enfeksiyona bagli olarak ortaya ¢ikan yiiksek oksidatif hasarin larval
hemolenfteki CAT aktivitesini engelleme yo6niinde etkili oldugunu diisiinmekteyiz.

Sonug olarak, bu c¢alisma entomopatojenik funguslarin ekosistemin onemli elemanlari olan boceklerde
antioksidan enzim aktiviteleri iizerinde degisimlere neden olabilecegini ve bu durumun organizma ile ¢evresi arasindaki
fizyolojik uyum kapasitelerini de etkileyecegini gdstermektedir. Ayrica entomopatojenik fungus tiirlerinin zararli bdcek
miicadelesinde kullanilabilirligine iligkin aragtirmalarda ¢alisma sonuglarimizdan faydalanilabilecegini 6nermekteyiz..

Tesekkiir

Caligma kapsaminda kullanilan entomopatojenik Purpureocillium lilacinus (KUKENS WDCMI101) Dog. Dr.
Rasime Demirel tarafindan saglanmistir. Kendisine tesekkiir ediyoruz.
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