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ÖZET 

JUGLONUN BÜYÜK BALMUMU GÜVESİ GALLERIA MELLONELLA L. 

(LEPIDOPTERA: PYRELIDAE)’DA OKSİDATİF ve GENOTOKSİK ETKİLERİNİN 

BELİRLENMESİ 

Emine DUMAN 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Genel Biyoloji Bilim Dalı 

Anadolu Üniversitesi, Fen Bilimleri Enstitüsü, Aralık, 2017 

Danışman: Doç. Dr. Hülya ALTUNTAŞ 

Bu çalışmada, önemli bir fitokimyasal bileşen olan juglonun, bal mumu zararlısı 

ve model böcek olan Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) üzerindeki oksidatif 

ve genotoksik etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. Çalışma kapsamında 

değerlendirilen tüm parametrelerin araştırılması böceğin zararlı olduğu larva evresi 

üzerinde yapıldı. Bu amaçla G. mellonella türünün birinci evre larvalarının besinlerine 

farklı dozlarda saf juglon uygulanarak, juglonun insektisidal etkisi probit analizi 

kullanılarak belirlendi. Zararlı türün larval dönemi üzerinde insektisidal etki gösterdiği 

belirlenen juglonun, letal (LD99) ve ortalama letal dozu (LD50) sırasıyla 6,1 ve 2,3 mg/ 

2g besin olduğu tespit edildi. Letal dozlara bağlı kalarak çalışma kapsamında 

hedeflenen ekotoksik ve genotoksik analizler için LD50’nin altında kalan etkin dozlar 

0,5, 1 ve 2 mg/ 2g besin olarak belirlendi. Besinsel juglon uygulanan ve uygulanmayan 

G. mellonella son evre larval hemolenflerinde antioksidan enzim aktiviteleri (SOD,

CAT ve GST) ile MDA miktarı doza bağlı değişimler gösterirken, GPx enzim 

aktivitesinde herhangi bir değişimin olmadığı belirlendi. Larval dönem üzerinde 

juglonun genotoksik etkilerinin olup olmadığı ise COMET yöntemi ve mikronükleus 

analizi ile belirlendi. Bu analizler sonucunda da doz artışına bağlı olarak genomda 

önemli hasarın ortaya çıktığı tespit edildi. Çalışma sonuçları juglonun etkin dozlarının 

zararlı ve model böcek olan G. mellonella’nın larval evresi üzerinde ekotoksik ve 

genotoksik etkili olduğunu göstermektedir.  

Anahtar Sözcükler: Juglon, Galleria mellonella, Antioksidan Sistem, Genotoksikoloji, 

Comet Yöntemi.  
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ABSTRACT 

OXIDATIVE AND GENOTOXIC EFFECTS OF JUGLONE ON THE GREATER 

WAX MOTH GALLERIA MELLONELLA L. (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) 

Emine DUMAN 

Department of Biology 

Programme in General Biology 

Anadolu University, Graduate School of Sciences, December, 2017 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hülya ALTUNTAŞ 

 

In this study aimed to investigate the effects of the oxidative and genotoxic effects 

of juglone which is an important phytochemical compound on the greater wax moth G. 

mellonella; an model organism and a serious pest in wax. Investigation of all  

parameters assessed within the scope of the study was carried out on the larvae, the 

harmful stage of the pest. For this purpose, the insecticidal effect of the juglone was 

determined with probit analysis by applying technical juglone at different doses to the 

diets of the first instars of G. mellonella. Juglone showed insecticidal effect on the 

larval stage of the pest and lethal (LD99) and median lethal doses (LD50) were 

determined as 6.1 and 2.3 mg/ 2g in diet, respectively. According to LD50 dose of 

juglone, the effective doses of 0.5, 1 and 2 mg in 2 g of diet were used for the ecotoxic 

and genotoxic analyses. It was determined that antioxidant enzyme activities (SOD, 

CAT, and GST) and the amount of MDA showed dose-dependent changes in 

hemolymph of last instars of G. mellonella treated with dietary juglone doses with 

respect to untreated larvae, but it was determined that there is no change in GPx enzyme 

activity in treated and untreated larvae. To determine whether juglone has genotoxic 

effects on larvae, DNA fractions and micronucleus formation were analyzed using 

COMET and micronucleus assays. As a result of these analyzes, it was determined that 

significant damage occurred in the genome of insect due to the increase of the juglone 

doses. In conclusion, our project results show that effective doses of juglone are 

ecotoxic and genotoxic on the larval stage of pest and model organism G. mellonella. 

Keywords: Juglone, Galleria mellonella, Antioxidant System, Genotoxicology, Comet 

Assay. 
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1. GİRİŞ 

Dünya üzerinde yaşamakta olan her canlının temel gereksinimleri arasında neslini 

devam ettirme içgüdüsü bulunmaktadır. Canlının neslini devam ettirebilmesi için 

beslenme, korunma, habitat ve üreme faaliyetlerini gerçekleştirmesi gerekmektedir. Bu 

faaliyetlerin tümü biyolojik gerekliliğin bir parçasını oluşturmaktadır. Bir canlının 

üreme yeteneğinin artmasına bağlı olarak populasyon yoğunluğu da artmakta, buna 

bağlı olarak da beslenme, korunma ve habitat sorunlarıyla karşılaşmaktadır. Bu sorunlar 

ekosistem içerisinde yer alan kontrol mekanizmaları ile giderilmektedir. Böylece canlı 

sistemler müdahale edilmediği takdirde ekosistem tarafından oluşturulan denge ile 

kendi düzenini korumaktadır. Beslenme, habitat, korunma ve üreme ile ilgili ortaya 

çıkabilecek olumsuzluklar insanın da içinde bulunduğu tüm canlıları etkilemektedir. 

Ancak insanı diğer canlılardan ayıran düşünme yetisi, bu problemler karşısında farklı 

çözüm yollarının geliştirilmesine neden olmuştur. İnsanın geliştirmiş olduğu teknoloji, 

hastalıklar ile mücadele edilmesinde, habitat sorunlarının giderilmesinde ve beslenme 

ile ilgili alternatifler bulmasıyla kendi populasyon yoğunluğunu daha da artırmaktadır. 

Fakat insan tarafından sunulan bu alternatifler aynı zamanda ekosistemin kendi içinde 

sahip olduğu dengeyi de bozmaktadır. 

Küresel problemlerden biri olan beslenme problemi çözüme ulaştırılması gereken 

öncelikli konular arasında yer almaktadır. Beslenme ile ilgili yaşanan problemler, 

verimli tarım alanlarının azalmasına ve tarımsal ürünlerin şuanki insan populasyonu için 

yetersiz kalmasına bağlıdır. Bu nedenle bu problemin giderilmesinde, daha az alandan 

daha fazla besin içeriğine sahip ürünlerin yetiştirilmesi konusunda çalışmalar 

yapılmaktadır. Ancak besinlerin üretimi ve depolanması sırasında zararlı organizmalar 

tarafından istilaya uğraması ekonomik kayıplarla birlikte gıda kalitesi eksikliği, ağırlık 

kaybı, çimlenme noksanlığı gibi nedenlere bağlı olarak da kitlesel kayıpların ortaya 

çıkmasına sebep olmaktadır (Tulaganov, 1995). Bununla birlikte yaşanan diğer bir 

problem ise tarım ürünlerinin üretim, hasat ve depolanması sırasında yaşanan 

problemlerdir. Bunlar arasında yer alan tarımsal ürünlerin enfekte olmaları, zararlılar 

tarafından istilaya uğraması gibi önemli problemlerinde göz ardı edilmemesi 

gerekmektedir. Bu yüzden besinlerin üretimi ve bu ürünlerden elde edilen hammadde ve 

maddelerin depolanması sırasında zararlı organizmalar ile mücadele edilmesi gerekliliği 

doğmaktadır. 
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Zararlı organizmalar ile mücadele yöntemlerinde ekonomik kaygılar ve sonuca 

daha hızlı ulaşılması nedeniyle sıklıkla kimyasalların kullanılması tercih edilmektedir. 

Son yıllarda insektisitlerin en sık kullanılan kimyasal mücadele yöntemi olduğu ve 

bunların zararlı tür üzerindeki etkileri ile ilgili çok sayıda çalışma yapılmıştır (Kudon 

vd.,1988; Ahmad vd., 1995; Hill ve Foster, 2000; Nowak vd., 2000). Aynı zamanda bu 

kimyasalların canlıların dayanıklılık kazanması, çevredeki yararlı organizmaların, bal 

arılarının, kuşların ve balıkların kitlesel yok oluşları, besin zinciri aracılığıyla insanlara 

kadar ulaşmasıyla da kanserojen, teratojen ve mutajen etkiler gibi olumsuz sonuçlara 

neden olarak ekolojik dengenin bozulmasına sebep olduğu bilinmektedir (Cox, 1996; 

Lee vd., 1996; Ahmad vd., 1997; Rick ve Relyea, 2005; Szatkowska vd., 2012; Mineau 

ve Whiteside, 2013). Kimyasal kullanımı sonucunda ortaya çıkan bu olumsuz etkilerin 

azaltılması amacıyla birçok pestisit kullanımına kısıtlama ya da yasaklama 

getirilmektedir. Bununla birlikte sürdürülebilir tarım uygulamalarının devamlılığının 

kimyasal pestisit tüketiminin azaltılarak çevre dostu alternatif tekniklerin 

geliştirilmesine bağlı olduğu da vurgulanmaktadır (Azizoğlu vd., 2012; Çelik vd., 

2012). Bu amaçla insan ve çevre üzerine olumsuz etkileri olmayan, maliyeti düşük, 

geniş spektrumlu, sera ve tarla koşullarında hastalık ve zararlıların kontrol altına 

alınmasında kullanılabilecek biyoinsektisitlerin belirlenmesi gerekmektedir (Lenteren-

Van, 1995; Rabasse ve Van, 1999). Biyoinsektisitlerin kullanımında başvurulan 

mücadele yöntemleri “Entegre Mücadele’’ (Birleşik Zararlı Yönetimi) programı 

kapsamında ele alınmaktadır. Entegre mücadele yönteminde, kültür bitkileri ve 

ürünlerine ait hastalık, zararlı ve yabancı otların çevre ile ilişkileri göz önüne alınarak 

populasyon yoğunluklarının ekonomik ölçüler içinde korunması sağlanmaktadır. Bu 

yöntem birden fazla kimyasal, biyolojik ve fiziksel yöntemi içermekte ve kullanılan 

yöntemler birbirini tamamlayacak şekildedir. Bu yöntemin temel aldığı prensipler insan 

ve çevre sağlığının korunmasını, ürün miktar ve kalitesindeki kayıpların engellenmesini 

ve tüm girişimlerin ekonomik olmasını içermektedir (Özkan, 2012). 

Entegre mücadele programlarında, biyolojik aktiviteleri ve doğada birikime 

uğramamaları gibi birçok sebeple doğal biyoaktif ürünlerin kullanımına yönelik 

çalışmalar artış göstermektedir. Bu durum ile ilgili olarak Avrupa Koruma Ajansı (EPA, 

Enviromental Protection Agency) tarafından bazı pestisitler düşük riskli ya da çevre 

dostu olarak nitelendirilmiştir. ABD ve birçok AB ülkesinde çevre dostu pestisitlerin 

ruhsatlandırılması kolaylaştırılmış ve kullanımları için bazı teşvikler getirilmiştir. 
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Benzer bir durum ülkemizde de son 5 yıllık süreçte değişerek Gıda -Tarım ve 

Havyancılık Bakanlığı 2013 - 2017 Stratejik Planı içerisinde kendine yer edinmiştir. Bu 

değişiklikler bitki ve hayvan sağlığı ile refahını sağlayacak yeni hizmetlerin 

geliştirilmesi ve entegre mücadele çalışmalarında çevreye en az zararı verecek 

pestisitlerin kullanılabileceğine yönelik yenilikleri içermektedir. Son yıllarda, bu çevre 

dostu insektisitler içerisinde, çeşitli insektisidal etkiye sahip aktif bileşenleri bulunan 

fitokimyasallar önem kazanmıştır. Bu çalışmadaki hipotez ise Gıda - Tarım ve 

Havyancılık Bakanlığı 2013 - 2017 Stratejik Planı ve zararlı böcekler ile yapılan entegre 

mücadele çalışmalarında fitokimyasalların kullanılması göz önüne alınarak 

oluşturulmuştur. Bu amaçla, önemli bir bitkisel metabolit ve fitokimyasal olan Juglonun 

entegre mücadele çalışmalarında doğal insektisit olarak kullanılıp kullanılamayacağı 

sorusu Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvalarında meydana gelen, 

biyokimyasal ve genotoksik etkilerin belirlenmesi ile araştırılmıştır. 

Lepidoptera takımı özellikle Pyralidae familyasına ait türler, tarımsal ve 

endüstriyel açıdan önemli olan bitkilerde ciddi derecede ekonomik kayıplara neden olan 

zararlı organizmalar arasında yer almaktadır. Ülkemizde, ekonomik ve besinsel değeri 

yüksel olan bitkilerde ve hasat sonrası elde edilen tarımsal ürünlerde milyonlarca liralık 

kayıplara neden olmaktadır. Bu nedenle bu zararlı türler ile entegre mücadele 

çalışmalarında kullanılacak yeni yöntemlerin araştırılması ve geliştirmesi gerekliliği 

ortaya çıkmıştır. Zararlı Lepidoptera türlerinin laboratuvar koşullarında kültüre alınarak 

gözlenmesiyle elde edilen sonuçlar zararlı organizmalar ile mücadele çalışmalarına 

yardımcı olmaktadır (Al–izzi vd., 1987). Ayrıca kimyasal uygulamalar sonrası 

böceklerde gerçekleşen metabolik faaliyetlerin fizyolojik ve moleküler düzeyde 

aydınlatılmasına da olanak sağlamaktadır (Mandato vd., 1997; Pohlon ve Baldwin, 

2001; Büyükgüzel, 2002a, 2002b; Tinaz vd., 2002). Böylece laboratuvar ortamında 

yapılan analizler biyopestisit adayı olarak düşünülen doğal bileşiklerin böcekler 

üzerinde biyolojik, toksikolojik ve genotoksik etkilerinin değerlendirilebilmesini de 

mümkün kılmaktadır. 

Zirai kazanç sağlayan meslek grupları arasında yer alan arıcılık ülkemizde de 

çalışmaları yoğun olarak yapılan ve bal arısı kolonilerinden hayvansal ürünlerin elde 

edilmesiyle gerçekleştirilmektedir. Bal, polen, balmumu, arı sütü, propolis gibi bal 

arıları tarafından üretilen ürünler insan sağlığı, beslenme ve ekonomik açıdan oldukça 
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önemli bir yere sahiptir. Bununla birlikte arılar, bitkilerde tozlaşmaya yardımcı olarak 

ekolojik açıdan önemli bir görevi de yerine getirmektedir. Bu nedenle, bal üretimi, 

depolanması ve balmumu yapımı sürecinde karşılaşılan zararlı organizmalar ile 

mücadele edilmesi ekonomik ve ekolojik açıdan önemli bir olgudur. Bu çalışmada 

kullanılan model organizma, büyük balmumu güvesi G. mellonella arıcılık sektöründe 

büyük kayıplara neden olan arı zararlıları arasında ikinci sırada yer almaktadır 

(Selçukoğlu, 1999). Büyük balmumu güvesi ile mücadelede sıklıkla asetik asit, naftalin 

ve kükürt gibi çevre dostu olmayan kimyasallar kullanılmakta ve bu kimyasallar da 

insan ve hayvan sağlığını olumsuz yönde etkilemektedir (Kumova ve Korkmaz, 2002). 

Bu mücadelede sıklıkla kullanılan  naftalin, zamanla balmumunda birikime uğrayarak 

kovanda yaşayan bal arılarında ve diğer canlılarda toksikolojik ve mutajenik etkilere 

neden olmaktadır (Moosbeckhofer vd., 1995; Uğurlu, 2000). Bu nedenle bal mumu 

zararlısı G. mellonella’ya karşı yapılan mücadele çalışmalarında insan dâhil diğer 

canlıları olumsuz yönde etkileyen kimyasalların yerine daha çevre dostu 

biyopestisitlerin kullanılması gerekliliği ortaya çıkmaktadır. 

Juglon, Juglandaceae, Ebenaceae, Boraginaceae, Bignoniaceae, Droseraceae ve 

Nepenthaceae gibi bitkiler tarafından sentezlenen ve sekonder metabolitler içerisinde 

yer alan naftokinonlar ile benzer yapıya sahip sentetik aromatik bir hidrokarbon 

bileşiğidir (Babula vd., 2009). Naftokinonlar ve çeşitli bitki sekonder bileşiklerinin ve 

bitkisel ekstratların herbivor böcekler üzerinde, larval ölümlere, larval beslenmenin 

engellenmesine (antifeedant etki), büyümelerinin inhibe edilmesine ve çeşitli 

insektisidal etkilere neden olduğunu gösteren birçok çalışma bulunmaktadır (Emam vd., 

2009; Jeyasankar vd., 2010; Rattan ve Sharma, 2011; Şeref-Gün vd., 2011; Paul ve 

Sohkhlet, 2012). Daha önce yapılan bu çalışmalardan bazılarında fitokimyasallar 

içerisinde yer alan ve naftokinon özellikli bitki sekonder bileşiği olan Juglonun, çeşitli 

fitofag böceklerde toksik, beslenme engelleyici ve bu türlerin yumurta açılım oranları 

üzerinde olumsuz etkili olduğuna ait bilgiler verilmiştir (Gilbert vd., 1967; Yu, 1987; 

Lindroth vd., 1990; Sorokin ve Whitaker, 2008). Aynı zamanda, bazı herbivor 

lepidopter türleri üzerinde juglon ve bazı naftokinonların toksik etkili olduğunu 

gösteren az sayıda çalışma da bulunmaktadır (Yu, 1987; Thiboldeaux vd., 1994; Sun 

vd., 2007). Cespedes vd. (2016)’nin yaptığı bir çalışmada ise fasulyenin mahsülü ve 

depolanması sırasında zararlı olan Acanthoscelides obtectus Say (Coleoptera: 

Chrysomelidae) ve Epilachna varivestis Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae) türlerinde 
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juglonun metanollü ekstraktlarının pupal gelişim, beslenme ve büyüme regülatörleri 

üzerinde etkili olduğu tespit edilmiştir. Bu nedenlerden dolayı, çevre dostu 

biyopestisitler için bir alternatif olabileceği düşünülen juglonun hem zararlı hem de 

model böcek olarak değerlendirilen G. mellonella türü üzerindeki oksidatif ve 

genotoksik etkileri tez çalışması kapsamında değerlendirildi. 

Böceklere ait immün savunma sistemleri ile böcek hemositlerinin morfolojik 

özellikleri, embriyonik orjinleri, ameboid hareketleri ve fagositik aktiviteleri 

memelilerin sistemleriyle büyük oranda benzerlik göstermektedir. Bu nedenle patojenik, 

genotoksik ve biyokimyasal çalışmaların in vivo ortamda gerçekleştirilmesinde bazı 

böcek türleri iyi bir fizyolojik model oluşturmaktadırlar (Jones, 1964; Kayanagh ve 

Reeves, 2007; Cook ve McArthur, 2013). Büyük bal mumu güvesi G. mellonella türü de 

laboratuvar şartlarında kolayca kültürü yapılabilmesi ve memeli hücre dizileri ile benzer 

biyokimyasal, fizyolojik ve immünolojik tepkiler vermesi nedeniyle birçok çalışmada 

model organizma olarak kullanılmaktadır (Altınçiçek vd., 2007; Kavanagh ve Fallon, 

2010; Junqueira, 2012; Cook ve McArthur, 2013; Altuntaş, 2015a, 2016). Bu nedenle, 

çalışma kapsamında iyi bir model organizma olan G. mellonella türü tercih edildi. 

Bu çalışmada, zararlı tür G. mellonella’nın birinci dönem larvalarına farklı 

dozlarda katı juglon uygulamaları yapılarak günlük takipleri gerçekleştirildi. Bu 

işlemler sonrasında larval ölüm oranlarına göre doz belirlenmesi çalışmaları istatistiksel 

olarak değerlendirildi. İstatiksel analizler sonrasında belirlenen ortalama letal doza göre 

bu dozun altında kalan üç farklı juglon dozu etkin doz olarak belirlendi. Bu dozlara 

bağlı G. mellonella’da meydana gelen fizyolojik stresin belirlenmesi amacıyla larval 

hemolenfte antioksidan enzimlerden katalaz (CAT), süperoksit dismutaz (SOD), 

glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon-S-transferaz (GST) enzimlerinin analizleri ile 

lipit peroksidasyonu (malondialdehit) seviyeleri analiz edildi. Bununla birlikte larval 

hemositlerde juglon ilişkili genotoksik etkilerin belirlenmesi amacıyla Comet ve 

Mikronükleus analizleri yapıldı. 

1.1. Allelokimyasallar ve Juglon 

Canlı sistemler çevrelerinde bulunan düşmanlarına karşı çeşitli savunma 

mekanizmaları geliştirmiştir. İnsan ve hayvanlar hareket yeteneğine sahip oldukları için 

tehlike durumlarında savunma ya da kaçma davranışı sergilerken, bitkiler ise bazı 
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kimyasal maddeler sentezleyerek tepki göstermektedirler. Bitkiler tarafından 

sentezlenen bu kimyasal bileşikler primer ve sekonder bileşikler olarak iki temel sınıfa 

ayrılmaktadır. Bu bileşiklerden olan sekonder metabolitlerin bitkinin bulunduğu ortama 

adaptasyonu, üremeye yardımcı olması ve bitki savunması gibi durumlarda rol aldığı 

bilinmektedir. Primer metabolitler ile karşılaştırıldığında daha kompleks yapıda olan 

sekonder bileşikler bitkilerde kimyasal çeşitliliği de arttırmaktadırlar (Topçu ve 

Çöldeşen, 2015). 

Bir bitki tarafından sentezlenen ve salıverilen bazı kimyasal maddelerin bitki 

türüne bağlı olarak komşu bitkileri olumlu veya olumsuz açıdan etkilemesi allelopati 

olarak tanımlanmaktadır. Allepopatik yönden etkili olan bu kimyasallara ise 

allelokimyasal madde denilmektedir. Rice (1984) bitki sekonder metabolitleri ve primer 

metabolik yolaklara ait yan ürünlerden oluşan allelokimyasalları şu şekilde 

sınıflandırmıştır; 

1. Basit suda çözünebilir organik asitler (Düz zincirli alkoller, alifatik aldehitler), 

2. Basit doymamış laktonlar, 

3. Uzun zincirli yağ asitleri ve poliasetilenler, 

4. Naftokinonlar, antrokinonlar ve kompleks kinonlar, 

5. Basit fenoller, benzoik asit ve türevleri, 

6. Sinnamik asit ve türevleri, 

7. Flavonoidler, 

8. Taninler, 

9. Terpenoidler ve steroidler, 

10. Amino asitler ve polipeptidler, 

11. Alkoloidler ve siyanohidrinler, 

12. Sülfitler ve glikozitler, 

13. Pürinler ve nükleotidler. 

Bitkilerde bulunan sekonder metabolitlerin, böceklerin uzaklaştırılması, 

beslenmelerinin engellemesi ya da durdurulması, üreme ve yumurta açılımının 

azaltılması gibi insektisidal etkilere sahip olduğu bildirilmiştir (Isman, 2000; Adeyemi, 

2010; Rattan ve Sharma, 2011; Omar vd., 2012; Aydın ve Mammadov, 2017). 
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Juglon (5-hidroksi-1,4-naftokinon) ceviz ağaçlarının yeşil yapraklarında bol 

miktarda bulunan allelokimyasal özellikli bitki sekonder metabolitleri arasında yer 

almaktadır. Hidroksil ve keto grupları arasında molekül içi H- bağı içeren juglon bir 

benzokinon türevi olarak naftokinonlar, antrokinonlar ve kompleks kinonlar grubunda 

bulunmaktadır (Rice, 1984; Fila vd., 2008; Jin, 2010). Şekil 1.1’de kimyasal yapısı 

gösterilen Juglon (C10H6O3; moleküler ağırlık: 174,16 g·mol−1), ceviz türlerinin kök ve 

yaprak özütlerinden izole edilmiş ve cevizin latince ismine izafeten Juglon olarak 

isimlendirilmiştir (Rietveld, 1983). 

 

Şekil 1.1. Juglonun kimyasal yapısı 

 

Cevizin yeşil kabuk ve yapraklarında, oksidatif stresi indirgeyerek ve 

makromoleküler oksidasyonu engelleyerek dejeneratif hastalıklara karşı koruyucu etki 

sağlayan fenolik maddeler ve flavonoidlerin olduğu bilinmektedir. Bu maddeler 

içerisinde yer alan juglonun çeşitli organizmalarda sitotoksik, antiviral, antifungal, 

antiinflamatuvar, antikanserojenik ve genotoksik etki gösterdiği bildirilmiştir (Inbaraj 

ve Chignell, 2004; Paulsen ve Ljungman, 2005; Clark vd. 2006; Yiğit vd. 2009; Im vd., 

2010; Milind-Parle ve Deepa, 2011; Saling vd., 2011; Li vd., 2013). 

Naftokinonlar ile benzer yapıya sahip sentetik aromatik bir hidrokarbon bileşiği 

olan Juglon, Juglandaceae, Ebenaceae, Boraginaceae, Bignoniaceae, Droseraceae ve 

Nepenthaceae gibi bitkiler tarafından da sentezlenmektedir (Babula vd., 2009). 

Naftokinonların da içinde bulunduğu çeşitli bitki sekonder bileşiklerinin ve bitki 

ekstratlarının herbivor böceklerde larval ölümlere, larval beslenmenin engellenmesine, 

büyümelerinin inhibe edilmesine ve çeşitli insektisidal etkilere neden olduğunu gösteren 

çalışmalar bulunmaktadır (Emam vd., 2009; Jeyasankar vd., 2010; Rattan ve Sharma, 

2011; Şeref-Gün vd., 2011; Paul ve Sohkhlet, 2012). Daha önce yapılan buna benzer 

çalışmaların bazılarında ise Juglonun çeşitli fitofag böceklerde toksik, beslenme 
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engelleyici ve bu türlerin yumurta açılım oranları üzerinde olumsuz etkili olduğu 

bildirilmiştir (Gilbert vd., 1967; Yu, 1987; Lindroth vd., 1990; Sorokin ve Whitaker, 

2008). 

Juglon ile yapılan bu çalışmalarda kabuk böceği Scolytus multistriatus 

(Coleoptera: Curculionidae)’da beslenmesinin engellenmesine, Spodoptera frugiperda 

(Lepidoptera: Noctuidae)’da ise gelişiminin azalmasına ve mortalitenin artmasına neden 

olduğu gösterilmiştir (Gilbert vd., 1967; Yu, 1987). S. multistriatus ve S. frugiperda’ da 

meydana gelen bu değişimler ise besin tüketimi ve sindirilme oranlarının azalmasıyla 

ilişkilendirilmiştir.  

Juglonun toksik etkisiyle ilgili yapılan bir başka çalışmada ise bir Lepidoptera 

türü olan Limantria dispar (Lepidoptera: Erebidae)’ın besinine düşük dozlarda juglon 

uygulamasına bağlı olarak, güvenin yaşamsal ve büyüme aktivitesinde, besin tüketim 

oranlarında ve pupal ağırlığında önemli derecede azalmanın ve gelişme zamanında 

uzamanın olduğu bildirilmiştir (Lindroth vd., 1990). 

Juglon ve bazı naftokinonların Lepidopter türleri üzerinde toksik etkili olduğunu 

gösteren diğer çalışmalarda ise bazı Saturnid türlerin ve Grapholita molesta 

(Lepidoptera: Tortricidae) türünün doz artışına bağlı olarak larval gelişim sürecinde 

uzamayla birlikte besin tüketim oranları ile larval-pupal vücut ağırlıklarında azalmanın 

olduğu belirlenmiştir (Thiboldeaux vd., 1998; Piskorski vd., 2011). 

Kabak zararlısı Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae) ile yapılan başka bir 

çalışmada ise, larvalara uygulanan subletal dozlardaki Juglonun antifeedant etkiye sahip 

olduğu bildirilmiştir (Akhtar vd., 2012). 

Cespedes vd. (2016)’nin yaptığı bir çalışmada ise Juglonun metanollü 

ekstraktlarının hasat ve depolanma sırasında fasulye zararlısı olan Acanthoscelides 

obtectusSay (Coleoptera: Chrysomelidae) ve Epilachna varivestis Mulsant (Coleoptera: 

Coccinellidae) türlerinde pupal gelişimi, beslenmeyi ve böcek büyüme regülatörlerini 

olumsuz yönde etkilediği bildirilmiştir. 

1.2. Böceklerde Antioksidan Sistem 

Canlı organizmalar, canlılığın devamı için sürekli olarak anabolizma ve 

katabolizma reaksiyonları ile gerekli ihtiyaçlarını karşılamaktadır. Bu metabolik 
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reaksiyonların gerçekleşmesi sırasında gerekli olan enerji ATP molekülü tarafından 

sağlanmaktadır. Aeorobik organizmalarda solunum ile alınan oksijenin % 98’i son 

elektron alıcısı olmakta ve ATP üretiminde kullanılmaktadır. Geriye kalan oksijen 

molekülleri ise oksijenazlar tarafından serbest oksijen radikallerine (SOR) 

dönüştürülmektedir (Tülüce, 2005; Eren, 2008). 

Atomik ya da moleküler yapıda eşleşmemiş elektronu bulunan, kısa ömürlü, 

kararsız ve oldukça reaktif özelliklere sahip organik veya inorganik moleküller serbest 

oksijen radikalleri olarak isimlendirilmektedir (Nordberg ve Arner, 2001; Yıldızdaş, 

2003; Tülüce, 2005; Kara, 2009). Bir serbest radikal kararsız ve çiftleşmemiş 

elektronları nedeniyle radikal olmayan bir moleküle elektron verebilir ya da o 

molekülden elektron alabilir. Bu elektron alışverişi yeni bir serbest radikalin oluşmasına 

neden olmakta ve bu tepkime zincirleme olarak devam etmektedir (Kara, 2009). 

SOR oluşumu endojen ve ekzojen kaynaklı etmenler sonucunda 

gerçekleşmektedir. Endojen kaynaklı SOR oluşumu metabolik olaylar sonucunda 

oksijene fazladan elektron eklenmesine bağlı olarak süperoksit, hidrojen peroksit ve 

hidroksil radikallerinin ortaya çıkmasıyla oluşmaktadırlar. Tarımsal alanlarda zararlı 

organizmalar ile mücadele çalışmalarında kullanılan herbisitlerin, organofosforlu 

insektisitlerin, kimyasal karsinojenlerin, diğer organik ve inorganik çevresel 

kirleticilerin aşırı dozlarda, denetimsiz ve bilinçsizce kullanımları sonucunda oluşan 

SOR molekülleri ise ekzojen kaynaklıdır (Isman, 2006; Senthil-Nathan, 2013). 

Ortaya çıkan SOR molekülleri hücre içerisindeki proteinler, lipitler ve diğer çeşitli 

moleküller ile etkileşime girerek hücre bütünlüğünün bozulmasına neden olmaktadır. 

Hidroksil ve peroksit radikallerinin hücre membranında bulunan fosfolipitler ile 

etkileşimi sonucunda membranın stabilitesini ortadan kaldırarak hücrelerin hızla 

bozulmasına neden olmaktadır (Cutler vd., 2005; Eren, 2008; Tekcan, 2009). Bununla 

birlikte üç veya daha fazla çift bağa sahip olan yağ asitlerinin peroksidasyonu 

sonucunda malondialdehit (MDA) oluşmaktadır (Heinle ve Betz, 1994; Tülüce, 2005; 

Halliwell ve Gutteridge, 2007). Lipid peroksidasyonu sonucu ortaya çıkan MDA 

miktarındaki artış membran akışkanlığının, membranın stabilitesinin ve yapısal 

bütünlüğünün bozulmasına neden olmaktadır. Bu durum hücre membranında 

gerçekleşen iyon alışverişine etki ederek bileşiklerin çapraz bağlanmasına yol 

açmaktadır, bunun sonucunda da iyon geçirgenliğinin ve enzim aktivitesinin değişimi 



10 
 

gibi olumsuzluklar ortaya çıkmaktadır. Ayrıca, MDA DNA’nın nitrojen bazları ile 

reaksiyona girebildiğinden hücreler için genotoksik ve karsinojenik bir özelliğe de 

sahiptir (Tülüce, 2005). 

DNA molekülünün replikasyonu sırasında meydana gelen modifikasyonlar 

mutasyonlara ve genetik bozukluklara neden olmaktadır. Bununla birlikte SOR 

molekülleri çekirdek membranını etkileyerek nukleustaki genetik materyal üzerinde de 

etki etmektedir. Böylece DNA’nın kırılması ve mutasyonlara açık hale gelmesine neden 

olmaktadır. Hidroksil radikali gibi SOR molekülleri deoksiriboz ve bazlarla kolayca 

etkileşime girerek genetik materyal üzerinde değişikliklere yol açmaktadır. Bu nedenle 

SOR ile indüklenen hücresel modifikasyonların DNA hasarlarının en ciddisi olduğu 

düşünülmektedir (Ardağ, 2008; Tekcan 2009). 

Membran yapısında meydana gelen değişimlerin neden olduğu başka bir durum 

ise iyon transportunun, hücre içi kalsiyum konsantrasyonunun, enzimlerin, hormonların 

ve nörotransmitter maddelerin olumsuz yönde etkilenmesine sebep olmaktadır 

(Yıldızdaş, 2003; Eren, 2008; Kara 2009). Proteinlerde meydana gelen değişimler 

fragmantasyon, çapraz bağlanma, protein agregasyonu sonucunda konformasyon ve 

fonksiyon bozukluklarıdır (Yıldızdaş, 2003). Ayrıca proteinlerin aminoasit 

dizilimlerine, hücresel konumlarına ve serbest radikalin toksisite gücüne bağlı olarak 

oluşacak hasar boyutlarını değişmektedir (Tülüce, 2005). Proteinlerde görülen 

değişimlere ek olarak monosakkaritlerin otooksidasyonuna neden olan SOR molekülleri 

hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitlerin oluşmasına neden olmaktadır (Tülüce, 

2005). 

Artmış SOR’a bağlı meydana gelen zararlar şu şekilde özetlenebilir; 

- Hücre organelleri ve membranındaki lipit ve protein yapısını bozarlar, 

- Hücre içi yararlı enzimleri etkisizleştirirler, 

- DNA'yı tahrip ederler, 

- Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar, 

- Elastaz, proteaz, fosfolipaz, ksantinoksidaz, indolamin, galaktoz oksidaz gibi 

litik enzimleri aktive ederler, 

- Hücrenin potasyum kaybını arttırırlar, 

- Trombosit agregasyonunu arttırırlar, 
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- Dokulara fagosit toplanmasını kolaylaştırırlar, 

- Hücre dışındaki kollagen doku bileşenlerini, savunma enzimlerini ve 

transmitterleri yıkarlar (Özkaya, 2007), 

- Bağışıklık sistemindeki hücreleri yok ederek bağışıklık sisteminin etkisini 

azaltırlar (Ardağ, 2008). 

SOR moleküllerinin neden olduğu bu değişimler hücre tarafından telafi 

edilemediği takdirde hücrenin ölümüne sebep olmaktadır. Bu nedenle serbest 

radikallerin neden olduğu hasar organizmada meydana gelen fizyolojik onarım 

mekanizmaları ile onarılmaya çalışılmaktadır. Bu mekanizmaların başında ise 

antioksidan savunma sistemi yer almaktadır ve hücresel homeostazinin korunmasına 

yardımcı olmaktadır (Tülüce, 2005). Endojen ya da eksojen kaynaklı olan süperoksit 

radikalleri ile antioksidan savunma sistemi arasında bulunan denge, SOR moleküllerinin 

neden olduğu hasarı önleyemeyecek düzeye ulaştığında organizmanın oksidatif strese 

girmesine neden olmaktadır (Greathouse vd., 2005). SOR moleküllerine karşı görevli 

olan antioksidan sistem elemanları, yapılarında genellikle fenolik fonksiyonel gruplara 

sahip farklı oksidasyon reaksiyonlarının düzenlenmesinden sorumlu moleküllerdir 

(Cutler vd., 2005; Ardağ, 2008). Antioksidan sistem elemanları, kendi elektronlarını 

SOR moleküllerine aktarırken kendilerini reaktif forma dönüştürmeden kalabilen ve 

hücrenin korunmasında görev alan moleküllerdir (Özkaya, 2007). 

Antioksidan sistem elemanları enzimatik ve enzimatik olmayan bileşenlerden 

meydana gelmektedir. Enzimatik olmayan sistemde E vitamini (α tokoferol), C vitamini 

(askorbik asit), A Vitamini (retinol), selenyum, seruloplazmin, transferin, koenzim Q-10 

bileşikleri tarafından oskidatif stres ile mücadele edilmektedir. Enzimatik sistemde ise 

katalaz, süperoksit dismutaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksizdaz ve glutatyon 

redüktaz gibi enzimler yer almaktadır (Meister ve Anderson, 1983; Diplock, 1998; Ou 

vd., 2002). 

Antioksidan savunma sistemi elemanları SOR moleküllerini faz I (primer) ve faz 

II (sekonder) sürece ayırarak detoksifiye etmektedir. Primer savunmada oksidasyon, 

hidroliz ve indirgenme reaksiyonları meydana gelmektedir. Genellikle toksik olan 

maddenin biyolojik aktivitesinin azaltılmasından sorumlu faz I reaksiyonlarında yer 

alan enzimler, toksisiteyle ilgili sınırlandırılmış oranda bulunurlar. Bununla birlikte faz 

I metabolitleri toksik maddeyi vücuttan uzaklaştırılmak için yeterince polar yapıda 
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olabilirler, fakat genellikle faz II reaksiyonlarıyla daha ileriye dönüştürülmektedirler. 

Faz II reaksiyonlarında ise, polar ürünlere şeker, sülfat, fosfat, amino asit ya da 

glutatyon gibi çeşitli endojen maddelerin eklenmesiyle aktif moleküllerin 

uzaklaştırılması gerçekleştirilir (Grant, 1991; Timbrell, 1991). 

Aerobik tüm hücrelerde hem sitozol hem de mitokondrilerde bulunan SOD 

enzimi, süperoksit radikallerini etkisizleştirerek, hücreleri süperoksit radikalinin zararlı 

etkilerinden korumaktadır. İçeriğindeki metal iyonuna göre sitozolik dimerik Cu, Zn-

SOD ve mitokondriyal tetramerik Mn-SOD olarak adlandırılan SOD enzimi, süperoksit 

anyonunun (·O-2), hidrojen perokside (H2O2) ve oksijen molekülüne dönüşümünü 

katalize etmektedir (Şekil 1.2; Fang vd., 2002). H2O2 molekülü, biyolojik önemi olan 

moleküllerin çoğu ile spesifik olarak reaksiyona girmemesine rağmen daha reaktif 

oksidanların oluşumunda öncül madde olarak rol oynamaktadır. Bu molekül “katalaz” 

enzimi etkisiyle su ve oksijene dönüştürülmektedir (Şekil 1.3; Duthie vd., 1989). 

Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan katalaz ise, yapısında hem içeren bir 

matalloproteinaz enzimi olarak redoks reaksiyonunu teşvik eden en etkili protein 

katalizörleri arasında yer almaktadır (Larson, 1988). Bununla birlikte metil 

hidroperoksit ve etil hidroperoksit gibi küçük moleküllerin indirgenmesini de 

sağlamaktadır. 

 

Şekil 1.2. Süperoksit dismutaz enzim reaksiyonu 

 

 

 

Şekil 1.3. Katalaz enzim reaksiyonu 

 

Serbest radikallerin yakalanmasında görevli olan enzimatik antioksidanlar 

arasında tiyol grupları içeren moleküller de bulunmaktadır. Birçok hücrede yüksek 

konsantrasyonlarda bulunan ve suda çözünebilen glutatyon, SOR moleküllerinin etkisini 

önleyen veya azaltan transferazlar ve peroksidazlar gibi birçok enzimin substratı olarak 

rol oynamaktadır. Aynı zamanda bir tiyol olan glutatyon, biyolojik membranları lipid 
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peroksidasyonuna karşı enzimatik reaksiyonlar ile korumaktadır (Di Mascio vd., 1991). 

Glutatyonun indirgenmiş formunu (GSH), oksitlenmiş hale (GSSG) dönüştürmekte 

görevli olan GPx (GSHPx) enzimi, yapısında tetramerik yapıda selenyum atomu ihtiva 

eden sitozolik bir enzimdir. Bu enzim hidrojen peroksit ve hidroperoksitlerin 

indirmesini sağlamaktadır (Şekil 1.4). Bununla birlikte GSH ile birleşerek endojen ve 

ekzojen kaynaklı, elektrofilik ve hidrofobik toksik maddelerin daha az toksik olan ve 

suda çözünebilen ürünlere dönüştürülmesini katalizleyen GST enzimi bulunmaktadır. 

GST enzimi, birçok gen bölgesi tarafından ifade edilen homodimerik ya da 

heterodimerik yapıda olan Faz II detoksifikasyon enzim ailesinin bir üyesidir (Dagget 

vd., 1998; Casalino vd., 2004; Baş, 2006). GST enzimi antioksidan aktivitelerine ek 

olarak çok önemli başka biyokimyasal fonksiyonlara da sahiptir; hem detoksifikasyon 

yaparlar hem de hücre içi bağlayıcı ve taşıyıcı rolleri vardır. Katalitik olarak; 

ksenobiyotiklere indirgenmiş glutatyondaki sisteine ait –SH grubu bağlayarak, onların 

elektrofilik bölgelerini nötralize ederler ve ürünün daha fazla suda çözünür hale 

gelmesini sağlar. Böylece oluşan bu GSH konjugatları organizmadan atılmakta veya 

daha ileri metabolitik yolaklar için substrat olarak kullanılmaktadır (Habig vd., 1974; 

Tülüce, 2005; Baş, 2006). Ayrıca besinlerle alınan toksik maddelerin, metabolik 

işlemleri sırasında, alınan besinlerin besinsel değerlerini kaybettirmeksizin 

eliminasyonuna da yardımcı olmaktadırlar (Baş, 2006). 

 

Şekil 1.4. Glutatyon peroksidaz enzim reaksiyonu 

 

Diğer canlılarda olduğu gibi böceklerde de endojen ve ekzojen kaynaklı oksidatif 

stres ajanlarının etkilerini ortadan kaldırmak ya da azaltmak için antioksidan savunma 

sistemi bulunmaktadır (Ahmad, 1992; Felton ve Summers, 1995; Barbehenn vd., 2001; 

Nordberg ve Arner, 2001; Krishnan ve Sehnal, 2006; Fahmy, 2012). Bu savunma 

sistemi de enzimatik ve enzimatik olmayan sistem olarak ikiye ayrılmaktadır. Enzimatik 

savunma sisteminde başlıca yer alan CAT, SOD, GPx, GST gibi enzimlerle birlikte 

(Ahmad vd., 2005; Krishnan ve Kodrik, 2006), sadece böceklerde bulunan bazı 

enzimlerde keşfedilmiştir. Bunlar, Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae) türünün 

larva evresinde antioksidant enzim askorbat peroksidaz ve Drosophila melanogaster 
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(Diptera: Drosophilidae)’da ise tiyoredoksin peroksidaz enzimleridir (Mathews vd., 

1997; Missirlis vd., 2003). Bununla birlikte, SOR moleküllerinin neden olduğu hücre 

zarında ve diğer hücresel lipit yapılarında, doymamış yağ asitlerinden bir hidrojen 

atomunun çıkarılmasıyla başlayan lipit peroksidasyonu sonucu malondialdehit gibi 

(MDA) aldehit türevlerinin oluşumu da görülmektedir. Bu nedenle, lipit 

peroksidasyonun bir göstergesi olarak MDA miktarındaki değişimler de 

belirlenmektedir (Ahmad vd., 1995; Mano vd., 1995; Krishnan vd., 2009). 

Böceklerde antioksidan ve detoksifikasyon enzimleri aracılığıyla fenolik ve 

kinonlar gibi bitkisel allelokimyasalların detoksifikasyonu sağlanmaktadır (Kaur vd., 

2014). Özellikle de herbivor böceklerin allelokimyasallara karşı primer 

adaptasyonlarının enzimatik detoksifikasyonların gerçekleşmesi ile sağlandığı 

bilinmektedir (Ahmad vd., 1986). Çünkü juglon gibi bitkisel fenolik bileşikler orta 

bağırsaktaki yüksek pH ya da bitki polifenol oksidazlar nedeniyle böcek vücudunda 

okside edilirler. Bu okside bileşikler ise canlıda reaktif oksijen türlerinin artmasına 

neden olarak antioksidan sistemi etkileyebilir (Felton vd.,1989; Felton ve Duffey, 1991; 

Thiboldeaux vd., 1998). Bu konuyla ilgili yapılan bir çalışmada, Lepidoptera türü L. 

dispar’ın doğal besinine uygulanan düşük dozlardaki juglona karşı uyum sağladığı ve 

bu uyumda kinin redüktaz ile GST enzimlerinin rol oynadığı ifade edilmiştir (Lindroth 

vd.,1990). Bununla birlikte bazı bitkisel fenollerin böceklerdeki GST aktivitesini inhibe 

ettiği de bildirilmiştir (Lee, 1991; Wheeler vd., 1993; Yu ve Abo-Elghar, 2000; Yu ve 

Huang, 2000). Başka bir çalışmada ise 1,4-Naftokinonlara karşı birçok Lepidopter 

türünün dirençli olmamasına rağmen sadece pervane böceği Actias luna (Lepidoptera: 

Saturniidae) türünün yüksek konsantrasyonlarda bile direnç kazandığı belirlenmiştir. Bu 

dirençliliğin nedeni ise juglonun detoksifikasyonunun sağlanması amacıyla kinon 

redüktaz aktivitesinin yükselmesiyle ilişkisi olabileceği şeklinde bildirilmiştir 

(Thiboldeaux vd., 1994). 

Böceklerde allelokimyasallara karşı meydana gelen antioksidan değişimlerle 

ilişkili daha önce yapılan bu çalışmalar göz önüne alınarak, bu çalışmada da juglonun 

böceğin antioksidan sistemi üzerindeki etkileri değerlendirilmiştir. G. mellonella 

larvalarında antioksidan sistem üzerindeki etkiler, CAT, SOD, GPx ve GST enzim 

akivitelerindeki değişimler ile belirlenirken, hücre lipit yapılarında meydana gelen 

değişiklikler ise Malondialdehit (MDA) miktarındaki değişimler ile analiz edilmiştir. 
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1.3. Genotoksisite 

Canlı sistemler çeşitli kimyasal, fiziksel ya da çevresel stresörlere maruz 

kaldıklarında genetik yapılarında da önemli değişiklikler meydana gelmektedir. Bu stres 

ajanlarının genetik materyal üzerinde oluşturdukları toksikolojik etkiler genotoksik etki 

olarak bilinmektedir (Dikilitaş ve Koçyiğit, 2010). Genotoksisite, DNA’da yapısal 

değişiklikler oluşturarak ya da DNA sarmalında kırılmalara yol açarak hasara neden 

olan her türlü ajan için kullanılabilen bir terimdir (Ündeğer ve Başaran, 2005). Bu 

nedenle genotoksisite DNA yapısında değişiklikler oluşturabilen ya da kırıklara neden 

olabilen çeşitli kimyasal ve fiziksel ajanların bu yolla oluşturdukları hücresel 

disfonksiyonları kapsar. Bununla birlikte bu ajanların neden olduğu fizyolojik, 

biyokimyasal ve morfolojik değişikliklerin genetik yapıyla da ilişkili olduğu laboratuvar 

ya da doğal ortamda gözlemlenebilmektedir (Gichner vd., 2009; Dikilitaş ve Koçyiğit, 

2010). Bu nedenle kimyasal ajanların DNA’da meydana getirmiş oldukları hasarın 

belirlenmesiyle ilgili çalışmalar son yıllarda önem kazanmıştır (Çavaş ve Könen, 2007; 

Yılayaz, 2008; Muranlı-Gökalp ve Güner, 2011; Eskandari vd., 2012; Pavela, 2013; 

Packiam vd., 2015).  

1970’lerden başlayarak günümüze kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin 

karsinojenik potansiyellerini ölçebilmek için birçok genotoksisite testi geliştirilmiştir 

(Bedir vd., 2004). In vitro ve in vivo olarak geliştirilmiş olan bu testler, çeşitli 

mekanizmalarla doğrudan ya da dolaylı olarak genetik materyalde meydana gelen 

hasarları saptamaktadır (Choy, 2001; Zeiger, 2004; Vural, 2005). DNA hasarının 

belirlenmesi ile ilgili çok sayıda teknik kullanılmasına rağmen bunların birçoğunun 

zaman ve maliyet gerektirmesi nedeniyle, aynı zamanda bazı çalışmalarda radyoaktif 

maddelerin kullanılması ve çalışmadan elde edilen sonuçların beklenildiği gibi başarılı 

olmaması bu alanda yapılan çalışmalar için bir dezavantajdır (Tice vd., 2000; Gichner 

vd., 2009). Son 10 yıl içinde ise DNA’da hasar olup olmadığını, varsa hasar 

seviyelerinin anlaşılmasını sağlayan “tek hücre jel elektroforez” veya “COMET 

Analizi” isimli yeni bir moleküler test geliştirilmiş ve bahsedilen sorunlara cevap olarak 

tıp ve biyoloji alanlarında yapılan çalışmalara yeni bir boyut kazadırmıştır (Koçyiğit 

vd., 2005; Lin vd., 2007; Dikilitaş ve Koçyiğit, 2010; Şekeroğlu-Atlı ve Şekeroğlu, 

2011). 
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COMET analizi, kimyasal ve fiziksel mutajenlerin, bazı kalıtsal hastlıkların ve 

kanserin neden olduğu DNA’da meydana gelen tek ve çift zincir kırıklarının tespitinde 

kullanılan hassas, güvenilir ve hızlı bir yöntemdir (Şekeroğlu-Atlı ve Şekeroğlu, 2011). 

Bununla birlikte COMET analizinde kullanılacak hücrelerin mitotik olarak aktif 

olmaları gerekmediğinden DNA hasarının tespitinde kullanılan diğer sitogenetik 

yöntemlere göre daha avantajlıdır (Hayashi vd., 1998). Bu yöntemde ökaryotik canlıdan 

izole edilen DNA, düşük kaynama dereceli agaroz süspansiyonu ile önceden fikse 

edilerek elektroforetik ortamda yürütülür. Hasara uğramış DNA moleküllerinin tek veya 

çift DNA zincirlerinde meydana gelen kırılmalar ise farklı molekül ağırlıkları ve 

elektrik yüklerine göre farklı hızlarda göç ederler. DNA spesifik boyalar ile boyanan 

slaytlar görüntülendiklerinde ise hasarlı hücrelerde kuyruklu yıldıza benzer DNA 

kırıkları görülmektedir (Sing vd., 1988). 

Canlılarda çevresel kimyasallara bağlı ortaya çıkan DNA hasar seviyesinin 

COMET yöntemi ile belirlenmesi genellikle insan veya memeli hücrelerinde 

gerçekleştirilmektedir (Collins vd., 1995; Duthie ve Collins, 1997; Van-Goethem vd., 

1997; Cotelle ve Ferard, 1999; McNamee vd., 2000). Bu çalışmalarla birlikte bazı 

omurgasız hayvanlarda özellikle de sucul organizmaların hemositlerinde COMET 

yöntemi ile genotoksik hasar tespiti yapılmıştır (Siu vd., 2004a; Woźnicki vd., 2004; 

Türkez vd., 2010; Martínez-Paz vd., 2013; Kurt ve Kayış, 2015). Drosophila 

melanogaster ile yapılan bir çalışmada ise insektisit olan “cypermethrine”e maruz kalan 

larvaların beyin ganliyonlarında ve ön bağırsaklarında doz artışına bağlı olarak DNA 

hasarında önemli derecede artış olduğu COMET analizi ile gösterilmiştir 

(Mukhopadhyay vd.,2004). Benzer bir çalışma mutajenik ve genotoksik özellikleri 

bilinen, etil metanosülfanat, metil metanosülfonat, N-etil N- nitroseura ve siklofosfamid 

gibi alkilleyici ajanların da D. melanogaster’de DNA hasarına neden olduğu COMET 

analizi ile bildirilmiştir (Siddique vd., 2005). Bir başka çalışmada ise Chorthippus 

(Glyptobothrus) brunneus larvalarından elde edilen hücrelerin hidrojen peroksit ile 

muamele edilmesi sonrası DNA hasarına neden olduğu da aynı analiz ile 

değerlendirilmiştir (Augustyniak vd., 2014). 

Bitki sekonder bileşiği olan juglonun memeli hücrelerde çeşitli dozlarının 

apoptozise, nekrozise, DNA parçalanması için DNA topoizomeraz II’nin uyarılmasına, 

p53 protein seviyelerinin azalmasına, trankripsiyonun inhibisyonu ile hücresel 
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ölümünün indüklenmesine neden olduğu gösterilmiştir (Sugie, 1998; Paulsen ve 

Ljungman, 2005; Montenegroa, 2010). Yapılan bu çalışmalar da juglonun genotoksik 

hasara neden olduğu görülmektedir. Bu nedenle çalışma kapsamında juglonun G. 

mellonella hemositlerinde meydana gelen DNA hasarı tespit edilmiştir. Ayrıca 

omurgasızlarda, özellikle böceklerde DNA hasarının belirlenmesi için COMET 

analizlerinin de kullanılabilmesi için destek oluşturmaktadır. 

Sitogenetik hasarın tespit edilmesinde sıklıkla kullanılan yöntemlerden bir diğeri 

ise mikronukleus (MN) analizidir. Mikronükleuslar, mitoz bölünmenin anafaz evresi 

sırasında bazı kromozomlar ya da kromozomal fragmentlerin nuklues dışında kalarak 

hücrenin tüm yaşam döngüsü süresince sitoplazmada bulunmasıyla ortaya çıkmaktadır 

(Siu vd., 2004a). Yapılan son çalışmalarda kimyasal bir ajana maruz kalan canlının 

ekotoksikolojik risk değerleri için COMET ile MN analizlerinin birlikte 

değerlendirildiği görülmektedir (Zang vd., 2000; Woźnicki vd., 2004; Çavaş ve Könen, 

2007; Eskandari vd., 2012). Ayrıca böcek hemositlerinde çevresel kimyasallara bağlı 

olarak yapısal anomali artışının veya sayısal değişikliklerin görüldüğü de bilinmektedir 

(Yeh vd., 2005). Bu nedenle hemositlerde görülen değişimler, çevresel risk 

değerlendirme çalışmalarında, özellikle de genotoksik etkilerin ortaya çıkarılmasında 

biomarker olarak değerlendirilebilirler. Bazı çalışmalarda böceklere uygulanan 

pestisitlerin genotoksik etkilerinin değerlendirilmesinde, mikronükleus analizinin 

kullanıldığı görülmektedir (Siu vd., 2004b; Bolognesi vd., 2011). Ancak omurgasız 

hayvanlarda özellikle de böceklerde MN analizi ile sitogenetik hasar belirleme 

çalışmaları sınırlı sayıdadır ve bu çalışmalar genellikle Mollusca filumunda bulunan 

canlılarda çevresel kirliliğin belirlenmesi amacıyla gerçekleştirilmiştir (Burgeot vd., 

1995; Venier vd., 1997; Carvalho Pinto-Silvaa vd., 2003). Uçkan ve Sak (2010) 

tarafından yapılan bir çalışmada ise konak G. mellonella’nın larval besinine farklı 

dozlarda cypermethrin uygulanmıştır. Bu insektiside maruz kalan konak larvalarından 

elde edilen puplar endoparazitoid Pimpla turionellae (Hymenoptera: 

Ichneumonidae)’ye sunularak, parazitoidin konak yoluyla insektiside maruz kalması 

sağlanmıştır. Böylece parazitoid larval hemositlerinde MN analizi yapılmıştır. 

Çalışmada cypermethrinin doz artışına bağlı olarak MN sayısının parazitoid 

hemositlerinde arttığı belirlenmiştir (Uçkan ve Sak, 2010). Bu bilgiler ışığında, çalışma 

kapsamında larval hemositlerde mikronukleus (MN) sayımı yapılarak, juglonun 

sitogenetik etkileri belirlendi. Ekotoksikolojik analizlerde DNA hasarının ve MN 
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oluşumunun birlikte analizlenmesi genotoksik materyalin uygulandığı canlıda zamana 

ve doza bağlı değişimlerin karşılaştırılmasına da olanak sağlamaktadır. Heddle vd. 

(1983)’ne göre MN oluşumuna neden olan kromozomal fragmantasyondan önce DNA 

kırılmaları ortaya çıkabilir. 

Sonuç olarak daha önce yapılan bu çalışmalar Juglonun Lepidopter grupları 

içerisinde yer alan ve depo zararlısı olan G. mellonella üzerinde toksik ve genetik 

açıdan değişikliğe neden olabileceği hipotezinin ortaya çıkmasına sebep olmuştur. Bu 

nedenle, çevre dostu biyopestisitler için bir alternatif olarak düşünülen Juglonun hem 

zararlı hem de model böcek olarak değerlendirilen G. mellonella türü üzerindeki 

oksidatif ve genotoksik etkileri araştırılmıştır. Aynı zamanda bu çalışma TÜBİTAK 

214Z282 no’lu proje ile biyolojik verilerin, total karbonhidrat, total protein, total lipit 

miktarlarının ve larval homojenatta antioksidan enzimlerin araştırılması ile 

detaylandırılmıştır. 

1.4. Galleria mellonella Linnaeus, 1758 (Büyük Balmumu Güvesi) 

Büyük balmumu güvesi Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) tipik 

anatomik ve fizyolojik özelliklere, yüksek çoğalma yeteneğine sahip olması ve 

laboratuvar koşullarında kolayca kültürü yapılan bir tür olması nedeniyle birçok çalışma 

için model organizma olarak değerlendirilmektedir. G. mellonella larval dönemde 

zararlı olan bir kelebek türüdür. Arı bulunan her bölgede yaşamlarını sürdüren böceğin 

yumurtadan çıkan larvaları bal, bal peteği ve bal mumu ile beslenmektedirler. 

Larvaların beslenme amacıyla kullandığı bal peteklerinin tahrip olması ise arıcılık 

sektöründe büyük ekonomik zararlara neden olmaktadır. Ayrıca bu zararlı, peteklerde 

tünel açarak ve ağ örerek zayıf kovanların çökmesine dolayısıyla arı kolonisinin 

dağılmasına neden olmaktadır. G. mellonella tarafından, arı kovanlarına verilen bu zarar 

özellikle Ege, Marmara ve Karadeniz Bölgelerinde rakımı düşük ve nemi yüksek olan 

yerlerde sıklıkla karşılaşılan bir durumdur (Özer, 1961; Akçelik, 1987; Kwadha vd., 

2017). 

G. mellonella’nın gelişim süresi optimal koşullarda (30 °C, düşük larva 

yoğunluğu, kaliteli ve bol besin) yaklaşık 40 gün sürmektedir. Genellikle akşamüzeri 

ergin dişiler kovanlara girerek bal arılarının ulaşamayacakları yarık ve deliklere 

yumurta bırakırlar. Yumurtalar pembemsi krem veya beyazımtırak renkte olup 24-26 
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°C’de inkübasyon süresi ortalama 5-9 gündür. G. mellonella larvaları yumurtadan yeni 

çıktıklarında sarımtırak beyaz renkte olup oldukça hareketlidir. Gelişimini tamamlayan 

larva beyazımtırak kül renginde ve dorsal yüzeyi daha çok sarımtırak siyah renktedir. 

Larvalar polen, bal mumu, bal arısı, larval gömlekleri ve bal arısı atıkları ile 

beslenmektedirler. Beslendikleri besinin miktarına ve kalitesine göre boyutları ve 

ağırlıkları değişmektedir. Larvalarda 3 çift ön üye ve bir takım yalancı abdominal üye 

vardır. Sıcaklık ve besin varlığına bağlı olarak larval gelişim 1-5 ay arasında 

gerçekleşmekte ve bu süreçte larva pup oluncaya kadar yedi gömlek değişimi 

geçirmektedir. Larval gelişimin arkasından başlayan pupal dönemde, puplar öncelikle 

sarımsı veya açık kestane renginde olup, pupal dönemin sonuna doğru 

koyulaşmaktadırlar. Pupun dorsal düzlemin ortasında belirgin olan çizgi ergin çıkışında 

yırtılmaktadır. Pupun ventral yüzeyinde kanat, anten, hortum ve kopulasyon organları 

ayırt edilebilmektedir. Ayrıca V. ve VI. segmentler üzerinde yalancı abdomen üyeleri 

de görülmektedir. Pupal dönem sıcaklık ve neme bağlı olarak 8-14 gün sürmektedir. 

Pupadan yeni çıkış yapan ergin bireyler, kanatları henüz tam kurumamış ve kıvrık halde 

olduğundan uçumazlar. Kanatların uçmak için uygun hale gelmesi, kuruması erginin 

bulunduğu ortamın ısısına bağlı olarak iki saat içerisinde gerçekleşmektedir. Pupadan 

çıkış yapan ve geceleri aktif olan ergin dişi ve erkek bireyler 24 saat içinde çiftleşirler. 

Dişi bireyler çiftleştikten sonra yumurtlamaya başlarlar. Bir dişi tek seferde paketler 

halinde yaklaşık 100 yumurta bırakabilir ve hayatları süresince bıraktıkları yumurta 

sayısı 300- 600 arasında değişmektedir. Ergin dönemde beslenmeyen bireyler yaklaşık 

olarak 3-30 gün yaşayabilirler ve çiftleşen dişiler yumurtalarını bıraktıktan sonra 7 gün 

içerisinde ölürler (Özer, 1961; Akçelik, 1987; Kwadha vd., 2017). 

1.4.1. Sistematikteki yeri 

Alem: Animalia 

Şube: Arthropoda 

Sınıf: Insecta 

Takım: Lepidoptera 

Üstfamilya: Pyraloidea 

Familya: Pyralidae 

Altfamilya: Galleriinae 
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Cins: Galleria Fabricius, 1798 

Tür: Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)  

 

 

Görsel 1.1. Galleria mellonella larva (a-b), pup (c), ergin bireyi (d) 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Galleria mellonella Stok ve Süksesif Kültürlerinin Kurulması 

Galleria mellonella’ya ait stok ve süksesif kültürlerinin yetiştirilmesi, Anadolu 

Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Hayvan Fizyolojisi laboratuvarında yer 

alan D51-41 no.’lu iklim odasında gerçekleştirildi. İklim odası 28 ± 2 °C sıcaklık, % 60 

± 5 bağıl nem ve sürekli karanlık ortam koşullarına ayarlanarak stok ve süksesif 

kültürlerin devamlılığı sağlandı. 

Stok kültürlerin oluşturulması amacıyla G. mellonella’ya ait 5 adet dişi ve erkek 

ergin bireyler içerisinde tablo 2.1’de içeriği verilen yarısentetik besiyeri (100 g) bulunan 

1 litrelik cam kavanozlar içerisine alındı. Kavanozların üzerleri kültür ortamındaki 

havalandırmayı engellemeyecek şekilde gazlı bezlerle ve delikli kapaklar (larvaların 

bezi delerek kaçışını önelemek için) ile kapatıldı. Stok kültür kavanozuna alınan dişi ve 

erkek ergin bireylerin çiftleşmesinin ardından (5 gün sonra) ergin bireyler ortamdan 

uzaklaştırıldı. Yumurtadan çıkan larvaların besin ihtiyaçlarının giderilmesi ve atıkların 

uzaklaştırılması için haftada üç kez kültür bakımları yapıldı. Haftalık bakımlar sırasında 

son döneme ulaşan larvalar, içerisinde katlanmış kağıt bulunan 0,5 litrelik kavanozlara 

alınarak pupa girmeleri kolaylaştırıldı. Pup kavanozları 7-10 gün sonra kontrol edildi ve 

pupa giren larvalar ile kültürün devamlılığının sağlanması için ergin birey oluşumuna 

kadar takip edildi. Ergin bireyler ise stok kültürün devamlılığının sağlanması amacıyla 

kullanıldı. Stok kültürler sürekli olarak D51-41 no.’lu iklim odasında yukarıda 

bahsedilen fotoperyot koşullarında yetiştirildiler. 

Deneysel çalışmalarda kullanılmak üzere hazırlanan süksesif kültürler için 

yumurtadan çıkan birinci dönem G. mellonella larvaları kullanıldı. Bu amaçla stok 

kültürden alınan 1 adet dişi ve erkek ergin bireyler içerisinde 40 g steril edilmiş 

yarısentetik besiyeri (Tablo 2.1) bulunan 1 litrelik kavanozlar içerisinde çiftleştirildi. 

Ergin bireyler 5 gün sonra kavanozlardan uzaklaştırıldı. Kavanozlara bırakılan 

yumurtaların açılıp açılmadığı kontrol edildi ve yumurtadan çıkan larvalar ile deney 

setleri oluşturuldu. Süksesif kültür, stok kültür ile aynı fotoperyot ve sıcaklığın 

bulunduğu D51-41 no.’lu iklim odasında yetiştirildi. 
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Tablo 2.1. Galleria mellonella yarısentetik besiyeri bileşenleri 

Besin Bileşimi Miktar 

Petek 100 g  

Kepek 250 g  

Polen 20 g  

Bal 75 ml  

Gliserin 150 ml  

Safsu 75 ml  

2.2. G. mellonella Larval Besinine Juglon Uygulanmasi ve İnsektisidal Dozun 

Belirlenmesi 

Deneysel çalışmalarda kullanılacak olan saf Juglon (Sigma) katı olarak kullanıldı. 

Ticari olarak elde edilen Juglon, tablo 2.1’de verilen streril edilmiş yarısentetik besiyeri 

içerisine mg/g oranında eklendi. Bu işlemler için her bir larvaya ait 2 g besinde 0.5, 1, 2, 

3, 4 ve 5 mg juglon bulunan 50 ml’lik örnek kaplarında deney setleri oluşturuldu. 

Deney setlerinde bulunan birinci dönem larvalar süksesif kültürden elde edildi. 

Hazırlanan deney grupları D51-41 no.’lu ortam koşullarında larval gelişimleri 

tamamlanana kadar günlük olarak takip edildi. Tüm dozlar ve kontrol grubu için her 

tekrarında 20 adet larva kullanılan deney setleri 3 kez tekrar edildi (n= 60). Tüm 

tekrarlardan elde edilen larval ölüm oranları, juglonun LD99 ve LD50 değerlerinin 

belirlenmesi amacıyla Probit analizinde kullanıldı (Windows versiyon 18.0, SPSS, 

Chicago, IL). 

Toksikolojik araştırmalarda canlıya uygulanacak olan maddenin dozlarının LD50 

değeri ve bunun altında kalan miktarlara göre yapılması gerektiği bilinmektedir 

(Piskorski vd., 2011; Dere vd., 2015; Altuntaş vd. 2016). Bu nedenle Juglonun G. 

mellonella üzerindeki oksidatif ve genotoksik etkilerinin belirlenmesinde probit analizi 

sonucunda belirlenen larval LD50 değeri 2,309 mg/larva (x2= 10,676, df= 5, P= 0,058) 

dikkate alınmıştır. Bu değerin öncülüğünde 0.5, 1 ve 2 mg/ 2g’lık juglon dozları 

oksidatif ve genotoksik etkilerin belirlenmesi amacıyla kullanıldı. Bu analizlerde de 

juglon uygulaması insektisidal dozun belirlenmesinde olduğu gibi birinci dönem 

larvaların besinine katılarak sağlandı. Juglon uygulanan larvalar son döneme ulaşana 

kadar günlük olarak takip edildi ve son döneme ulaşan larvalar antioksidan enzim 

analizlerinde ve genotoksisite testlerinde kullanıldı. 
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2.3. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi 

2.3.1. Homojenizasyon 

Juglonun LD50 dozu dikkate alınarak, antioksidan enzim aktivite analizlerinde 0.5, 

1 ve 2 mg/ 2g’lık dozları tablo 2.1’de verilen değerlere göre hazırlanmış yarısentetik ve 

steril edilmiş besiyeri içerisine katı olarak uygulandı. İçerisinde juglon bulunan besiyeri 

50 ml’lik plastik örnek kaplarına alınarak süksesif kültürden elde edilen birinci dönem 

larvalar bu besiyerlerine konuldu ve hava sirkülasyonunun sağlanması için üzerileri 

gazlı bezler ve delikli kapaklar ile kapatıldı. Stok kültür ile aynı fotoperyot ve sıcaklık 

koşullarının bulunduğu ortamda yetiştirilen deney gruplarındaki larvalar son döneme 

(0,17 ± 0,02 g)  ulaşıncaya kadar günlük olarak takip edildi. Son döneme ulaşan larvalar 

deney ortamından alındı ve antioksidan enzim analizlerinde kullanılmak üzere hemolenf 

toplama işlemleri gerçekleştirildi. Son döneme ulaşan larvaların yüzeyleri alkol ile 

temizlenerek buz üzerinde hareketlerinin yavaşlaması sağlandı. Hareketleri yavaşlayan 

larvaların 2. ön ekstremiteleri kesilerek her bir larvadan 10 µl hemolenf içerisinde 1 mg 

feniltiüre bulunan soğutulmuş mini santrifüj tüplerine alındı. Her bir tüpte 10 adet 

larvadan elde edilmiş 100 µl hemolenf bulunan mini santrifüj tüpleri antioksidan enzim 

analizleri yapılıncaya kadar -80 °C’de depolandı. Antioksidan enzim analizlerinin 

aktivite kaybının olmaması amacıyla toplanan hemolenf örnekleri bir ay içinde çalışıldı. 

Juglonun G. mellonella üzerindeki antioksidan sistem üzerine etkisinin 

belirlenmesi amacıyla CAT, SOD, GPx ve GST enzimlerine ait aktiviteler belirlendi. 

Bu enzimlere ait aktivitelerin belirlenmesi amacıyla öncelikli olarak hemolenf örnekleri 

homojenize edildi. Homojenizasyon işlemi için 1:1 oranında soğuk homojenzasyon 

tamponu (50 mM fosfat tamponu, pH: 7,4) ve hemolenf örneği santrifüj tüpü içerisine 

alındı. Elde edilen bu karışım 10,000 g +4°C’de 15 dakika santrifüj edildi ve santrifüj 

sonrası elde edilen süpernatant enzim aktivite deneylerinde kullanıldı. 

Lipit preoksidasyonunun bir belirteci olan MDA miktarının belirlenmesinde ise 

kullanılacak olan hemolenf örneklerinin homojenizasyonu için 30 µl hemolenf örnekleri 

700 g’de santrifüj edildi. Santrifüj sonrası elde edilen süpernatant MDA miktar 

tayininde kullanıldı. 

Antioksidan enzim aktive analizleri ve MDA miktar tayini için tüm işlemler her 

tekrarda 20 larva olacak şekilde 3 defa tekrar edildi (n= 60). 
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2.3.2. Protein miktarlarının belirlenmesi 

G. mellonella larvalarında spesifik antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi 

amacıyla hemolenfteki total protein analizi yapıldı. Bu amaçla Bradford (1976) yöntemi 

kullanıldı. Bu yöntemde standart eğri grafiğinin oluşturulması için bovin serum 

albümünden (BSA) hazırlanan 0,2 - 1,5 mg/ml’lik aralığındaki standart solüsyonları 

hazırlandı. Hazırlanan standart solüsyonlarından 5 µl alınarak her biri üzerine 250 µl 

Bradford boyası eklendi. Bu işlemler mikroplate içerisnde gerçekleştirildi ve her bir 

standart 3 kez tekrar edildi. Boya eklendikten 5 dakika sonra BIO-TEK Marka EPOCH 

Elisa Okuyucu cihazında - Gen 5 programında protein miktarları 595 nm’de okundu. 

Elde edilen absorbans değerlerinden içerisinde homojenizasyon tamponu bulunan kör 

değeri çıkarılarak gerçek absorbans değerleri elde edildi. Gerçek absorbans değerleri 

kullanılarak oluşturulan standart grafiğine ait y = 0,2352x – 0,005 (R2 = 0,9979) 

formülü elde edildi ve bu formül deney gruplarına ait hemolenfte bulunan protein 

miktarlarının belirlenmesi amacıyla kullanıldı. 

 

Şekil 2.1. Protein standart grafiği 

 

Juglon uygulanan ve uygulanmayan hemolenf örneklerine ait protein miktarlarının 

belirlenmesinde ise homojenize hemolenf örnekleri kullanıldı. Homojenize hemolenf 

örneklerinin standart grafiğinin aralığına girmesi için 50 kat homojenizasyon tamponu 

ile sulandırması gerçekleştirildi. Elde edilen absorbans değerlerinden standart doğru 

denklemi kullanılarak protein miktarları hesaplandı. Hemolenf içerisinde bulunan 

protein miktarları mg/ml cinsinden hesaplandı ve enzimlere ait spesifik aktivite 

hesaplamalarında kullanıldı. 
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2.3.3. Süperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi 

Juglon uygulanan ve uygulanmayan G. mellonella hemolenfinde SOD (EC 

1.15.1.1.) enzim aktivitesinin belirlenmesi amacıyla Mccord ve Fridovic (1969) 

tarafından geliştirilen yöntemin esas alındığı ticari kit kullanıldı. Bu yöntem, SOD 

enziminin, süperoksit radikallerinin, hidrojen peroksit (H2O2) ve moleküler oksijene 

(O2) dismutasyonunu hızlandırması esasına dayanmaktadır. Böylece ksantin ve 

ksantinoksidaz (XOD) kullanılarak 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum 

klorür (INT) ile tepkimeye giren ve kırmızı renkli formazon boyası oluşturan süperoksit 

radikalleri ölçüldü. 

SOD aktivitesinin belirlenmesinden önce ticari kit (CAYMAN, 706002)  

içerisinde verilen stok SOD enzimi kullanılarak standart çözelitler çözeltiler (0, 0.025, 

0.05, 0.1, 0.15, 0.2 ve 0.25 U/ml) hazırlandı. Standart çözeltiler kitte verilen oranlara 

göre (Tablo 2.2) mikroplate içerisinde standart grafiğinin oluşturulması amacıyla 

ölçüldü. Bu işlemler sırasında hazırlanan standart analiz karışımları oda sıcaklığında 

(karanlıkta) 20 dak inkübe edildi. İnkübasyon işleminin ardından 460 nm’de BIO-TEK 

Marka EPOCH Elisa Okuyucu cihazında - Gen 5 programında ölçüm yapıldı. Elde 

edilen absorbans değerleri kitte verilen formüle göre lineer oran hesaplanmasında 

kullanıldı. Lineer oran hesaplaması ise, içerisinde enzim bulunmayan standart 

çözeltisine (0 U/ml = standart A) ait absorbans değerinin sırayla diğer standartlara ait 

absorbans değerlerine bölünmesi ile elde edildi. Lineer oranlar ve SOD aktivitesi 

standart doğru denkleminin oluşturulmasında kullanıldı ve y = 13,127x + 0,9612 (R2 = 

0,9991) formülü elde edildi (Şekil 2.2). 

Kontrol ve deney gruplarına ait SOD enzim aktivitesinin belirlenmesinde ise 

homojenize edilen hemolenf örnekleri kullanıldı. Hemolenf örneklerine ait absorbans 

değerlerinin standart grafiğin aralığına girmesini sağlamak için 1 µl homojenat, 114 µl 

kite ait örnek tamponu ile dilüe edildi. Bu işlemin ardından standartlara uygulanan ve 

tablo 2.2’de verilen değerlere göre analiz karışımı mikroplate içerisinde oluşturuldu. 20 

dakikalık karanlıktaki inkübasyonun ardından 460 nm’de BIO-TEK Marka EPOCH 

Elisa Okuyucu cihazında okuma yapıldı. Kontrol ve deney gruplarından elde edilen 

absorbans değerleri lineer oranların belirlenmesinde kullanıldı. Örnekler için 

oluşturulan lineer oranlar, standart A absorbansının örnek absorbansına bölünmesi ile 

elde edildi. Lineer oran/ SOD aktivitesi doğru denklemi aracılığıyla örneklere ait enzim 
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aktiviteleri U/ml olarak hesaplandı. Örneklere ait spesifik enzim aktivitesinin 

belirlenmesi ise Bradford yöntemi ile elde edilen protein miktarları kullanılarak 

nmol/mg protein birimi olarak hesaplandı. 

 

Şekil 2.2. SOD standart eğri grafiği 

 

Tablo 2.2. Süperoksit dismutaz aktive ölçümü bileşenleri (1 adet mikroplate kuyucuğu için) 

 STANDART NUMUNE 

Radikal dedektör 200 µl 200 µl 

Standart çözelti 10 µl --- 

Enzim kaynağı --- 10 µl 

Ksantinoksidaz 20 µl 20 µl 

2.3.4. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi 

Juglon uygulamasına bağlı olarak G. mellonella larval hemolenfinde CAT (EC 

1.11.1.6) enzim aktivitesinin belirlenmesi Chance ve Maehly (1955) tarafından 

belirlenen yönteme göre gerçekleştirildi. Katalazın hidrojen peroksidi su ve moleküler 

oksijene yıkım hızının hesaplandığı bu yöntemde, G. mellonella hemolenfinde bulunan 

CAT enzim aktivitesinin belirlenmesi için enzim analizi kuvars küvet içerisinde 

gerçekleştirildi. Analiz karışımı tablo 2.3’te verilen oranlarda kuvars küvet içerisine 

konuldu. Reaksiyonun başlaması için son olarak enzim kaynağı olan homojenat 

karışımın içerisine eklenerek hızlı bir şekilde okuma gerçekleştirildi. Katalaz enzim 

aktivitesinde azalan hidrojen peroksit miktarının belirlenmesine bağlı olarak 3 dak 

boyunca azalan absorbans değerlerine ait eğri 240 nm’de BIO-TEK Marka EPOCH 

Elisa Okuyucu cihazında - Gen 5 programında ölçüldü. 
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Elisa cihazının tekli ışık yoluna sahip olması nedeniyle örneklere ait okuma 

yapılmadan önce fosfat tamponu ile kör okuması yapıldı. Köre ait absorbans değeri, 

örneklere ait absorbans değerlerinden çıkarılarak gerçek absorbans değerleri elde edildi. 

Kontrol ve deney gruplarına ait elde edilen gerçek absorbans değerlerinden birim zaman 

başına azalan absorbans değişimleri tespit edildi. Elde edilen azalış miktarları ve sabit 

sayı (ε240: 0,0394 mM-1.cm-1) kullanılarak katalaz enzim aktivitesi U/mg protein olarak 

hesaplandı. 

Tablo 2.3. Katalaz aktivite ölçümü bileşenleri 

 KÖR NUMUNE 

Fosfat tamponu (pH: 7,0) 1350 µl 1350 µl 

Hidrojen peroksit (30 mM) 150 µl 150 µl 

Fosfat tamponu (pH: 7,0) 10 µl --- 

Enzim kaynağı --- 10 µl 

 

2.3.5. Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesinin belirlenmesi 

Juglon uygulanan ve uygulanmayan G. mellonella larvalarına ait hemolenfte 

meydana gelen GPx (EC 1.11.1.9) enzim aktivitesindeki değişimler ticari deney kiti 

(CAYMAN, 703102) kullanılarak belirlendi. GPx enzimi, glutatyonun kümen 

hidroperoksit tarafından oksidasyonunu kataliz etmektedir. Okside glutatyon ise, 

glutatyon redüktaz ve NADPH varlığında hemen redükte olurken NADPH, NADP’ye 

okside olmaktadır ve NADPH miktarında azalma meydana gelmektedir. Paglia ve 

Valentine (1967) tarafından geliştirilen bu yöntemde de, GPx ile t-bütilhidroperoksit 

varlığında glutatyonun indirgenmesi tepkimesinde NADP’ye oksitlenen NADPH’nin 

340 nm’de azalan absorbans değerinin zamana karşı okunmasına dayanmaktadır. 

G. melloenella hemolenfinde Juglon maruziyetine bağlı GPx enzim aktivitesinde 

meydana gelen değişimler için, ticari kitte verilen prosedürdeki gibi analiz tamponu 

(100 µl) (pH: 7,6 50 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA), co-substrat karışımı (50 µl) (NADPH, 

Glutatyon, GlutatyonReduüktaz) ve homojenat (20 µl) mikroplate kuyucuklarına 

konuldu. Bu karışıma reaksiyonun başlaması için kümen hidroperoksit (20 µl) eklendi 

ve hemen ardından BIO-TEK Marka EPOCH Elisa Okuyucu cihazında - Gen 5 

programında 340 nm dalga boyunda, 5 dakika süresince okuma yapıldı. Azalan 
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NADPH’nin absorbans değerleri ile ε340: 0,00373 mM/cm katsayısı kullanılarak GPx 

enzim aktivitesi belirlendi. Enzime ait spesifik aktivitesinin belirlenmesi ise mg/ml 

protein miktarları kullanılarak nmol/mg protein/ dak cinsinden hesaplandı. 

2.3.6. Glutatyon S transferaz (GST) aktivitesinin belirlenmesi 

G. mellonella besinine uygulanan Juglon sonrası lavalarda görülen GST (EC 

2.5.1.18) enzim aktivitesindeki değişimler Habig vd., 1974 tarafından geliştirilen, 1-

chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)’nin redükte glutatyon ile konjügasyonunu katalize 

eden toplam GST (mikrozomal ve sitozolik) aktivitesinin ölçülmesi esasına 

dayanmaktadır. Bu yöntemde konjuge CDNB’nin ölçülmesi amacıyla 100 mM CDNB 

(100 µl), 100 mM GSH (glutatyon) (100 µl) ve pH: 6,5 PBS (fosfat buffer saline) (9,800 

ml) kullanılarak analiz kokteyli hazırlandı. Enzim kaynağı olarak kullanılacak olan 

homojenat ve analiz kokteyli tablo 3.4’te verilen oranlarda mikroplate kuyucuklarına 

eklendi. Bu işlemlerden sonra reaksiyon başladığı için hızlı bir şekilde mikroplate BIO-

TEK Marka EPOCH Elisa Okuyucu cihazına konuldu ve 340 nm’de 5 dakika süresince 

okuma yapıldı. CDNB’nin redükte glutatyon ile reaksiyona girmesine bağlı olarak 

oluşan tioether yapısının yükselen absorbans değerleri elde edildi. Elde edilen absorbans 

değerlerinden ε340: 0,00503µM-1 katsayısı kullanılarak birimi µmol/mg protein/dak 

olan enzim spesifik aktivitesi hesaplandı. Kör ve homojenatların dilüsyonunda ise fosfat 

tamponu (PBS) (pH: 6,5) kullandı. 

Tablo 2.4. Glutatyon-S-transferaz aktivite ölçümü bileşenleri 

 KÖR NUMUNE 

Kokteyl 180 µl 180 µl 

Fosfat tamponu (pH: 6,5) 20 µl --- 

Enzim kaynağı --- 20 µl 

2.3.7. Malondialdehid miktar tayini 

Juglon uygulamasına bağlı olarak G. mellonella larvalarında ortaya çıkan 

oksidatif stresin belirlenmesi amacıyla lipit peroksidasyonun son ürünü olan MDA 

miktarının tayininde Yagi (1998)’nin geliştirmiş olduğu metoda bağlı ticari kit 

(CAYMAN 10009055) kullanıldı. MDA miktar tayinin yapılabilmesi için ilk olarak 

kitte verilen aralıkta (0-50 µM) standart grafiği oluşturuldu (Şekil 2.3) ve bu grafiğe ait 

doğru denklemi elde edildi. Lipit peroksidasyonunu gösteren MDA’nın miktar tayini 

için ticari kit içerisinde verilen standart, homojenat, SDS ve renklendirme reaktifleri 
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(TBA asetik asit, TBA sodyum hidroksit) tablo 2.5’te verilen miktarlarda santrifüj tüpü 

içerisine alındı. Elde edilen bu karışım ilk olarak 1 saat su banyosunda 100 °C’de, 

ardından 10 dak buz üzerinde inkübe edilerek MDA’nın hücre dışına çıkarılması 

sağlandı. Bu işlemin ardından diğer hücre komponentlerin uzaklaştırılması amacıyla 

santrifüj edilen örneklere ait süpernatanlar (pembe renkli) elde edildi. Okumadan önce 

oda sıcaklığında 30 dak boyunca ikinci bir inkübasyon gerçekleştirildi. Bu işlemin 

ardından her bir örneğe ait solüsyondan 150 µl mikroplate içerisine alındı ve BIO-TEK 

Marka EPOCH Elisa Okuyucu cihazında - Gen 5 programında 535 nm’de okuma 

yapıldı. G. mellonella larval hemolenfinde bulunan MDA miktarlarının hesaplanması 

amacıyla standart doğru grafiğinden elde edilen y = 0,0026x + 0,0001 (R2= 0,999) 

formülü kullanılarak ortaya çıkan sonuçlar nmol/mg olarak hesaplandı. 

 

 

Şekil 2.3. MDA standart grafiği 
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Tablo 2.5. Malondialdehid miktar tayini bileşenleri 

 KÖR  STANDART NUMUNE 

SDS 25 µl  25 µl 25 µl 

Colorreagent 1 ml  1 ml 1 ml 

Distile su 25 µl   --- --- 

MDA ---  25 µl  --- 

Homojenat ---  --- 25 µl 

 İnkübasyon                                        1 saat 100°C 

                                                          10 dak 4°C 

Santrifüj                                            1600 g, 10 dak 4°C 

İnkübasyon (süpernatan)                   30 dak 25°C 

Okuma 535 nm    

2.4. COMET Analizi (Tek Hücre Jel Elektroforezi) ile DNA Hasarının 

Belirlenmesi 

G. melloenella hemositlerinde DNA hasarının belirlenmesi için COMET analizi 

yapıldı. Singh vd. (1988) tarafından belirlenen bu yöntemde, tek hücrede meydana 

gelen DNA kırıklarının belirlenmesi için alkali ortamda elektroforetik olarak 

gerçekleştirilen yürütme işlemi G. mellonella hemositlerindeki hasarın görüntülenmesi 

için modifiye edilmiştir. Juglona bağlı meydana gelen DNA hasarının belirlenmesinde 

probit analizi sonucunda elde edilen subletal doz öncülüğünde ve antioksidan enzim 

analizlerinde de kullanılan 0,5, 1 ve 2 mg/ 2g’lık dozlar kullanıldı. Uygulama sonrası 

DNA hasarının tespit edilmesi için son dönem larvalara ait hemolenf kullanıldı. 

Juglon uygulamasına bağlı olarak G. mellonella hemositlerinde ortaya çıkan DNA 

kırıklarının belirlenmesinde son döneme ulaşan larvalardan elde edilen hemolenf 

örnekleri kullanıldı. Deney ve kontrol gruplarına ait son dönem larvaların her birinin 

toraks ekstremite kaidelerinden mikrokapiller tüp yardımıyla 5 μl hemolenf alındı. 

Alınan hemolenf örnekleri içerisinde 95 μl (% 1’lik) düşük kaynama dereceli agaroz 

(LMPA) bulunan tüplere alınarak fiksasyon işlemi için üzeri önceden % 1’lik normal 

kaynama dereceli agaroz (NMA) ile kaplanmış özel lamlara yerleştirildi. Agaroz jele 
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gömülen bu karışımdaki hemositlerin hücre membranları, sitoplazma, nükleoplazma 

gibi yapılarının uzaklaştırılarak nükleozomların çözünmesi için hipertonik bir lizis (2,5 

M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCL, % 1’lik TritonX-100 ve % 10’luk 

dimetilsülfoksit (DMSO), pH: 10,0) solüsyonu ile muamele edildi. Geriye kalan 

nükleoidlerden DNA’nın süperkoil yapısının gevşetilerek kırık bölgeler olan apürinik/ 

apirimidinik bölgelerin açığa çıkarılması gerekmektedir. Bu bölgelerin ortaya 

çıkarılması ve görüntülenmesi amacıyla yüksek alkali özelliğindeki bir tampon (10N 

NaOH ve 200 mM EDTA, pH: 13) kullanıldı. Bu işlemler için hemolenf örneklerinin 

yüklendiği lamlar, elektroforez tankı içerisine alınarak tamponun bulunduğu bu ortamda 

45 dak boyunca bekletildi. Bu işlemin ardından elektrotlar bağlanarak kırıkların görünür 

hale gelmesi 20 Volt ve 300 mA’de anoda doğru göç ettirilmesiyle gerçekleştirildi. 

Yürütme işleminin ardından 4 °C’de 15 dak 0,4 M Tris–HCl (pH: 7,4) içerisine alınan 

lamlar nötralize edildi. DNA kırıklarının görüntülenmesinde ise floresan bir boya olan 

SYBR Green kullanılarak boyama işlemi gerçekleştirildi. Tüm işlemler karanlık 

ortamda ve 4° C’de gerçekleştirildi. SYBR Green ile boyanan DNA kırıklarının 

mikroskobik görüntülerinin elde edilmesi 40X’lik objektifde floresan mikroskopta 

(Leica DM6000 B, GreenFilter, 540 - 550 eksitasyon dalga boyu, 575 - 625 emisyon 

dalga boyu) gerçekleştirildi. 

DNA kırıklarına ait elde edilen görüntülerin değerlendirilmesi COMET analiz 

programında (CometAssay IV; Perceptive Instruments Ltd, UK-İtalya) gerçekleştirildi. 

Genotoksik etkinin belirlenmesi amacıyla Comet Assay IV programında otomatik 

ölçüm yapılarak % DNA Tail (Tail Intensity, Kuyruk Yoğunluğu), Tail Moment 

(Kuyruk Momenti) ve Tail Migration (Kuyruk Göçü) parametreleri kullanıldı. Kuyruk 

momenti Olive vd. (1990)’in tanımına göre, kuyruk uzunluğunun kuyruktaki floresan 

yoğunluğu veya göç bölgesindeki DNA yüzdesi ile çarpımı olarak formüle edilmiştir. 

DNA hasar tespiti için her bir dozda 3 tekrarlı ve 15 larvadan elde edilen toplam 500 

hücre analiz edildi. 
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Kuyruk Momenti = Kuyruk uzunluğu X    Kuyruktaki floresan yoğunluğu 

        veya 

           Göç bölgesindeki DNA yüzdesi 

 

2.5. Mikronükleus Testi 

Juglon uygulamasına bağlı olarak meydana gelen genotoksik etkinin 

belirlenmesinde kullanılan bir diğer yöntem ise hemositlerde ortaya çıkan mikronükleus 

frekanslarının belirlenmesiyle değerlendirilmiştir. Bu amaçla Venier vd. (1997)’nın 

belirlemiş olduğu mikronukleus testi deney ve kontrol gruplarına ait larvaların 

hemolenfleri kullanılarak gerçekleştirildi. Juglon uygulamasına maruz kalan son dönem 

larvaları insektisidal etkinin belirlenmesi için oluşturulan deney grupları ile benzer 

şekilde hazırlandı. Son döneme ulaşan larvaların her birinden mikrokapiller tüp 

yardımıyla toraks ekstremite kaidelerinden 20 µl hemolenf alındı. Alınan hemolenf 

örnekleri ile yayma preparatlar hazırlandı ve oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. 

Yayma preparatların kurumasının ardından hemositlerin fiksasyon işlemi için glasiyel 

asetik asit: metanol (1:3) karışımı kullanıldı. Fiksasyon işleminin ardından hemositlerde 

meydana gelen mikronukleusların görünür hale gelmesi için Giemsa boyası ile 20 dak 

boyunca boyama işlemi gerçekleştirildi. Bu işlemin hemen ardından fazla boyanın 

uzaklaştırılması için lamlar hızlı bir şekilde distile su ile yıkandı. Mikronükleusların 

görüntülenmesi amacıyla 100X büyütme ile ışık mikroskobunda (Leica DM6000 B) 

inceleme ve mikronukleus sayımları gerçekleştirildi. Hemositlerinde ana çekirdek ile 

aynı renkte, fakat ondan 5 kat daha küçük olan mikronükleusların sayımları yapıldı. Her 

bir doz için 15 larva kullanılarak 3 tekrar yapıldı ve her larvada toplam 1000 hücre 

sayımı yapıldı.  

2.6. İstatistiksel Analiz 

Juglonun G. mellonella larvalarına uygulanması sonrasında ortaya çıkan oksidatif 

ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi amacıyla yapılan tüm analizlerden elde edilen 

verilerin normal dağılım gösterdiği tespit edildi. Bu nedenle analiz sonuçlarımıza 

parametrik bir test olan One-Way Anova uygulanarak, LSD (Least Significant 

Difference) testi ile güvenirlilik analizleri yapıldı (Windows versiyon 18.0, SPSS, 
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Chicago, IL). Deneylerde elde edilen sonuçların % 95 güven aralığında istatistiksel 

olarak anlamlı olup olmadıkları sınandı ve P < 0,05 düzeyinde ise anlamlı olarak kabul 

edildi. 
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3. BULGULAR 

3.1. İnsektisidal Etki 

Juglonun G. mellonella besinine uygulanması sonrasında görülen larval ölüm 

sonuçları ve bu sonuçla ile yapılan Probit analizi aracılığıyla letal dozlar (LD10, LD20, 

LD30, LD40, LD50, LD95 ve LD99) elde edilmiştir (Tablo 3.1). Bu analiz kontrol ve her 

bir deney setinde 20 larva olacak şekilde 3 tekrarlı olarak, her bir dozda toplam 60 birey 

kullanılarak gerçekleştirildi. Elde edilen sonuçlar Juglonun G. mellonalla larvaları 

üzerindeki insektisidal etkili olduğu ve ortalama letal doz (LD50) değerinin 2,309 

mg/larva (% 95 güven aralığında, 2,075 – 2,554 mg/larva) olduğu belirlendi (x2 = 

10,676, df = 5, P = 0,000). 

Tablo 3.1. Farklı dozlarda Juglon uygulanan G. mellonella’nın larval evresinde letal dozlar (LD10, 

LD20, LD30, LD40, LD50, LD95 ve LD99) 

   Letal Doz Seviyesi (mg/larva) 

   

Letal 

Dozlar 

(LD) 

Muhtemel Dozlar 

% 95 Güven Aralığı* 

Juglon 

Dozları 

(mg/larva) 

Uygulama 

Yapılan 

Larva 

Sayısı 

Ölen 

Larva 

Sayısı Alt Sınır Üst Sınır 

Kontrol 60 2 
LD10 

(% 95 CL) 
0,222 0,221 0,564 

0,5 60 10 
LD20 

(% 95 CL) 
0,938 0,600 1,214 

1 60 18 
LD30 

(% 95 CL) 
1,455 1,176 1,699 

2 60 24 
LD40 

(% 95 CL) 
1,897 1,650 2,131 

3 60 35 
LD50 

(% 95 CL) 
2,309 2,075 2,554 

4 60 49 
LD95 

(% 95 CL) 
4,989 4,535 5,595 

5 60 60 
LD99 

(% 95 CL) 
6,099 5,506 6.903 

* % 95 alt ve üst güven sınırları ile birlikte gösterildi (2,075 – 2,554 mg/ 2g besin)  (x2 = 10,676, 

df = 5, P = 0,058). 
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3.2. Antioksidan Enzim Aktiviteleri ve MDA Miktarı 

3.2.1. SOD enzim aktivitesi 

Juglon uygulanan ve uygulanmayan G. mellonella larval hemolenfinde SOD 

enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar belirlendi (F = 6,77; df = 3, 

16; P = 0,004; Şekil 3.1). SOD enzim aktivitesi 1 ve 2 mg’lık juglon dozlarında 0,96 ± 

0,02 ve 1,15 ± 0,07 nmol/mg protein olarak belirlenirken, 0,79 ± 0,05 nmol/mg protein 

olan kontrol grubu ile kıyaslandığında sırasıyla yaklaşık % 22 ve % 46 oranında artış 

gösterdi. 0,5 mg’lık juglon dozunda ise 0,65 ± 0,05 nmol/mg protein olan SOD enzimi 

aktivitesinin kontrol grubu ile aralarında istatistiksel olarak anlamlı farklılık olmadığı 

tespit edildi (Tablo 3.2, Şekil 3.1). 

 

Şekil 3.1. Juglonun G. mellonella’nın son evre larval hemolenfindeki SOD aktivitesine etkileri. Sütunlar 

üç tekrarın ortalamasını, çubuklar ise standart hata verilerini göstermektedir. Sütunlar 

üzerindeki farklı harfler (a-c) arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmaktadır (p ≤ 

0,05, ANOVA, LSD) 

 

3.2.2. CAT enzim aktivitesi 

Juglon uygulamasına bağlı olarak G. mellonella larvalarına ait CAT enzim 

aktivitesinde dozlar arasında istatistiksel olarak anlamlı değişiklikler olduğu 

belirlendi(F = 4,283; df = 3, 16; P = 0,021; Şekil 3.2). Kontrol grubunda 1,66 ± 0,07 

U/mg protein olarak belirlenen CAT enzim aktivitesinin 0,5 mg’lık juglon dozunda 

yaklaşık % 84 oranında artarak 3,05 ± 0,42 U/mg protein olduğu belirlendi. Bununla 
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birlikte, 1 ve 2 mg’lık juglon dozlarında görülen CAT enzim aktivitelerinin kontrole 

göre her iki dozda da yaklaşık % 42 oranında artış göstererek sırasıyla 2,35 ± 0,22 ve 

2,36 ± 0,28 U/mg protein değerinde olduğu ve her iki dozda da 0,5 mg’lık doza göre 

azalma olduğu, ancak istatistiksel olarak kontrol ve 0,5 mg’lık doz arasında farklılık 

olmadığı belirlendi (Tablo 3.2, Şekil 3.2.). 

 

Şekil 3.2. Juglonun G. mellonella’nın son evre larval hemolenfteki CAT aktivitesine etkileri. Sütunlar üç 

tekrarın ortalamasını, çubuklar ise standart hata verilerini göstermektedir. Sütunlar üzerindeki 

farklı harfler (a-b) arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmaktadır (p ≤ 0,05, ANOVA, 

LSD) 

 

3.2.3. GPx enzim aktivitesi 

Juglon uygulanan deney gruplarında ve uygulanmayan kontrol gruplarında 

bulunan larvalara ait hemolenflerde GPx enzim aktivitesinin tüm dozlarda aynı olduğu, 

dozlar arasında istatistiksel olarak anlamlı değişimlerin olmadığı tespit edildi (F = 

1,668; df = 3, 16; P = 0,214; Şekil 3.3). Kontrol grubunda 1,55 ± 0,22 nmol/mg protein 

olan GPx enzim aktivitesinin, 0,5, 1 ve 2 mg’lık dozlarda sırasıyla 1,25 ± 0,10, 1,24 ± 

0,12 ve 1,14 ± 0,05 nmol/mg protein olduğu belirlendi (Tablo 3.2, Şekil 3.3.). 
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Şekil 3.3. Juglonun G. mellonella’nın son evre larval hemolenfteki GPx aktivitesine etkileri. Sütunlarüç 

tekrarın ortalamasını, çubuklar ise standart hata verilerini göstermektedir. Sütunlar üzerindeki 

aynı harfler (a) arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmamaktadır (p ≥ 0,05, ANOVA, 

LSD) 

 

3.2.4. GST enzim aktivitesi 

Juglon uygulamasına bağlı olarak G. melloenella larval hemolenfinde GST enzim 

aktivitesinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık olduğu belirlendi (F = 4,095; df = 3, 

16; P = 0,025; Şekil 3.4). Bu farklılığın 2,80 ± 0,33 nmol/mg protein/ dak olan kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında 0,5, 1 ve 2 mg’lık dozlarda sırasıyla yaklaşık % 32, % 64 

ve % 44 oranında artışa bağlı olduğu belirlendi. Ancak, 3,69 ± 0,52 nmol/mg protein/ 

dak olarak belirlenen 0,5 mg’lık juglon dozunda görülen GST enzim aktivitesinde 

görülen artışın istatistiksel olarak hem kontrolle hem de diğer dozlar ile farklı olmadığı 

tespit edildi. Kontrol grubu ile kıyaslandığında en fazla artışın görüldüğü 1 mg’lık doz 

(4,59 ± 0,36 nmol/mg protein/ dak) ile 2 mg’lık dozdaki GST aktivitesi (4,04 ± 0,21 

nmol/mg protein/ dak) arasında anlamlı bir farklılık tespit edilmedi (Tablo 3.2, Şekil 

3.4). 
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Şekil 3.4. Juglonun G. mellonella’nın son evre larval hemolenfteki GST aktivitesine etkileri. Sütunlarüç 

tekrarın ortalamasını, çubuklar ise standart hata verilerini göstermektedir. Sütunlar üzerindeki 

farklı harfler (a-b) arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmaktadır (p ≤ 0,05, ANOVA, 

LSD) 

 

3.2.5. MDA miktar analizi 

Juglon uygulamasına bağlı olarak G. mellonella larval hemolenfinde görülen, lipit 

peroksidasyon ürünü olan MDA miktarının uygulanan doza bağlı olarak farklı 

seviyelerde olduğu belirlendi (F = 3,398; df = 3, 16; P = 0,044; Şekil 3.5). Kontrol 

grubunda 0,09 ± 0,01 nmol/mg protein olarak belirlenen MDA miktarının, 0,5 ve 2 

mg’lık dozlarda sırasıyla 0,13 ± 0,02 ve 0,16 ± 0,03 nmol/mg protein olduğu ve 

yaklaşık olarak sırasıyla % 44 ve % 77 oranında artış olduğu tespit edildi. Aynı 

zamanda 1 mg’lık dozunda görülen MDA miktarının (0,09 ± 0,01 nmol/mg protein) 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında aralarında farklılık olmadığı ve diğer dozlara göre 

azalma olduğu tespit edildi (Tablo 3.2, Şekil 3.5). 
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Şekil 3.5. Juglonun G. mellonella’nın son evre larval hemolenfteki MDA miktarına etkileri. Sütunlarüç 

tekrarın ortalamasını, çubuklar ise standart hata verilerini göstermektedir. Sütunlar üzerindeki 

farklı harfler (a-b) arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmaktadır (p ≤ 0,05, ANOVA, 

LSD) 

 

Tablo 3.2. Galleria mellonella larval besinine farklı dozlarda uygulanan Juglona bağlı olarak 

antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA miktarındaki değişimler 

Juglon 

(mg/2g) 

SOD 

(nmol/ mg 

protein) 

ORT ± SH* 

CAT 

(U/ mg 

protein) 

ORT ± SH* 

GPx 

(nmol/ mg 

protein/ dak) 

ORT ± SH* 

GST 

(nmol/ mg 

protein/ dak) 

ORT ± SH* 

MDA 

(nmol/mg 

protein) 

ORT ± SH* 

Kontrol 0,79±0,05a 1,66±0,07 a 1,55±0,22 a 2,80±0,33 a 0,09±0,01 a 

0,5 0,65±0,05 a 3,05±0,42 b 1,25±0,10 a 3,69±0,52 ab 0,13±0,02 ab 

1 0,96±0,02 b 2,35±0,22 ab 1,24±0,12 a 4,59±0,36 b 0,09±0,01 a 

2 1,15±0,07 c 2,36±0,28 ab 1,14±0,05 a 4,04±0,21 b 0,16±0,03 b 

*Aynı satırda farklı harfle (a-d) gösterilen değerler arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmaktadır (p ≤ 0,05, ANOVA, LSD).ORT: Ortalama; SH: Standart Hata. 

3.3. Juglonun G. mellonella Hemositleri Üzerine DNA Hasar Tespiti 

Juglon uygulamasına bağlı olarak DNA hasarının belirlenmesinde Comet Assay 

IV (Perceptive Instruments Ltd, UK-İtalya) programı ile analiz edilen örneklerde 

kuyruk yoğunluğu (% DNA Tail), kuyruk momenti (Tail Moment) ve kuyruk göçü (Tail 
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Migration) parametreleri belirlendi. Elde edilen sonuçlarda juglon uygulamasına bağlı 

olarak kontrol grubu ile dozlar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık tespit 

edildi (Tablo 3.3, Görsel 3.1). 

Juglon uygulanmayan kontrol grubundaki kuyruk yoğunluğu % 5,22 ± 0,23 iken 

0,5, 1 ve 2 mg’lık dozlarda sırasıyla % 13,75 ± 0,49, % 26,24 ± 0,64 ve % 15,83 ± 0,55 

olarak artış göstermektedir (F = 298,083; df = 3, 1996; P = 0,000, Şekil 3.6). Bu artışın 

0,5 ve 1 mg juglon uygulamasında doz artışıyla doğru orantılı olduğu, fakat 2 mg’lık 

juglon dozunda elde edilen kuyruk yoğunluğunun 1 mg’lık dozdakine göre daha az 

olduğu görüldü. Bununla birlikte juglon dozlarındaki kuyruk göçü miktarlarının kontrol 

grubuna kıyasla artmış olduğu ve tüm dozlar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark olduğu belirlendi (F = 2310,266; df = 3, 1996; P = 0,000). Juglon uygulanan 

larvalara ait hemositlerdeki kuyruk göçündeki artış 0,5 ve 1 mg’lık dozlarında sırasıyla 

9,22 ± 0,27 ve 31,46 ± 0,42 µm olarak görülmektedir. Ancak 2 mg’lık doza ait kuyruk 

göçünde kontrole göre artış görülürken, diğer dozlar ile kıyaslandığında azalma olduğu 

tespit edildi (Tablo 3.3, Şekil 3.6). 

Kuyruk momenti için yapılan analizlerde ise kontrol grubu ve dozlar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı farklılıkların olduğu belirlendi (F = 1082,415; df = 3, 1996; P 

= 0,000). Kuyruk momentinde elde edilen bu verilerin ise kuyruk yoğunluğu ve kuyruk 

göçüyle doğru orantılı olduğu ve diğer parametrelerde de olduğu gibi özellikle 0,5 mg 

ve 1 mg’lık juglon uygulamalarında doza bağlı olarak artış göstermektedir (Tablo 3.3, 

Şekil 3.6). 
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Görsel 3.1. COMET analizine ait SYBR Green ile boyanmış G. mellonella larval hemositlerinin floresans 

mikroskobu görüntüleri, a: DNA hasarı olmayan hemositler, b: DNA hasarı olan hemositler 

 

Tablo 3.3. Galleria mellonella larvalarına farklı dozlarda uygulanan Juglona bağlı olarak hemositlerde 

belirlenen DNA hasarının oranları ve istatistiksel değerlendirmesi 

Juglon 

(mg/2g) 

Kuyruk Yoğunluğu 

(% DNA Tail) 

ORT ± SH* 

Kuyruk Momenti 

(Tail Moment) 

ORT ± SH* 

Kuyruk Göçü (µm) 

(Tail Migration) 

ORT ± SH* 

Kontrol 5,22 ± 0,23 a 0,59 ± 0,03 a 2,19 ± 0,12 a 

0,5 13,75 ± 0,49 b 1,96 ± 0,08 b 9,22 ± 0,27 b 

1 26,24 ± 0,64 c 8,10 ± 0,17 c 31,46 ± 0,42 c 

2 15,83 ± 0,55 d 1,72 ± 0,07 b 6,37 ± 0,18 d 

*Aynı satırda farklı harfle (a-d) gösterilen değerler arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmaktadır (p ≤ 0,05, ANOVA, LSD).ORT: Ortalama; SH:Standart Hata. 
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Şekil 3.6. Besinsel juglonun etkin dozlarının G. mellonella larval hemositlerinde oluşturduğu DNA 

hasarının kuyruk yoğunluğu (% DNA Tail), kuyruk momenti (Tail Moment) ve kuyruk göçü 

(Tail Migration) ortalamasının karşılaştırılması 

 

3.4. Juglonun G. mellonella Hemositlerinde Mikronükleus Analizi 

Juglon uygulamasına bağlı olarak G. mellonella son dönem larvalarından elde 

edilen hemositlerdeki mikronükleus sayılarının doza bağlı olarak artış gösterdiği 

istatistiksel olarak belirlendi (F = 601,067; df = 3, 176; P = 0,000). Kontrol grubunda ‰ 

16,78 ± 1,44 olarak bulunan MN oranı 0.5, 1 ve 2 mg’lık dozlarda sırasıyla ‰ 98,16 ± 

2,45, ‰ 132,44 ± 2,37 ve ‰ 139,45 ± 2,71 olarak belirlendi (Tablo 3.4, Görsel 3.2). 

 

Tablo 3.4. Galleria mellonella larvalarına farklı dozlarda uygulanan Juglona bağlı olarak hemositlerde 

mikronükleus oluşumunda görülen değişimler 

Juglon 

(mg/2g besin) 

Mikronükleus (‰) 

ORT ± SH* 

Kontrol 16,78 ± 1,44 a 

0,5 98,16 ± 2,45 b 

1 132,44 ± 2,37 c 

2 139,45 ± 2,71 d 

*Aynı satırda farklı harfle (a-d) gösterilen değerler arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmaktadır (p ≤ 0,05, ANOVA, LSD).ORT: Ortalama; SH:Standart Hata. 
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Görsel 3.2. Giemsa boyama yöntemi ile boyanan hemositler ve mikronükleusların mikroskobik görüntüsü 

(100X objektif) 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Tarımsal alanlarda ve depolanan ürünlerde zararlı böcekler ile mücadele ekolojik 

ve ekonomik bir olgudur. Zararlı böcekler ile mücadele yöntemlerinde yaygın olarak 

kullanılan kimyasal insektisitler zararlı türlerin dayanıklılık kazanmasına, besin 

zincirine ve insan sağlığına etki ederek ekolojik dengenin bozulmasına sebep 

olmaktadır (Cox, 1996; Lee vd., 1996; Ahmad vd., 1997; Rick ve Relyea, 2005; 

Szatkowska vd., 2012; Mineau ve Whiteside, 2013). Entegre mücadele yöntemi ve 

organik tarım anlayışının geliştiği son yirmi yılda ise bitkisel kökenli sekonder 

metabolitler, kısa zamanda dekompoze olmaları, çevre kirliliğine yol açmamaları ve 

ürünler üzerinde kalıntı oluşturmamaları nedeniyle kimyasal insektisitlerin yerini 

almaktadır (Isman, 1997). Bitki sekonder metabolitleri, bitkinin temel yaşamsal işlevleri 

ile doğrudan ilişkili olmasa da primer metabolitler (protein, yağ, karbonhidrat) kadar 

önemlidirler. Bitkilerde bulunan bu bileşikler hastalıklara karşı direnç oluşumu 

(virüsler, mikoplazma, bakteri ve mantar), herbivorlardan korunma, kendileriyle rekabet 

halinde olan diğer bitki türlerinden kaçınma (allelokimyasal etki) ve abiyotik stresten 

korunma (UV Işığı vb) gibi önemli rollere sahiptirler (Aydın ve Mammadov, 2017). 

Bununla birlikte, bu doğal ürünler uzun süredir yabani otların, bitki hastalıkları ve 

herbivor zararlılarının kontrolünde de kullanılmaktadır (Isman, 1997; Ujvary, 2001). 

Fitokimyasallar içinde değerledirilen ve böceklerde insektisidal veya beslenme 

engelleyici ya da kaçırıcı gibi ekotoksik etkilere neden olan önemli sekonder 

metabolitler ise alkoloidler, fenolikler, terponoidler ve naftokinonlar olarak 

bilinmektedirler (Isman, 2002). Bu nedenle naftokinonlar gibi önemli sekonder 

metabolitlerin biyoinsektisidal potansiyellerinin belirlenmesine yönelik araştırmalar 

giderek önem kazanmaktadır. Çeşitli bitkilerden elde edilen ekstraktların kromotografik 

olarak ayrımı ile elde edilen naftokinon ve kinon yapısındaki çeşitli organik bileşiklerin 

bazı fitofag böceklerde insektisidal veya antifeedant (beslenme engelleyici) özelliğe 

sahip olduğu, aynı zamanda da antifungal ve antimikrobiyal karakterde olduklarını 

gösteren veriler literatürde sunulmuştur (Krishnakumari vd., 2001; Simmonds vd., 

2002; Khambay vd., 2003; Ganapaty vd., 2004; Park vd., 2005; Burgueno-Tapia vd., 

2008; Pavunraj vd., 2011). Bu çalışmada kullanılan juglon (5-hydroxy-1,4- 

naphthoquinone) ise, bir naftokinon ve sekonder metabolit olup, ceviz ağaçlarının 

yapraklarından ve meyvalarının yeşil kabuklarından elde edilen allelokimyasal bir 
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bileşiktir. Ayrıca juglonun herbisidal, pestisidal ve repellent etkilere sahip olabileceği 

Duke ve Ayensu (1985) tarafından ilk kez önerilmiştir. Bu nedenle bazı herbivor 

Lepidopter türlerinde juglonun ve diğer naftokinonların toksititesine ait çalışmalar 

yapılmıştır (Yu, 1987; Thiboldeaux vd., 1994; Sun vd., 2007). Bu çalışmalarda 

böceklerin besininde bulunan juglonun doz artışına bağlı olarak zehirleyici ya da 

antifeedant etki göstererek ölümlere neden olduğu bildirilmiştir. Mısır güvesi Mythimna 

separata (Lepidoptera: Noctuidae) ve lahana yaprak güvesi Plutella xylostella 

(Lepidoptera: Plutellidae) türleri ile ilgili bir çalışmada ise besine uygulanan juglonun 

doza bağlı olarak orta bağırsaktaki emilimi inhibe ettiği ve larval ölümlere neden 

olduğu tespit edilmiştir (Zhai vd., 2003a, 2003b). Buna karşılık, luna güvesi Actias luna 

(Lepidoptera: Saturniidae) ve keten güvesi Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae) 

gibi bazı böcek türleri, doğal besinlerinde naftokinonlara maruz kalırlar. Bu türlerin 

yüksek konsantrasyonlarda bile naftokinonları verimli bir şekilde metabolize ettikleri ve 

toksik etkisini tolere edebilecek dirençliliğe sahip oldukları çeşitli çalışmalarda 

gösterilmiştir (Lindroth, 1989; Piskorski ve Dorn, 2011). Ancak Piskorski ve Dorn 

(2011) tarafından yapılan bir çalışmada sentetik besinine 5, 25 ve 50 mg/g juglon 

uygulanan C. pomonella’nın birinci evre larvalarında sadece 50 mg/g’lık dozda 

tamamen ölüm olduğu, diğer dozlarda ise larval gelişim sürecinin uzadığı belirlenmiştir. 

Aynı zamanda araştırmacılar larvaları direkt ceviz ile beslendiklerinde de toplam 

gelişim sürecinin elma ile beslenenlere göre uzadığını tespit etmişlerdir (Piskorski ve 

Dorn, 2011). Fitofag zararlı böcekler olan Limantria dispar (Lepidoptera: Erebidae) ve 

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) türleri üzerinde yapılan çalışmalarda 

ise juglonun 2 mg/g gibi cevizlerde bulunan değerinden daha düşük dozlarda bile 

öldürücü olduğu belirlenmiştir (Yu, 1987; Lindroth vd., 1990). Bu çalışmalara benzer 

olarak bu çalışmada da besinle birlikte verilen farklı dozlardaki juglonun bir depo 

zararlısı ve model böcek olan G. mellonella’nın larval gelişimi üzerinde düşük dozlarda 

bile (LD50 2.3 mg/ 2g besin) öldürücü etkiye sahip olduğu belirlendi. Bununla birlikte, 

bu çalışmada LD50 üzerindeki juglon dozlarına (3, 4, 5 mg/ 2g besin) maruz kalan 

birinci evre larvalarının erken evrelerde ölümlerinin gerçekleştiği gözlemlendi. Daha 

önce yapılan bir çalışmada da, kabak zararlısı Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae) 

larvalarına uygulanan subletal dozlardaki juglonun antifeedant etkiye sahip olduğu 

bildirilmiştir (Akhtar vd., 2012). Bu nedenle besinle birlikte yüksek dozlarda juglona 

maruz kalan G. mellonella larvalarında erken evrelerde ölüm olmasının nedeni 
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antifeedant etki ile ilişkilendirilebilir. Elde edilen bu verilere göre antifeedant etkinin 

kesinliğe kavuşturulması için ileride histopatolojik çalışmaların yapılması 

gerekmektedir. Aynı zamanda Piskorski ve Dorn (2011), besin yoluyla juglonu alarak 

bağırsak ortamında toksik olmayan 1,4,5-trihydroksinaftaline dönüştürebilecek 

metabolizmaya sahip böceklerde, juglonun toksititesinin olmadığını bildirmişlerdir. 

Sonuç olarak, gerek elde edilen bu veriler gerekse de daha önce yapılan çalışmalar 

juglonun böceğin fizyolojik kapasitesine bağlı olarak insektisidal etkiye sahip olduğuna 

işaret etmektedir. Böylece arı yetiştiricileri tarafından kullanılan, ancak bilimsel bir 

özelliği araştırılmamış olan ceviz yaprak veya meyvalarının kovanlarda G. mellonella 

üzerinde olumsuz etkili olduğuna ait bilimsel veriler bu çalışma kapsamında ilk kez 

literatüre sunulmuş olmaktadır.  

Biyolojik sistemlerde endojen ve ekzojen kökenli stres faktörleri nedeniyle sürekli 

olarak serbest radikaller ve diğer oksijen kökenli türler üretildiğinden, hücre bu stres 

faktörlerine maruz kalmayı sınırlamak için güçlü ve kompleks enzimatik ve moleküler 

antioksidan savunma sistemleri geliştirmiştir. Bu serbest radikaller; katalaz, süperoksit 

dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi radikal süpürücü enzimleri ve A, E ve C 

vitaminleri, glutatyon, ubikinon, lipoik asit ve flavonoidler dâhil olmak üzere çok 

sayıda non-enzimatik antioksidanları içeren ayrıntılı bir antioksidan savunma sistemi 

tarafından etkisiz hale getirilmektedir. (Urso ve Clarkson, 2003; Greathouse vd, 2005; 

Özkaya, 2007). Diğer tüm canlılarda olduğu gibi böcekler de reaktif oksijen türevlerinin 

zararlı etkilerinin ortadan kaldırılması için özelleşmiş, küçük moleküler ağırlığa sahip 

bileşikler ve enzimlere sahiptir (Grubor-Lajsic vd., 1997). Fenolik bileşikler ve kinonlar 

gibi bitkisel allelokimyasalların detoksifikasyonu amacıyla böceklerdeki bu antioksidant 

ve detoksifikasyon enzimleri önemli rol oynamaktadırlar (Kaur vd., 2014). Özellikle de 

herbivor böceklerin allelokimyasallara karşı primer adaptasyonlarının enzimatik 

detoksifikasyonların gerçekleşmesi ile sağlandığı bilinmektedir (Felton vd., 1989). 

Çünkü juglon gibi bitkisel fenolik bileşiklerin orta bağırsaktaki yüksek pH ya da bitki 

polifenol oksidazlar nedeniyle böcek vücudunda okside edildikleri bilinmektedir. Bu 

okside bileşikler ise canlıda reaktif oksijen türlerinin artmasına neden olarak 

antioksidan sistemi etkileyebilir (Felton vd., 1989; Felton ve Duffey, 1991;Thiboldeaux 

vd., 1998). 
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Antioksidant enzimlerden birisi olan SOD, reaktif oksijen türlerine karşı 

geliştirilen antioksidan savunmada faz 1 enzimi olarak rol oynamaktadır (Zenkov vd., 

2001; Gaeta vd., 2002). Normal koşullarda SOD, aerobik reaksiyonlarda ortaya çıkan 

süperoksit anyonunun hidrojen peroksit ve moleküler oksijene dönüşmesini 

katalizleyerek hücrenin oksidatif strese girmesini engellemektedir (Sun vd., 1988; 

Sankarapandi ve Zweier, 1999). Bununla birlikte SOD enziminin, böceklerin çevresel 

ajanlar ve bitkisel metabolitlere maruz kaldığında da rol aldığı bilinmektedir (Krishnan 

ve Kodrik, 2006; Altuntaş, 2015a, 2015b). Omurgalı hayvanlarda yapılan çalışmalarda 

juglonun aerobik koşullarda metabolize edilmesine bağlı olarak vücutta reaktif oksijen 

türlerini (ROS) arttırdığı bildirilmiştir (Bhuyan vd., 1991; Babich ve Stern, 1993). Bu 

çalışmada 1 ve 2 mg’lık juglon uygulanan G. mellonella larvalarının hemolenfinde 

görülen SOD enzim aktivitesindeki artışın nedeni juglonun metabolize edilmesinde 

ortaya çıkan süperoksit anyonu radikallerinin giderilmesi amacıyla olabilir. Ayrıca, 

SOD enziminin, hücreleri süperoksit radikallerine karşı savunurken lipit 

peroksidasyonunun başlamasını da engellediği bilinmektedir (Çelik, 2001). Bu yüzden 

0,5 mg juglon uygulanan dozda SOD aktivitesinde herhangi bir değişim olmasının 

nedeni ise aynı dozda MDA miktarında meydana gelen artışla ilgili olduğu 

düşünülebilir. Bu durum ise larvalarda juglon maruziyeti arttıkça oksidatif stresin 

giderilmeye çalışıldığını göstermektedir. 

Antioksidan savunma sisteminde görevli olan enzimlerden bir diğeri de CAT 

enzimidir. Katalaz, hidrojen peroksit radikalinin aşırı miktarda arttığı ortamlarda 

aktivite göstermekte ve hücrede hidrojen peroksit artışına neden olan reaktif molekülün 

detoksifikasyonunu sağlamaktadır (Tekcan, 2009). Ayrıca, SOD enzim aktivitesi 

sonucunda üretilen hidrojen peroksitin parçalanması için antioksidan savunma 

mekanizmalarında ikinci kademede rol almaktadır (Gaeta vd., 2002). Bu çalışmada 1 ve 

2 mg’lık juglon uygulamasına bağlı olarak larvalarının hemolenfinde hem SOD hem de 

CAT aktivitelerinin artması G. mellonella larvalarında fizyolojik bir dirençliliğin ortaya 

çıktığını göstermektedir. Bazı çalışmalarda da lipit peroksidasyonu sonucu meydana 

gelen subletal oksidatif hasarın giderilmesi için CAT aktivitesinin yükseldiği 

bildirilmiştir (Kazzaz vd., 1996; Tan vd., 1998). Bu nedenle, 0,5 mg’lık juglon dozunda 

larval hemolenfte CAT aktivitesinin artması ve SOD aktivitesinin azalması aynı 

dozdaki lipit peroksidasyonunda meydana gelen artışla ilişkili olduğu şeklinde 

açıklanabilir. Sonuçta, CAT enzim aktivitesinin tüm dozlarda artmış olmasının nedeni 
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de artan juglon dozuna bağlı olarak larvalarda gelişen oksidatif stresle ilişkili olabilir. 

Çünkü çeşitli çevresel kimyasalların ya da bitkisel ürünlerin böceklerde neden olduğu 

oksidatif strese bağlı olarak canlıda antioksidan savunma mekanizmasının teşvik 

edildiği ve dirençliliğin sağlandığı bilinmektedir (Krishnan ve Kodrik, 2006; Aslantürk 

vd., 2011; Büyükgüzel vd., 2013; Altuntaş, 2015a, 2015b). 

Böceklerde stres koşulları altında hücresel detoksifikasyonun sağlanmasında rol 

oynayan bir enzim olan GST enzimi, faz II detoksifikasyon enzimi olarak da 

bilinmektedir (Hyrsl vd., 2007; Oruç, 2011; Altuntaş, 2015a). Sıçanlar üzerinde yapılan 

bir çalışmada bitkisel kökenli kinon moleküllerine bağlı olarak karaciğerdeki GST 

enziminin geri dönüşümsüz inhibisyon gösterdiği ve hepatosit hücrelerinde glutatyonun 

tüketilerek oksidatif strese neden olduğu bildirilmiştir (Bellomo vd., 1987; Van-Ommen 

vd., 1991). Böceklerde ise juglon gibi bitkisel fenollerin GST aktivitesini inhibe ettiği 

bazı çalışmalarda gösterilmiştir (Lee, 1991; Wheeler vd., 1993; Yu ve Abo-Elghar, 

2000; Yu ve Huang, 2000). Yu ve Abo-Elghar (2000)’ın yaptıkları çalışmada ise 

bitkisel fenol ve flavonoidlerin pamuk yaprak kurdu S. frugiperda larvalarında GST 

aktivitesinin engellendiği gösterilmiştir. Bir lepidopter türü olan sünger örücüsü L. 

dispar ile yapılan bir çalışmada da besinsel juglonun detoksifikasyonunda kinin 

redüktaz ve GST enzimlerinin kilit rol oynadığı belirlenirken, böceğin doğal besininde 

düşük dozlarda bulunan juglona karşı uyum sağlamasının bu enzimler sayesinde olduğu 

ifade edilmiştir (Lindroth vd., 1990). Bunun yanında 1,4-Naftokinonlara karşı birçok 

Lepidopter türünün dirençli olmamasına rağmen sadece pervane böceği Actias luna 

(Lepidoptera: Saturniidae) türünün yüksek konsantrasyonlarda bile direnç kazandığı 

bildirilmiştir. Bu durumun nedeni ise naftokinonların detoksifikasyonu için böcekte 

yüksek kinon redüktaz aktivitesinin bulunmasıyla ilişkili olabileceği şeklinde 

yorumlanmıştır (Thiboldeaux vd., 1994). Ayrıca bir Saturniid güvesi olan Calloseamia 

prometha larvalarında juglonla beslenmeye bağlı olarak orta bağırsakta glutatyan 

seviyesinin azaldığı, glutatyon disülfat (GSSH) seviyesinde ve GSSG/GSH oranında 

artışın olduğu belirlenmiştir. Bu durum ise hücresel redoks dengesinin korunmasını 

sağlamıştır (Thiboldeaux vd., 1998). Böylece doğal besinlerinde juglon ve diğer 

naftokinonlara maruz kalan böceklerde görülen dirençliliğin biyokimyasal nedenleri 

daha önce yapılan bu çalışmalar ile açıklanmıştır. Bununla birlikte, birçok bitkisel 

allelokimyasalların fitofag böceklerde GST aktivitörleri veya GST substratları olarak 

etki ettikleri ve bu böceklerin primer detoksifikasyon metabolizmalarında GST 
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enziminin rol oynadığı da çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir (Scheline, 1978; Yu, 1982, 

1983; Wadleigh ve Yu, 1988). Bu çalışmada ise daha önce yapılan çalışmalara benzer 

olarak depo zararlısı G. mellonella larvalarına düşük doz juglon uygulandığında GST 

aktivitesinde artış meydana gelirken, doz yükseldikçe aktivitenin değişmediği 

belirlendi. Elde edilen sonuçlar juglonun düşük dozlarında fitofag böceklerde olduğu 

gibi depo zararlısı böceklerde de fizyolojik dirençliliğin sağlanması için önce primer 

detoksifikasyon metabolizmasının teşvik edildiğini göstermektedir. Yu ve Abo-Elghar 

(2000)’ın S. frugiperda türü üzerinde yaptıkları çalışmada açıklandığı gibi juglonuda 

içeren birçok allelokimyasal bileşen, doz arttıkça böcekteki GST aktivitesinin geri 

dönüşümsüz inhibisyonuna neden olan inhibitör olarak etki etmektedirler. Bu çalışmada 

ise G. mellonella larvalarına uygulanan subletal juglon dozlarında GST enzim 

aktivitesinde meydana gelen artışın 1 ve 2 mg’lık dozlarda aynı olduğu belirlendi. Bu 

nedenle S. frugiperda türünde meydana gelen GST enzim inhibisyonu gibi juglonun G. 

mellonella larval hemolenfinde enzim inhibisyonuna neden olabileceğini göstermek için 

LD50 değerinin üzerindeki dozlarda enzim aktivitesinin belirlenmesi ile 

kesinleştirilebilir. 

Böceklerde bulunan antioksidan enzimlerden bir diğeri ise hidrojen peroksit ile 

hidroperoksitlerin indirgenmesini sağlayan glutatyon peroksidaz enzimidir. Genel 

olarak vücut sıvılarında süperoksit radikal üretiminin artması SOD aktivitesindeki 

yükselişi tetiklerken GPx aktivitesinin de azalmasına neden olmaktadır (Gaeta vd., 

2002). GPx aktivitesindeki azalma ise, hidrojen peroksit birikmesine ve hücre hasarına 

yol açar. Bu nedenle GPx, hem lipit peroksidasyonunun başlamasını önler, hem de lipit 

peroksidasyonu sonucu oluşan lipit hidroperoksitlerinin detoksifikasyonunu 

sağlamaktadır (Peric´-Mataruga vd., 1997). Bu çalışmada G. mellonella besinine 

uygulanan juglonun larval hemolefte GPx enzim aktivitesi üzerinde herhangi bir 

değişikliğe neden olmadığı belirlendi. Bu durum juglona bağlı ortaya çıkan lipid 

peroksidasyonunun CAT enzimi ile giderildiğine işaret etmetedir. Çünkü 0,5 mg’lık 

dozda CAT aktivitesi ve MDA miktarı kontrole kıyasala artmıştır . Elde edilen tüm 

veriler juglonun artan dozuna bağlı olarak larval toleransın azaldığını ve lipit 

peroksidasyonunun yükselerek oksidatif stresin meydana geldiğini göstermektedir. Bu 

durum juglona bağlı lipit peroksidasyonunun değerlendirildiği MDA miktar analizinde, 

2 mg’lık dozda görülen artış ile açıklanabilir. Ayrıca bu verilerle uyumlu olarak, lipit 

peroksidasyonu sonucu meydana gelen subletal oksidatif hasarın giderilmesi için CAT 
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enziminin aktive olduğu daha önce yapılan bazı çalışmalarda bildirilmiştir (Kazzaz vd., 

1996; Tan vd., 1998). Bununla birlikte CAT ve GST gibi enzimlerdeki aktivite 

değişimleri, düşük dozlarda canlıda fizyolojik dirençliliğin sağlanması için onarım 

mekanizmalarının teşvik edilmiş olabileceğini göstermektedir (Picot vd., 1992; Kazzaz 

vd., 1996; Tekcan, 2009). Bu durum ise, 0,5 mg’lık dozda görülen MDA miktarındaki 

artışın 1 mg’lık dozda azalmasıyla açıklanabilir. Ancak, MDA miktarındaki artışın 2 

mg’lık juglon dozunda devam etmesi, hücresel membran yapılarında meydana gelen 

deformasyonlar sonucu larval hemolenfte fizyolojik uyum kapasitesinin aşılarak onarım 

mekanizmalarının yetersiz kaldığına işaret etmektedir. Sonuç olarak, antioksidan enzim 

aktivitelerinde ve MDA miktarında doza bağlı olarak belirlediğimiz bu değişimler, 

besinsel juglon maruziyetinin LD50 dozlarına yaklaştıkça larval dirençliliği azalttığını ve 

oksidatif hasarı arttırdığını göstermektedir.  

Çalışma kapsamında hedeflenen bir diğer temel amaç ise juglonun bir anlamda 

fitokimyasalların böcek hemositlerinde yapısal anormalliklere veya değişikliklere neden 

olup olmadığını belirlemektir. Çünkü hemositlerde gözlemlenen yapısal anormallikler 

toksik kimyasalların neden olduğu sitogenetik hasarı göstermek için sıklıkla 

kullanılmaktadır (Yeh vd., 2005; Wessel vd., 2007). Bu nedenle genotoksitite 

biyobelirteçlerinin ekotoksikolojik araştırmalarda kullanılması önemli bir çalışmadır. 

Özellikle, pestisit maruziyetinin genotoksik etkilerini değerlendirmek için yapılan 

biyolojik izlem çalışmalarında MN testinin uygun ve hızlı bir teknik olduğu 

bilinmektedir (Siu vd., 2004a; Bolognesi vd., 2011; Kurt ve Kayış, 2015). Tosun vd. 

(2001)’leri yüksek konsantrasyonda uygulanan pestisitlerin hemositlerde kromozamal 

delesyon ve anormalliklere, mutasyonlara ve mikronükleus oluşumuna neden 

olduklarını bildirmişlerdir. Ayrıca toksik, mutajenik ve kanserojen bileşiklerin dolaylı 

göstergeleri olarak artmış mikronukleus sayısı oldukça önemli bir olgudur 

(Rencuzoğulları ve Topaktaş, 2000; Şekeroğlu-Atlı ve Şekeroğlu, 2011). Daha önce 

yapılan bazı çalışmalarda da farklı özelliklerdeki pestisitlerin canlı organizmalarda MN 

oluşumunu teşvik ettiği gösterilmiştir (Rencuzoğullari ve Topaktaş, 2000; Çelik vd., 

2005; Uçkan ve Sak, 2010; Kurt ve Kayış, 2015). MN sayısında görülen bu değişimler 

ise çeşitli ajanların hücrelerde oluşturduğu kromozom düzensizliklerinin ve somatik 

hücrelerdeki genomik kararsızlığın indirekt göstergesi olarak değerlendirilebilir. Uçkan 

ve Sak (2010) tarafından yapılan bir çalışmada konak tür, G. mellonella’nın larval 

besinine verilen farklı dozlardaki cypermethrin’in pup parazitoiti, Pimpla turionellae 
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hemositlerindeki MN sayısı doza bağlı olarak artmasına neden olduğu bildirilmiştir. Bu 

çalışmada da daha önce yapılan çalışmalara benzer olarak juglon uygulaması larval 

hemositlerdeki MN oluşumunu arttırmıştır. Özellikle de MN oluşumunun uygulanan 

juglon dozlarının artışına bağlı olarak giderek yükselmesi pestisitlerle ilişkili 

çalışmalara benzerlik göstermektedir (Uçkan ve Sak, 2010, Kurt ve Kayış, 2015). 

Böylece elde edilen sonuçlar juglonun sitogenetik hasara neden olduğuna ve G. 

mellonella larvaları için genotoksik bir ajan olduğuna işeret etmektedir. 

DNA’da meydana gelen hasarın belirlenmesi amacıyla ekotoksikoloji, moleküler 

epidemiyoloji, biyoizleme ve genotoksisite çalışmalarında kullanılan standart 

metodlardan bir diğeri ise “Tek hücre jel elektrofrozi (COMET)”dir (Packiam vd., 

2015). Bununla birlikte çevresel kirleticilerin genotoksik etkilerinin izlenmesinde 

Mikronükleus testi (MN) ve COMET yönteminin birlikte kullanılması gittikçe popüler 

hale gelmektedir (Andrade vd., 2004; Ateeq vd., 2005; Çavaş ve Ergene-Gözükara, 

2003a, 2003b, 2005). Literatürde çeşitli kimyasalların ekotoksikolojik ve çevresel 

biyoizleme ile ilgili araştırmalarda bu yöntemlerin birlikte kullanılmasına yönelik bir 

çok çalışma yer almaktadır (Woźnicki vd ., 2004; Siu vd., 2004a; Çavaş ve Könen, 

2007; Yılayaz, 2008; Muranlı-Gökalp ve Güner, 2011; Muangphra ve Gooneratne, 

2011; Eskandari vd., 2012). Bu çalışmalarda uygulanan genotoksik bileşiklerin kuyruk 

DNA yüzdesi, kuyruk uzunluğu ve Olive kuyruk momenti parametleriyle belirlenen 

DNA hasarında ve MN frekansında artışa neden olduğu tespit edilmiştir (Siu vd., 

2004a; Woźnicki vd., 2004). Çavaş ve Könen (2007)’in yaptığı bir çalışmada ise 

herbisit olarak kullanılan glyphosate’a maruz kalan japon balığı Carassius auratus 

eritrositlerinde DNA hasarının ve MN frekansının doza (5, 10 ve15 ppm) ve zamana (2, 

4 ve 6. gün) bağlı olarak artış göstererek genotoksik ve sitogenetik etkilerinin olduğu 

bildirilmiştir. Çevre kirliliğinin izlenmesi amacıyla yapılan bir başka çalışmada ise bir 

midye türü olan Anodonta cygnea hemolenfinde ve solungaç hücrelerinde çeşitli 

dozalardaki ham petrolün DNA hasarını ve MN sayısını arttırdığı COMET ve MN 

analizleri ile gösterilmiştir (Eskandari vd., 2012). Toprak kirliliğin belirlenmesinde 

kullanılan en iyi organizmanın toprak solucanları olduğu bilinmektedir (Bouche, 1992). 

Bu amaçla Zang vd. (2000)’nin toprak solucanı Eisenia fetida ile yapmış oldukları 

çalışmada afidlere ve lepidopterlere karşı kullanılan imadokloroplorid ve RH-5849 

insektisitlerinin genotoksik ve sitogenetik etkilerinin olduğunu yine COMET ve MN 

analizleri ile belirlemişlerdir. Muangphra ve Gooneratne (2011) tarafından yapılan 
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başka bir çalışma da ise ticari neem ekstratına (sekonder bileşik olan azadirachtin 

içeren) ait LD50 (3,79 ve 3,33 μg cm−2) dozlarının toprak solucanı Pheretima peguana 

üzerindeki genotoksik ve sitotoksik etkileri COMET ve MN analizleri ile belirlenmiştir. 

Bu çalışma sonucunda neem ekstratının toprak solucanı sölomisetleri üzerinde 

sitotoksik etkili olduğu MN analizi ile belirlenirken, COMET analizi sonrası DNA 

kırıklarının olmadığı ve genotoksik etkisinin olmadığı belirlemiştir. Çalışma sonucunda 

ise, önerilen LD50 dozlarında bir insektisit olarak kullanılmasının toprak solucanı 

açısından güvenli olduğu bildirilmiştir. Yapılan bu çalışmalar genetik hasarın 

belirlenmesinde COMET yönteminin ve mikronükleus testlerinin birlikte 

değerlendirilmesi gerektiğini göstermektedir. Bu nedenle bu çalışmada da juglon ilişkili 

genetik hasarın analiz edilmesi için COMET ve MN testleri gerçekleştirildi. Böylece 

farklı dozlarda besinsel juglona maruz kalan G. mellonella larval hemositlerinde 

COMET analizi yapılarak, bulguların değerlendirmesinde ise literatürde de sıklıkla 

kullanılan Kuyruk Yoğunluğu (% DNA Tail, Tail Intensity) ve Kuyruk Momenti (Tail 

Moment) parametreleri kullanıldı (Kumaravel ve Jha, 2006). Bununla birlikte kuyruk 

momenti ile kuyruktaki migrasyon arasındaki paralel ilişki göz önüne alınarak kuyruk 

migrasyonunda meydana gelen değişimler de analiz edildi.  

Yeşil kurt olarakda bilinen Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) ile 

yapılan bir çalışmada fitopestisit olarak kullanılan PONNEEM’in 5, 10 ve 20 ppm’lik 

dozlarının 3. dönem larvaların bağırsak hücreleri üzerindeki genotoksik etkileri 

araştırılmıştır. Söz konusu çalışmada kuyruk momenti, kuyruk yoğunluğu ve kuyruk 

uzunluğu parametrelerinde doza bağlı artış olduğu bildirilmiştir (Packiam vd., 2015). 

Ayrıca daha önce yapılan az sayıdaki çalışmalarda bazı kimyasalların Drosoplia 

melanogaster türü üzerinde de benzer toksikolojik etkilere neden oldukları COMET 

analizleri ile tesipit edilmiştir (Gaivao vd., 1999; Kar-Chowdhuri vd., 2001; Nazir vd., 

2003). Bu çalışmalara benzer olarak bu çalışmada da juglon uygulamasına bağlı olarak 

0,5 ve 1 mg’lık dozlarda kontrol grubuna göre kuyruk yoğunluğunda, kuyruk 

momentinde ve kuyruk migrasyonunda artış olduğu belirlendi. Ayrıca DNA hasarının, 2 

mg’lık juglon dozunda da kontrole göre arttığı, fakat 1 mg’lık doz ile kıyaslandığında 

daha az olduğu tespit edildi.  

Bir hücrede yüksek miktarda DNA hasarı meydana geldiğinde iki yol mevcuttur. 

Hücre apoptoz mekanizmalarını aktif hale getirerek ölüme gider ya da değişikliğe 
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uğramış bir genomla hayatta kalır. Hasara karşı toleranstaki artış, yüksek mutasyon 

oranına sahip bir genomla yaşamını sürdürmek anlamına gelmektedir. Bu çalışmada 0,5 

ve 1 mg’lık dozlarda DNA hasarının kontrol grubuna oranla anlamlı seviyede arttığı 

görülmektedir. Bu artış kontrol grubu ile kıyaslandığında 0,5 mg’lık dozda % 13,75, 1 

mg’lık dozda ise % 26,24 oranında belirlendi. DNA hasarındaki artışın uygulanan dozla 

doğru orantılı olmayışı, DNA onarım mekanizmalarının doz artışına bağlı olarak daha 

etkili işlev gösterdiğini ortaya koymaktadır. Bununla birlikte hasarın tamamen 

onarılamamış olması, hücrelerin yüksek DNA hasarına sahip bir genomla yaşamayı 

tercih ettiğinin göstergesidir. Bu durum, 1 ve 2 mg’lık dozlar kıyaslandığında DNA 

hasarında görülen azalmayı da (% 10,41) açıklamaktadır. Bununla birlikte, 2 mg’lık doz 

uygulanan hücreler için olası bir diğer mekanizmanın apoptoza giden hücre sayısındaki 

artış olduğu düşünülebilir. Yüksek düzeyde DNA hasarına sahip hücrelerin bir 

bölümünün apoptoza uğraması bir bölümünün ise kalıcı kromozom hasarlarıyla 

yaşamaya devam etmesi sonucunda 2 mg’lık dozda daha düşük seviyede DNA hasarı 

tespit edilmiştir. Bu düşünceyi mikronükleus testinden elde edilen sonuçlar 

desteklemektedir. Bu testten elde edilen sonuçlara göre kromozomal hasar doza bağlı 

olarak artış göstermektedir. Daha önceki çalışmalardan elde edilen veriler, kümelenmiş 

çoklu DNA hasarının zamanla onarımı mümkün olmayan kromozomal kırıklara 

dönüştüğünü ortaya koymaktadır (Asaithamby ve Chen, 2012). Bununla birlikte önceki 

çalışmaların sonuçları, apoptik hücrelerin sayısındaki artış ile mikronükleus testi ile 

tespit edilen kromozom hasarındaki artışın doğru orantılı olduğunu ortaya koymaktadır 

(Simko vd., 1998; Meintieres vd., 2001). 

Ekotoksikolojik analizlerde DNA hasarını ve MN oluşumunu birlikte analizlemek 

genotoksik materyalin uygulandığı canlıda zamana ve doza bağlı değişimlerin 

karşılaştırılmasına da olanak sağlamaktadır. Böylece bu çalışmanın kapsamında MN ve 

DNA hasarına ait verilerimizin apoptotik mekanizmalarla olan ilişkisinin ileride 

yapılacak çalışmalarla kesinliğe kavuşturulması gerektiği düşünülebilir. Ayrıca bir 

fitokimyasal olan juglonun mutajenite ve toksititesi ile ilgili potansiyel ekotoksik 

risklerinin değerlendirilmesinde in vitro genotoksisite testlerin biyolojik izlenmesi 

faydalı olabilir. 

Sonuç olarak, tez çalışması kapsamında sunulan bulgular juglonun model böcek 

ve depo zararlısı olan büyük balmumu güvesi G. mellonella’nın zararlı evresi üzerinde 
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oksidatif ve genotoksik açıdan etkili olduğunu göstermektedir. Bu nedenle juglonun ya 

da ceviz yaprak ve meyvalarından elde edilen bitki ekstraktlarının biyopestisit olarak 

depo zararlıları ile entegre mücadele çalışmalarında kullanımı önerilebilir. Bu amaçla 

ticari olarak geliştirilmiş olan juglon, tez çalışması ve 214Z282 numaralı TÜBİTAK 

projesi kapsamında belirlenen dozlara bağlı kalmak koşuluyla balmumu yapımı 

sırasında toz halinde karışım içine katılabilir. Böylece güve ile mücadelede balmumuna 

katılan ve kalıntı düzeyi yüksek olan naftalin ve benzeri kimyasallara göre juglon 

kullanımının daha güvenli olabileceği düşünülmektedir. Juglonun bitkisel pestisit olarak 

zararlı mücadelesinde kullanılabilmesi ile ilgili bir diğer alternatif ise saf juglonun bu 

çalışmalarda belirlenen letal dozlara göre uçucu çözücüler (metanol, etanol, aseton) 

içinde sıvı formülasyonlarının hazırlanması ve kovanların bekletileceği depolara ya da 

boş kovanlara, balı süzülmüş ve depolanmış çerçevelere uygulanması olabilir. Ancak 

sıvı formülasyon formunda kullanım sonrasında juglonun kalıntı sorunu olmadığının 

belirlenmesi için yeni çalışmaların yapılmasını ve çözücülerin uzaklaştırılması için 

uygulama alanlarının havalandırılması önerilebilir. Bu bilgilere ilaveten kullanılacak 

juglon ülkemizde de yaygın bulunan Juglans cinsine ait ceviz türlerinin yaprak ve 

meyvalarından ekstrakte edilerek ilgili kromotografik analizler ile saflaştırılıp doğal 

ürün olarak da elde edilebilir. Bu ekstraktların diğer bileşnlerinin de zararlı ve yararlı 

böcekler üzerindeki fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin ileride yapılacak 

çalışmalarda araştırılması önerilmektedir. Böylece çalışma kapsamında elde edilen 

bulgular göz önünde tutularak saf juglonun veya doğal ekstraklarının biyopestisit olarak 

kullanılabilirliliğinin kesinleştirilmesi için, kullanım sonrasında etkinlik sürelerinin ve 

kullanım izni olan diğer pestisitler ile oluşabilecek reaksiyonlarının belirlenmesine 

yönelik yeni çalışmaların oluşturulması gerekmektedir. Aynı zamanda tez kapsamında 

yapılan tüm analizlerin çevre dostu yeni bitkisel pestisitlerin toksikolojik analizlerinde 

G. mellonella türünün model organizma olarak kullanılmasının elverişli olacağını, SOD 

ve GST aktivitelerindeki değişimlerin ve DNA hasarının, çevresel toksikoloji ve 

biyomonitörleme çalışmalarında biyolojik belirteç olarak kullanılabileceği 

önerilmektedir. 
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