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Kapra bocegi Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae) diinya ¢apinda 6nemli
bir depolanmig tiriin zararlisidir. Bu zararli, tahillarda olusturdugu zararlar nedeniyle tarimsal ekonomiyi
ve lilkeler aras ticareti olumsuz etkilemektedir. Son yillarda kapra ile miicadelede uygulanan yontemlerin
birgogu kimyasal pestisit igermesi sebebiyle dogaya ve insan sagligina zararlidir. Nanoteknoloji, ¢esitli
bilimsel alanlara yenilik getirebilecek bir alandir. Yesil sentez yontemi ile nanopargacik (NP) sentezi,
Ozellikle bitkilerin kullanildigi ¢evre dostu yeni bir yontemdir. Sahip oldugu insektisit 6zelligi nedeni ile
sap kereviz (Apium graveolens L. var. dulce) bitkisinin bircok zararli bocekle miicadeledeki etkinligi
arastirilmistir. Bu tez ¢aligmasinda, insan saghigi ve ¢evre i¢in diisiik toksisiteye sahip Cinko Oksit (ZnO)
NP’lerinin kapra bocegine karsi potansiyel bir miicadele araci olarak kullanilmasi amaglanmigtir. ZnO
NP’lerin sentezi herhangi bir toksik ¢ozgen ya da kimyasal indirgeme reaktifi kullanmadan, kereviz
bitkisinin ekstrakti kullanilarak gergeklestirilmistir. Sentezlenen ZnO NP’lerin karakterizasyonu
Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu (FESEM), UV-Vis Spektrofotometresi (UV-Vis), X-igint
Kirinim Difraktometresi (XRD), Fourier Doniistimlii Infrared Spektrofotometresi (FTIR) ve Zeta
Potansiyeli Analizleri ile gergeklestirilmistir. Sentezlenen ZnO NP’lerin kapra larvalar1 ve erginleri
tizerindeki etkileri besleme deneyleri sonucunda incelenmistir. Erginlerde, LCso degeri 500 ppm derigim
uygulamasini takiben 48. saat sonunda, LCeo degeri ise 96. saat sonunda tespit edilmistir. ZnO NP'lerin
Katalaz (TgCAT), Ist Sok Proteini 60 (TgHSP60) ve Is1 Sok Proteini 68 (TgHSP68) genleri iizerindeki
etkisi, larva ve erginlerde Kantitatif Es Zamanli PCR (RT-gPCR) kullanilarak molekiiler diizeyde
incelenmistir. Kapra larvalarinda, ZnO NP maruziyetine bagl olarak en yiiksek TgCAT, TgHSP60 ve
TgHSP68 ifadesi, 12. saat uygulamasindan sonra goriilmiistiir. Kapra erginlerinde ise, {i¢ gen igin en
yiiksek ifade miktar1 siras1 ile 144, 96 ve 72. saatleri takiben tespit edilmistir. Bu ¢calismanin sonuglarina
gore, ZnO NP’lerin kapra boceginin kontroliinde insektisidal bir ajan olarak kullanilabilecegi 6nerilebilir.
Ayrica, aragtirilan TgCAT, TgHSP60 ve TgHSP68 genlerinin ZnO NP’lerin meydana getirdigi oksidatif
strese yanit gelistirebilen potansiyel biyomarker olma 6zellikleri vardir.

Anahtar Kelimeler: Apium graveolens L. var. dulce, Cinko OKksit nanopargaciklari, Kapra bocegi,
Nanopestisit, Yesil Sentez
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Khapra beetle Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae) is a major stored
product pest worldwide. This pest negatively impacts the agricultural economy and inter-country trade
due to the damages it causes on grains. Many of the methods used to control khapra beetle in recent years
are harmful to nature and human health, because they contain chemical pesticides. Nanotechnology is an
area that can bring innovation to various scientific fields. The synthesis of nanoparticles (NP) with the
green synthesis method is a new environmentally friendly method, especially in which plants are used.
Due to its insecticidal properties, the effectiveness of celery (Apium graveolens L. var. dulce) in
controlling many harmful insects has been investigated. In this thesis, it was aimed to use Zinc Oxide
(ZnO) NPs, which have low toxicity effect on human health and the environment, as a potential control
tool against khapra beetle. The synthesis of ZnO NPs was carried out using celery plant extract without
using any toxic solvents or chemical reducing agent. Characterization of synthesized ZnO NPs was
performed with Emission Scanning Electron Microscopy (FESEM), UV-Vis Spectrophotometry (UV-
Vis), X-Ray Diffraction (XRD), Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), and Zeta Potential
Analyses. The effects of synthesized ZnO NPs on khapra larvae and adults were investigated through
feeding experiments. In adults, the LCso and LCqo values were determined at the end of the 48th and 96th
hour following the application of 500 ppm concentration, respectively. The effect of ZnO NPs on
Catalase (TgCAT), Heat Shock Protein 60 (TgHSP60), and Heat Shock Protein 68 (TgHSP68) genes was
investigated at the molecular level using Quantitative Real Time PCR (RT-gPCR) in larvae and adults. In
larvae, the highest expression of TgCAT, TgHSP60, and TgHSP68 was detected after 12 hours of ZnO NP
exposure. In adults, the highest expression for three genes was observed after 144, 96, and 72 hours,
respectively. According to the results of this study, it can be suggested that ZnO NPs can be used as an
insecticidal agent in the control of khapra beetle. In addition, the investigated TgCAT, TgHSP60, and
TgHSP68 genes have potential biomarker feature that can respond to oxidative stress caused by ZnO NPs.

Keywords: Apium graveolens L. var. dulce, Green synthesize, Khapra beetle, Nanopesticide, Zinc
Oxide Nanoparticles
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1. GIRIS

Diinya ¢apindaki niifus artisi, insanlarin besinsel ihtiyaclarini karsilayabilecek kaliteli
gidaya erisimi giderek zorlastirmaktadir. Tarimsal zararlilarla miicadele, gida arzinin
stirdiiriilebilirligini saglamada en Onemli sartlar arasinda bulunmaktadir. Kapra bdcegi,
Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae) diinyada en onemli depolanmis
iiriin zararlilar1 arasinda yer almaktadir. Kapra boceginin depolanabilir tahillara verdigi zarar,
gelismekte olan iilkelerde %30 civarindayken, gelismis iilkelerde bu oran yaklasik %9’dur
(Phillips ve Throne, 2010). Yiizlerce farkli tiirde depolanmus iiriin zararlisi bocek vardir,
ancak bunlardan 18 tanesi depolanmis firiinlere verdikleri zararlar bakimindan oldukga
onemlidir (Boyer ve ark., 2012). Kapra bocegi depolarda bulunan, basta bugday, piring ve
arpa olmak tizere, gesitli mahsullerin igerisinde kolaylikla yasayip ¢ogalabilmektedir. Kapra
bocegi, ozellikle aclik ve diisiik sicaklik gibi kosullara dayanikli yapisi yiiziinden EPPO
(Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Orgiitii) tarafindan diinyanin en yaygin 100 salgin bdcek
tiirli arasinda kabul gormektedir (EPPO, 2021). Boylelikle, kapra bocegi uluslararast yapilan
ticaretlerde, en basta gelen karantina zararlilar1 arasinda sayilmaktadir (Athanassiou ve ark.,
2019).

Ergin kapra bocegi ve larvalar tahillarla beslenir ve tahilin besin degerini azaltabilen
mekanik bir hasara neden olur (Shivananjappa ve ark., 2020). Gluten bugday, arpa ve diger
tahillarda bulunan 6nemli bir proteindir. Kapra bocegi bugdayla beslendiginde gluten
proteinlerine zarar vermekte ve dane hacminde azalmaya ve iiretilen besinlerde kalite kaybina
neden olmaktadir (Ahmedani ve ark., 2009). Kapra bocegi uzun siire yiyecek olmadan hayatta
kalma yetenegine de sahiptir; bu da zararlinin depolarda tespitinden evvel, yayilmasina olanak
tanimaktadir. Ayrica, ¢ok diisiik nem seviyelerinde de hayatta kalabilir; bu nedenle un ve
baharatlar gibi kuru gidalarla da beslenerek yasamini siirdiirebilmektedir. Bu durum da, kapra
zararhisinin kontrol edilmesini zorlastirir ve depolamada 6nemli miktarda tahil kaybina ve son
{iriinlerin kalitesinde diisiise yol acabilir (Ozberk ve ark., 2018). Kapra ile miicadelede
ge¢misten bu yana kullanilan baslica yontemlerden birisi kimyasal ilaglarla miicadeledir
(Nayak ve ark., 2020). Ancak, bocekler bu kimyasallara karsi diren¢ kazandikga, yeni
alternatif yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Debnath ve ark., 2012).

Son yillarda, zararli bocekler ile miicadelede kimyasal ilaglar gibi insan sagligini ve

cevreyi tehdit eden araglara bir alternatif olarak nanoteknoloji araciligi ile gesitli tirlinlerin
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gelistirilmesi ve kullanilmasi s6z konusu olmustur (Al-Esawy ve ark., 2021). Bu alan yolu ile
iretilen nanopargaciklarin  (NP) zararli bocekler ile miicadelede insektisit olarak
kullanilabilmesi, bdceklerde ilaglara karsi gelisen dirence ¢6ziim olma potansiyelinin yani
sira, ¢gevreye ve insan sagligina tehdit olusturmamasi yonii ile de bilinmektedir (Jasrotia ve
ark., 2022; Alavi ve ark., 2019). Ornegin, belirli bocekleri hedef alacak sekilde NP’ler
tasarlanabilmekte ve diger organizmalara zarar verebilecek kimyasal igerikli pestisitlere olan
ihtiyact azaltilabilmektedir (Rai ve Ingle, 2012). Diger taraftan, NP’ler pestisit
uygulamalarinda daha verimli ve hassas dagitim sistemleri olusturmak igin
kullanilabilmektedir. Bu alandaki arastirma ve gelistirme, gelecek igin siirdiiriilebilir ve

tiretken bir gida arz1 saglamak i¢in oldukg¢a 6nem tasir (Chaud ve ark., 2021).

NP'lerin hazirlanmasi i¢in genel olarak kullanilan iki strateji vardir; yukaridan asagiya
ve asagidan yukariya sentez yontemleri. Yukaridan asagiya yontem, biiyiikk boyutlu
malzemeleri, nano o&lgekli daha kiiciik pargaciklara ayirma temeline dayanir. Bunu
amaclamanin sebebi, bazi metal elementlerinin, kiiciik formlarina indirgendiginde yeni
ozellikler kazanmasidir (Alavi ve ark., 2019). Ornegin, Cinko (Zn) metal onciil bilesikleri,
Cinko Oksit NP’lerine (ZnO NP) indirgendiginde biyosensorlerde, kozmetikte, ilag dagitim
sistemleri gibi alanlarda kullanimlarinin yani sira, olaganiistii optik, fiziksel ve antimikrobiyal
ozelliklere sahip olmaktadir (Sabir ve ark., 2014). Ancak, indirgenen kii¢iik metal NP’lerin
ylizey yapilarini piiriizsiiz hale getirmek zordur. Asagidan-yukariya sentez yontemi ise,
atomlarin once bir ¢ekirdekte toplandigr ve sonunda gekirdek biliylimesini gergeklestirerek
kendi kendine bir araya geldigi siireci ifade eder (Abid ve ark., 2021). En yaygin kullanilan
hazirlama stratejisi olarak, asagidan yukariya stratejilerle elde edilen {irtinler genellikle
homojen kimyasal NP bilesimlerine sahiptir. Kimyasal yontemlerle iiretilen NP’ler boyut
olarak homojendir; ancak sentez sirasinda kullanilan toksik kimyasal reaktifler genellikle NP
ylizeyinde kalir ve bu da bazi uygulamalarda toksisiteden dolay1 kullanim1 sinirlar (L1 ve ark.,
2020).

Yesil sentezde ise, tamamen g¢evre dostu yaklasimdan yararlaniimaktadir. NP’lerin
yesil sentezinde bakteriler, mantarlar ve mayalar dahil olmak iizere bir¢cok biyolojik
mekanizma kullanilabilmektedir (Alagumuthu ve Kirubha, 2012). Bu yontemle NP’ler en
fazla bitkilerin yapraklarindan, gi¢eklerinden, koklerinden, govdelerinden ve kabuklarindan
elde edilen ekstraktlar kullanilarak hazirlanabilmektedir. Bunun sebebi, bitkilerde indirgeyici,
stabilize edici ve kaplayici ajanlar olarak islev gorebilen fitokimyasallarin bulunmasidir. Bu

fitokimyasallar arasinda terpenoidler, flavonoidler, fenolik bilesikler, saponinler, alkaloitler,
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tanenler, karbonhidratlar vb. yer almaktadir. Bitki aracili yesil sentez, cevreye zararli

olmayan, biyouyumlu, diisiik maliyetli bir yontemdir (Mutukwa ve ark., 2022).

Bu tez ¢alismasinda kereviz Apium graveolens L. var. dulce bitkisinin biyoindirgeyici
ve kaplayici oOzelligi kullanilarak, yesil yolla sentezlenen ZnO NP’lerin depolanmis iiriin
zararlist olan kapra bocegine karsi miicadelede, geleneksel insektisitlere alternatif olma
potansiyeli biyoassay yontemi araciligi ile arastirtlmistir. Yesil yolla sentezlenen ZnO
NP’lerin potansiyel insektisit etkinligi, T. granarium’a ait Katalaz (TQCAT), Is: Sok Proteini
(Heat Shock Protein) 60 (HSP60) ve 68 (HSP68) genlerinin ifade seviyeleri {izerinde,
Kantitatif Eg Zamanli (RT — qPCR) kullanilarak molekiiler diizeyde incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1.Kapra Bocegi Trogoderma granarium

2.1.1. Kapra boceginin zarari

Kapra bocegi, Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae) diinya
capinda en 6nemli depolanmus tiriin zararlhilarindandir (Sekil 2.1). Depolarda muhafaza edilen,
basta bugday ve arpa olmak iizere, tahillarin igerisinde kolayca yasayip ¢ogalabilmektedir. Bu
canlt; aglik, diisiik sicaklik, kalabalik gibi olumsuz kosullarda, diyapoza girmesi nedeni ile
diinyanin en yaygin 100 salgin bocek tiirii arasinda sayilmaktadir (EPPO, 2021; Dageri ve
ark., 2023). Kapra boceginin verdigi zararin, olumsuz ¢evre kosullarinda diyapoza girebilme
ve ¢ogalabilme yeteneginden dolayi, diger depo iiriinii zararlilarina gore nispeten daha fazla

oldugu bildirilmistir (Athanassiou ve ark., 2019).

UGAS5315017

Sekil 2. 1. Kapra bocegi ergini (Pest and Diseases Image Library, Bugwood.org).

Bugday ve diger tahillar, depo zararlilarinin istilas1 nedeniyle her yil tiim diinyada
nicelik ve nitelik bakimindan muazzam kayiplara maruz kalmaktadir. Kapra bdceginin
larvalarinin (Sekil 2.2) tahillarin iizerine biraktig1 doku pargalari, hem insan sagligini tehdit
etmekte, hem de {irtin kalitesini diistirerek dretici ilkeleri biiylik maddi zararlara
ugratmaktadir. Yapilan bir ¢alismada depolanmis bugday tlizerinde kapra bdcegi istilasinin
neden oldugu niceliksel ve fiziksel kayiplar arastirilmistir. Kiiciik bir popiilasyona sahip kapra
bocegi ile baglatilan deneyde, altinci ayin sonunda, depolanmis bugday iizerinde baslangigta
belirlenen tohum agirliklarina kiyasla %20 azalma oldugu goriilmiistiir (Ahmedani ve ark.,
2011).



Sekil 2. 2. Kapra bocegi larvasi (https://agric.wa.gov.au/n/1099).

2.1.2. Kapra boceginin biyolojisi ve yasam dongiisii

33 °C - 35 °C gibi sicakliklarda en yiiksek verimle yasayabilen ve ¢ogalabilen bu canli,
gida ve g¢evre kosullarina bagli olarak senede ortalama on kez yeni nesil olusturabilme
kapasitesine sahiptir (Athanassiou ve ark., 2019). Yumurtadan ergine gelisimsel déonemlerinin
tamamlanmasi, 45 - 50 giin arasinda gerceklesmektedir (Wakil ve ark., 2021; Gupta ve
Kataria 2014). Larvalar sicakliga bagh olarak, ergin doneme kadar dort ila bes evreden
gecebilir; 35 °C sicaklikta 15 giin gibi kisa bir siirede larval gelisimlerini tamamlayabilirler.
Bir c¢alismada, T. granarium'un 35 °C'deki popiilasyon artiginin, diger depolanmis iiriin
zararlilarina gore daha fazla oldugu gosterilmistir (Kavallieratos ve ark., 2017; Gupta ve
Kataria, 2014). Ortam sicaklignt 20 °C'nin altma distigiinde ise, yumurta birakma
gerceklesmemektedir. 27 °C ile 35 °C arasindaki sicakliklarda yumurta birakma orani ¢ok
degismese de, nem orani arttik¢a, yumurta birakma orani azalmaktadir (Falah ve Azher, 2020;
Yadav ve Srivastava, 2017). Bu nedenle, yiiksek sicakliklar ile birlikte diisiik bagil nem, bu
tirtin hizli gelisimi ve olusumu i¢in en 6nemli kosullardandir. Bu canli, diger depolanmis
iirlin zararlilarina kiyasla, ¢ok yiiksek ve c¢ok diisiik sicakliklara yiiksek oranda toleranshidir

(Rizwan ve ark., 2018).



Sekil 2. 3. Kapra bocegi yumurtalari.

Kapra boceginin erginleri pupadan c¢iktiktan sonra, erkekler ve disiler arasinda bir
ciftlesme gercgeklesir. Ciftlesmeden 4 - 5 giin sonra yumurtalar disi tarafindan bugday
tanelerinde bulunan yariklara birakilmaya baglanir (Sekil 2.3). 5 - 7 giin sonra larvalar
yumurtalardan ¢ikar. Larvalar degisebilen sicaklik ve yasam kosullarina bagl olarak, 30 - 50
giin kadar siirebilen gelisimsel donemlerden gecerek pupaya girmektedirler (Sekil 2.4). Fakat,
son donem larvalari, heniiz tam olarak aydinlatilmamis bir diyapoz mekanizmasi nedeni ile
kontrol edilmesi en zor olan dénem olarak tanimlanmaktadir (Wakil ve ark., 2021; Wilches ve
ark., 2016).



Trogoderma grananum

yagam dongusi

Sekil 2. 4. Kapra bocegi yasam dongiisii.

Larva dénemini takiben pupa evresinde yaklasik olarak 6 giin geciren canli, bu siirenin
sonunda pupadan ¢ikarak ergin disi ve erkek boceklere doniismektedir. Disilerin pupadan
¢ikma stireleri erkeklere gore genellikle daha uzundur ve sicaklik arttikga pupa déneminde
gegen siire azalmaktadir (Yadav ve Srivastava, 2017). Ergin disi ve ergin erkek boceklerin ise,
ortalama 7 - 15 giin arasinda degiskenlik gosteren kisa bir yasam siireleri vardir ve bu yagam
stirelerini tamamlamadan once ¢iftlesip nesillerini devam ettirirler. Ancak, ergin kapra
boceklerinin yasam stireleri c¢iftlesmis olma durumlarina gore degisiklik gostermektedir.
Ciftlesmis disiler 5 - 11 giin arasinda yasayabilirken, ¢iftlesmemis disilerin 12 - 28 giine kadar
yasayabildigi, ciftlesmemis erkekler 15 - 17 giin yasarken, ¢iftlesmis erkeklerin ise 3 - 13 giin

stire ile yasadigi belirtilmistir (Yadav ve Srivastava, 2017).

2.1.3. Kapra bocegi diyapozu

Boceklerde diyapoz, sicaklik veya nem orani gibi ¢evresel degisikliklere yanit olarak
ortaya ¢ikan, gelisimsel bir duraklama donemidir (Saunders ve ark., 2020). Obligat (zorunlu)

diyapoz ve fakiiltatif (zorunlu olmayan) diyapoz olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Tougeron



ve ark., 2019; Schebeck ve ark., 2022). Obligat diyapozu olan tiirler, ¢evre kosullarindan
bagimsiz olarak yasam dongiisiiniin ayni evresinde gelisimini durdururken, fakiiltatif
diyapozu olan tiirler ise, ¢evresel kosullara yanit olarak, diyapoza girip girmeyecegini belirler.
Birgok bocekte diyapoz, gelisimin tamamen durmasini gerektirmez. Diyapoz dinamik bir
stirectir; gaz aligverisi, metabolizma, stres direnci ve belirli genlerin ifadesinde artis gibi
faaliyetlerin, diyapoz déneminde goriildiigii kanitlanmistir (Hodek, 2013; Kostal, 2006; Hahn
ve Denlinger, 2007). Obligat diyapoz, tiiriin devami igin zorunludur. Her iki diyapoz tiirii de
sicaklik, fotoperiyot veya besin mevcudiyeti gibi c¢esitli ¢evresel kosullar tarafindan
tetiklenebilir. Ayrica, diyapoz siiresi basta diyapozun c¢esidi olmak {izere, bocek tiiriine ve
cevre kosullarina bagli olarak biiyiik Ol¢lide degisebilir. Genel olarak diyapoz, bocekler igin
onemli bir hayatta kalma stratejisidir ve boceklerin ¢evresel dalgalanmalarla basa ¢ikmalarina
izin verir (Lindgren ve ark., 1959; Stanic ve ark., 1963).

Son dénem kapra bocegi larvasi besin, sicaklik, kalabalik, fekal kalintilar vb. kaynakli
uygun olmayan sartlarda, kendisini diyapoz donemine sokarak, sartlar yasamini devam
ettirmek i¢in uygun hale gelene kadar metabolizmasini yavaglatip, minimum enerji
harcamaktadir. Kapra boceginde meydana gelen fakiiltatif diyapozun sekiz yila kadar
stirdiigii, bu zararli ile miicadelenin diyapoz durumunda iken en zor oldugu ve bu fazda
kimyasal miicadele yontemlerinin bile yetersiz kaldigi rapor edilmistir (Burges, 1963).
Diyapoz fazindaki kapra boceginin hayatta kalmasina yardimci olacak bazi genlerin ifade
seviyelerinde artis oldugu, soguk ile indiiklenmis diyapoz ve kontrol larvalarinda yapilan
karsilastirmali RT-qPCR analizi sonucunda gozlenmistir (Dageri ve ark., 2022). Kapra
boceginde ilk defa Antifreeze protein maxi-like ve Cold-shock domain-containing protein E1
genleri tanimlanmig, bu genlerin sogukla indiiklenmis diyapoz, akut soguk soku ve iyilesme
fazlarindaki dahiliyetleri kontrol gruplar1 ile kiyaslanmig, gen ifade profilleri ortaya

konulmustur (Dageri ve ark., 2023).

2.2.Nanoteknoloji

Icinde bulundugumuz ¢ag, teknolojinin her alaninda minyatiirlesmeyi saglayan bir
nanoteknoloji ¢agidir. Maddenin nano Glgekte manipiile edilmesini saglayan nanoteknoloji,
teknolojinin farkli alanlarinda gesitli faydalar saglayan, disiplinler arasi arastirma igin gelecek

vaat eden bir alandir. Son on yilda geleneksel veya mevcut tekniklere kiyasla bir¢ok alana



avantajlar saglayan nanoteknoloji bilim dali biiyiik 6nem kazanmistir (Das ve Chatterjee,
2019).

Nanoteknoloji

Biyoloji
Materyal

Bilimi

Sekil 2. 5. Nanoteknoloji ve diger bilimler.

Nanoteknoloji, bocek ilaglari, ilag tasinimi, elektronik cihazlar, giines pilleri,
kozmetik, tekstil, antibakteriyel aktivite ve yliksek iletkenlik ve tarim gibi ¢esitli alanlarda
cok cesitli firsatlar sunmaktadir (Sekil 2.5) (Jamkhande ve ark., 2019). Nanomalzemelere
dayal1 bocek oldiriiciilerin formiilasyonlar1 yoluyla, zararli bodceklerin kontrolii de
saglanabilmektedir. Bu yontem, zararli bdceklerin kontrolii i¢in kullanilan geleneksel
stratejilere ve nanoteknolojinin modern yaklagimlar1 olan nanomateryallerin potansiyeline
odaklanmaktadir. Bu nedenle, tarimda zararli boceklerin dogaya zarar vermeden kontroliinde
nanoteknoloji yesil ve verimli alternatifler saglamaktadir (Ragaei ve Sabry 2014). Hala,
zararli boceklere karsi kullanilan kontrol stratejileri sentetik insektisit uygulamalarina
dayanmaktadir. Ayrica, bocek popiilasyonlarinda insektisit direnci nedeniyle bu
uygulamalarin etkinligi azalmigtir. Dolayis1 ile zararli bocek kontrolii i¢in nanomateryal
tasarlamak, geleneksel bocek ilact formiilasyonlarina kiyasla, bir¢ok bakimdan umut verici bir

alternatiftir (Caceres ve ark., 2019).

2.2.1. Nanoparcaciklar



Nanoteknoloji, teknolojide pek ¢ok uygulamaya sahip, hizla biiyiiyen ve gelisen bir
alandir. Bu alan, nanoparcaciklar (NP'ler) iiretmek icin yeni yontemler saglamak amaciyla
kimya, mihendislik, fizik ve biyoloji dahil olmak {izere ¢esitli disiplinlerden
yararlanmaktadir. Nanoteknoloji, ¢esitli NP'lerin sentezi, karakterizasyonu ve uygulamalari
ile ilgilenmektedir. Sentezlenen NP'lerin boyutu 1-100 nm arasinda degisebilmektedir
(Verma ve ark., 2019). NP'leri sentezlemek i¢in ¢esitli sentetik kimyasallar yaygmn olarak
kullanilir; ancak bunlarin kullanimi ¢evre dostu degildir. Toksik olmayan, ¢evre dostu bir NP

iiretim teknolojisi gelistirmeye yonelik acil bir ihtiya¢ vardir (Hano ve Abbasi 2021).

NP’lerin genis bir iriin yelpazesi vardir; tip, enerji liretimi ve ¢evresel iyilestirme
dahil olmak iizere bir¢cok potansiyel uygulamaya sahiptirler. NP arastirmalar1 i¢in en umut
verici alanlardan birisi tiptir. NP’ler, viicuttaki belirli hiicreleri ve dokular1 hedef alma
yetenegine sahiptir ve bu da onlari ilag dagitimi i¢in faydal kilar (Patra ve ark., 2018).
Ornegin, NP’ler, kanser hiicrelerini hedef alacak sekilde tasarlanabilir ve yalmzca tiiméor
bolgesine ulastiginda bir ilag yilikii salabilir. Bu, kemoterapinin yan etkilerini en aza
indirmeye ve tedavinin etkinligini artirmaya yardimci olabilir. NP’lerin arastirildigi bir bagka
alan da enerji iiretimidir. Ornegin, NP’ler giines pillerinin ve pillerin verimliligini artirmak
icin kullanilabilir. Pillerin elektrotlarinda NP’ler kullanilarak, depolayabilecekleri enerji
miktarin1 6nemli Ol¢lide artirmak mimkiindir (Wei ve ark., 2018). NP’ler ¢evresel
iyilestirmede de kullanilabilir. Ornegin, metilen mavisi (MB) boya ve diger kirleticileri
temizlemek igin kullanilabilirler. NP’ler, belirli Kirleticileri absorbe edecek ve daha sonra

ortamdan kolayca uzaklastirilacak sekilde tasarlanabilir (Rahaiee ve ark., 2020).

Pek ¢ok potansiyel faydasina ragmen, NP’lerin omurgali canlilarin sagligi ve cevreye
verebilecekleri potansiyel olumsuz etkileri konusunda da endiseler bulunmaktadir. Ornegin,
baz1 NP’lerin solundugunda zehirli oldugu tespit edilmis ve bunlarin ¢evrede birikip dogal
yagsama zarar verme ihtimali iizerinde durulmustur. Bu nedenle, NP’lerin giivenlik ve ¢evresel
etkilerine yonelik aragtirmalar ayr1 ve 6nemli bir ¢caligma alanidir. Genel olarak, NP’ler bir¢cok
endiistride devrim yaratma ve yasamlar cesitli sekillerde iyilestirme potansiyeline sahiptir

(Handy ve Shaw, 2007).

2.2.2. Nanoparcaciklarin simiflandirilmasi
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NP’ler, sifir boyutlu, tek boyutlu, iki boyutlu ve ii¢ boyutlu nanomalzemeler olmak
lizere boyutlarina gore dort gruba ayrilirken, yapilarina gore ise temel olarak {i¢ ana gruba
ayrilmaktadir. Bunlar organik, inorganik ve karbon bazli NP’lerdir (Joudeh, N., ve Linke, D.
2022). Organik NP’ler, proteinler, karbonhidratlar, polimerler veya diger organik bilesikleri
icerebilmektedir (Pan ve ark., 2016). Bu NP'ler toksik degildir, biyolojik olarak
parcalanabilirler (Ealia ve ark., 2017). Organik NP’lerin potansiyel uygulama alanim
belirleyen bilesim, ylizey morfolojisi, kararlilik, tasima kapasitesi, vb. gibi farkli parametreler
vardir. Giinlimiizde organik NP’ler cogunlukla biyomedikal alanda hedeflenen ilag
dagitimmda ve kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Gujrati ve ark., 2014). Karbon bazli
NP’ler yalnizca karbon atomu iceren NP’lerdir. Elektriksel iletkenlikleri, yiiksek
dayanikliliklari, elektron afiniteleri, optik ve termal oOzellikleri sebebiyle kullanilmaktadir
(Mauter ve ark., 2008).

Inorganik NP’ler ise metal, seramik ve yari iletken metallerden olusan NP’lerdir.
Metal NP’ler tamamen metal Onciilerinden yapilmistir: monometalik, bimetalik veya
polimetalik olabilirler. Bimetalik NP’ler alasimlardan yapilabilir veya g¢ekirdek-kabuk gibi
birden fazla katmanlarda olusturulabilir. Lokalize yiizey plazmon rezonans oOzellikleri
nedeniyle, bu NP’ler benzersiz optik ve elektriksel 6zelliklere sahiptir. Ek olarak, bazi metal
NP’ler kendine 6zgii termal, manyetik ve biyolojik dzelliklere sahiptir. Bu, inorganik NP’leri
cok sayida fiziksel, kimyasal, biyolojik, biyomedikal ve farmasétik uygulamada kullanilabilen
nanocihazlarin gelistirilmesi i¢in giderek daha Onemli malzemeler haline getirmektedir

(Joudeh ve ark., 2022).

2.2.3. Nanoparc¢aciklarin sentezi

NP’ler kimyasal, fiziksel veya biyolojik olarak sentezlenebilmektedir. Fakat temelde
asagidan yukariya ve yukaridan asagiya olmak tizere iki yontem bulunmaktadir (Sekil 2.6).
Asagidan yukariya yontem, malzemenin atomdan once kiimelere ve daha sonra NP’lere kadar
biiytimesidir. Sol-jel, kimyasal buhar biriktirme (CVD), piroliz ve biyosentez, NP iiretimi igin
en yaygin kullanilan asagidan yukariya yontemlerdir. Yukaridan asagiya yontem, biitiin bir

kiitle halindeki malzemenin nanometrik 6l¢ekli pargaciklara indirgenmesidir. Mekanik
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oglitme, nanolitografi, lazerle kesme, piiskiirtme ve termal ayristirma en yaygin kullanilan

yukaridan asagiya NP sentezleme yontemlerinden bazilaridir (Ealia ve ark., 2017).

Nanopartikul Sentezi

Yukarnidan Asadiya Asadidan Yukariya

—T— i — B — s

Toz Nanoparcacik Atom Kumeleri Al
[ Fiziksel Yontemler ] [Kimyasal Y6ntemler] [ Biyolojik Yontemler ]
Ve N\ N\ / Bitki N\
/ Mekanik dgutme \ / \ / \
Reduksiyon Mantar
Lazer Ablasyonu
Sol-Jel Bakteri
Asindirma
Lazer Prolizi Alg
Yogunlastirma
Isinlama Arke
Spray proliz

& j & / & Enzim ve proteinler j

Sekil 2. 6. NP sentez yontemleri.

2.2.4. Nanopestisitler

Nanopestisitler, zirai kimyasal bilesenleri tasimak icin aktif bilesen olarak NP’leri
kullanan, 1 - 200 nm arasinda iki ila ii¢ boyutlu nispeten yeni nano yapilardir (Vasseghian ve
ark., 2022). Bu kiiciik parcaciklar boyutlarindan dolayr essiz olma niteliginin yani sira,
insektisit yerine kullanilmalar1 ve kimyasal ilaglarin NP’lere yiiklenmesi gibi bir takim yeni
avantajlar sunmaktadir (Chaud ve ark., 2021). Bitki dokularina niifuz etmede etKkili
olmalarindan 6tiirii, tarim zararlilarin1 kontrol etmede oldukga iyidirler. Bu nanopestisitler
metaller, metal oksitler ve polimerler dahil olmak tizere ¢esitli malzemelerden

yapilabilmektedir. Bunlardan bazilari, antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu gosterilen
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gimiis, bakir ve ZnO NP’ler ve belirli zararlilara karsi toksik olabilen karbon bazli NP’lerdir
(Kookana ve ark., 2014).

Nanopestisitler, insektisit olarak kullanilmalarinin yanisira, kimyasal igeriklerinden
dolay1 cevresel kirlenmeye sebep olmakta ve insan sagligini tehdit etmektedir. Buna ek
olarak, nanopestisitlerin siirekli uygulanmasi, boceklerde dirence neden olabilmesi
bakimindan, tarimsal zararlilar ile miicadelede zorluklar olusturmaktadir (Hamel ve ark.,
2020). Bu nedenle, zararli boceklerin kontrolii i¢in tasarlanmis yeni NP’lerin hizla
gelistirilmesiyle ileri teknolojileri kullanan yeni stratejiler, bu sorunlar1 ¢6zmeyi
amaclamaktadir. Yeni nanopestisitlerin, zararli bdcekleri kontrol etmeye yonelik
metabolizmalarina niifuz edebilen, aktif ve kararli kalabilen, ayn1 zamanda gevreye karsi
zararsiz olabilen, uygun maliyetli ve gelismis formiilasyonlar saglamasi beklenmektedir
(Deka ve ark., 2021). Genel olarak, nanopestisitlerin evrimi, hem bitki koruma hem de tarim
zararlilarinin  kontroliiniin olumsuz c¢evresel etkisini azaltma faydalar1 ile umut verici

niteliktedir (Cizelge 2.1).

Kimyasal pestisitlerin asirt kullanimiyla yasanan onemli ekolojik ve toksikolojik
sorunlar, yesil kimyaya olan ilgiyi arturmistir (Benelli ve ark., 2018). Yeni polimer bazli
nanoformiilasyonlar1 sunan bir¢cok yeni makale, biyolojik olarak parcalanabilen polimerlerin
kullanim1 yoluyla ¢evreye daha az zararl bitki koruma tiriinleri gelistirme yolunda ¢aligmalar
yapmaktadir. Nanopestisitler olarak kabul edilen polimer tiirleri, farmasdtik veya kozmetik
sektorlerinde kullanilanlara benzer olup, baslica polisakkaritler (kitosan, aljinatlar ve nisasta)
ve poliesterleri (poli-e-kaprolakton ve polietilen glikol) igermektedir (Abreu ve ark., 2012).
Pek ¢ok dogal maddenin bocek oldiiriicti 6zellikler sergiledigi bilinmektedir; ancak bunlar
genellikle kararsizdir ve erken bozunmaya karsi koruma gerektirir. Gelecekte iiretilen
nanopestisitlerin, hem maliyet hem de performans agisindan mevcut formiilasyonlarla rekabet

edip edemeyecekleri ayrica arastirilmasi gereken bir alandir (Kah ve ark., 2014).

Cizelge 2. 1. Zararli boceklerle miicadele amaciyla farkli NP uygulamalart.

NP tiirleri NP’lerin zararh bocekler Oliimciil konsantrasyonlar Kaynak
iizerindeki insektisidal etkileri (LCsoi90) veya oliim yiizdesi

ZnO NP  Sitophilus oryzae ve Sitotroga Boceklerin 50, 100 ve 150 ppm Ibrahim ve ark.,
cerealella erginlerine, yesil  ZnO NP'ler ile muamele edilmis 2022
sentezlenmis ZnO NP'ler bugday tanelerine 7 - 14 giinliik
uygulanmigtir.  Erginlerin =~ 6lim  maruziyetleri sonrasi, istatistiksel
oranlari, maruz kalma siiresi ve olarak anlamli O6lim oranlari
NP'lerin konsantrasyonu ile birlikte (88.89+11.11'e kadar)
artmigtir. gOrlilmiistiir.
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ZnO NP  Eucalyptus  globulus'un  yaprak 15 giinlik maruziyet siiresi Siddique ve ark.,
ekstraktindan sentezlenen yesil ZnO sonunda 1800 ve 600 ppm 2022
NP'ler, Rhyzopertha dominica'nin dozlarinda siras1 ile %625 ve
kontroliinde olumlu etki gostermistir. ~ %80,5 6liim oranlar1

gozlenmistir.

Ag NP Datura stramonium ve Syzygium T. granarium'da en yiiksek 6lim  Gulzar ve ark.,
aromaticum yaglar1 kullanilarak 300 oram %41,40 kaydedilmistir. 2020
ppm konsantrasyonunda
biyosentezlenmis  Giimiis NP’ler
(AgNP'ler), T. granarium'a Kkarsi
insektisidal etki gostermistir.

SiO; NP SiO; NP’lerin, 2 ve 5 giinlik Oliime neden olan  Abdelfattah ve
uygulamalarmin T. granarium ve konsantrasyonlar, T. granarium Zein, 2019
Stegobium paniceum 'da %100 6lim i¢cin 1,5 ve 2 g/kg ve T.
oranina sebep oldugu goriilirken, castaneum igin 4 g/kg olarak
Tribolium casteneum'da 21 giinliik belirlenmistir.
uygulamasinin ise %83 6liim oranina
neden oldugu bulunmustur.

FesO4 Musca domestica'da Manyetit NP’ler LCso Ve LCgo degerleri, besleme Toto ve ark.,
ile yapilan besleme ve temas ve temas deneylerini takiben 2022
toksisite ¢aligmalar1 sonucu insektisit ~ Sirasiyla 60 ve 75 pg/mL olarak
etki gozlenmistir. 23 ila 30 nm bulunmustur.
boyutunda, Fes04 NP’lerin, Musca
domestica'nmin pupa ve larvalarma
kars1  toksik  etki  edebilecegi
bildirilmistir.

Cu NP Mantar kullanilarak yesil sentez LCso Ve LCyo degerleri, T. molitor  Vivekanandhan,
yontemiyle sentezlenmis Cu NP'ler, larvalar1 i¢in swrasiyla 6.487 -  veark., 2021b
Tenebrio molitor ve diger cesitli 29.363 pg/mL olarak
sivrisinek larvalarmma kargi Onemli belirlenmistir.
olgiide toksik aktivite gostermistir.

Zn0O Cinko Oksit (ZnO) ve silika NP’lerin  Zararlilar iizerindeki ZnO etkisi ~ Haroun ve ark.,
Sitophilus oryzae L., Callosobruchus sirasiyla %98,3, %98 ve %57 2020
maculatus ve Tribolium castaneum olarak  belirlenmistir.  Silika
tizerindeki toksik etkileri  NP'lerin en yiiksek
incelenmistir. konsantrasyondaki 6liim oranlari

sirast  ile %100, %88.3 ve
%36°dur.

g- CuNP Bakteriler aracihigiyla sentezlenmis 5 giinlik uygulama sonrasi LCso  El-Saadony ve
Cu NP’ler Tribolium castaneum'a degeri 37 ppm olarak ark., 2020
kars1 6nemli olglide insektisidal etki kaydedilmistir.
gostermistir.

CuO - NP  CuO NP’ler, Sitophilus granarius ve 10 giinlik uygulama sonrast S. Badawy ve ark.,
Rhyzopertha dominica'da yiiksek granarius i¢in %55 - 94.4 2021
seviyede insektisit aktivite oranlarinda 6lim saptanirken, R.
gOstermistir. dominica ‘da %70 - 90 arasinda

mortalite oran1 bulunmustur.
AgNP AgNP’ler, cesitli sivrisinek tiirleri  Sineklerdeki O6lim  oranlar1  Veerakumar ve

olan Anopheles stephensi, Aedes
aegypti ve Culex quinquefasciatus
tizerinde toksik etki gostermistir.

strastyla, LCsp = 26.712 pg/mL;
LCq = 49.061 ],Lg/mL, LCs =
29.626 LCqp = 54.269 pg/mL) ve

LCso = 32.077 ug/mL; LCg =
58.426 png/mL) olarak
belirlenmistir.

ark., 2014
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g—CuNP Yesil

sentezlenmis Cu  NP’ler
Trogoderma granarium iizerinde
uygulanmistir. Cu NP’lerin  kapra
bocegine karst dnemli bir insektisit
olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

250 ve 300 ppm derisimlerinde
uygulanan Cu NP’ler kapra
bocegi ergininde 144. saatte %90
oraninda 6liime sebep olmustur.

Kadir, M. L.,
2022.

ZNO NP  Yesil sentezlenmis ZnO NP’ler, ZnO NP'lere 144 saat maruziyet — Thakur ve ark.,
Spodoptera litura ve Macrosiphum sonrasi S. litura’min iigiincii 2022
euphorbiae'nin  kontroliinde ¢evre donem larvalari ve M. euphorbiae
dostu alternatif insektisit olarak erginlerinde %100 olim oram
oOnerilmistir. gozlenmistir.

ZnONP  Ticari olarak temin edilen ZnO 50 mg kg! derisiminde %27,5 Raduw ve
NP'lerin insektisidal etkinligi T. Olim oram goriilirken, 100 mg Mohammed,
granarium'a kars1 50, 100 ve 200 mg kg derisiminde bu oranin %37,1 2020
kg'' derisimlerinde uygulanarak 7 oldugu gorilmiistiir.
giin boyunca gozlenmistir. Uygulamanin 7. giiniinde ve en

yiiksek konsatrasyon olan 200 mg
kg? derisimindeki 6liim orani ise
%060 olarak belirlenmistir.

2.3. Yesil Sentez

NP sentezinde kullanilan kimyasal ve fiziksel yontemlerdeki ¢evre dostu olmayan
yaklagimlar nedeniyle, biyolojik sentez yontemi 6n plana ¢ikmistir. Dolayist ile son yillarda
NP’ler icin gilivenli, kolay, uygun maliyetli, siirdiiriilebilir ve Olgeklenebilir yesil sentez
yaklagimlar gelistirilmistir. Mayalar, mantarlar, bakteriler ve bitki 6zleri gibi ¢esitli biyolojik
sistemler, su siralar NP’lerin {iretimi i¢in yesil sentez yaklasimlarinda ana materyal olarak
kullanilmaktadir. Bitki temelli NP yesil sentezi ise, uygulama kolayligi ve bitki ¢esitliliginin
fazla olmasi1 nedeniyle biyolojik teknikler arasinda en ¢ok tercih edilenidir (Hano ve ark.,
2021). Yesil sentezin kullanilmasina iliskin diger avantajlar ise, hem diisiik maliyetli hem de
cevreye ve canlilara daha az toksik olmasidir. Bu nedenle, yesil sentez yontemi gevre dostu
olarak kabul edilmektedir (Benelli ve ark., 2018).

Bitki ekstraktlari, NP’ler olusturmak igin metal iyonlarmin biyolojik indirgemesinde
kullanilmaktadir. Fenolik asitler, sekerler, alkaloidler, terpenoidler, polifenoller ve proteinler

gibi bitki metabolitlerin, metal iyonlarinin NP’lere indirgenmesinde ve sonraki

kararliliklarinin desteklenmesinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Metal tuzu gibi farkli
aktif molekiiller ve onciiller, NP’lerin nihai morfolojisini ve boyutunu belirler. NP’lerin
olusumu, bitki ekstraktlarinin igerigine bagli olarak oOnciil metal ¢ozeltisinde kisa siirede
tamamlanabilir; bunun baslica nedeni ekstraktlarin konsantrasyonu, metal tuzu
konsantrasyonu, pH ve sicakliktir (Gour ve ark., 2019). Biyolojik teknikler veya yesil sentez

kullanilarak sentezlenen NP’ler, tek adimli bir prosediir kullanilarak sentezlendikleri icin,
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daha fazla kararlilik ve uygun boyut gibi ¢esitli 6zelliklere sahip olurlar (Parveen ve ark.,
2016).

2.4. Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

Sentezlenen NP’lerin farkli mikroskobik ve spektroskopik cihazlarin kullanimi ile
morfolojik ve yapisal analizleri yapilmaktadir. En yaygin kullanilan yontemler sunlardir:
Ultraviyole / Goriiniir Bolge Spektrofotometresi (UV - Vis) , X - Isin1 Kirinim Spektroskopisi
(XRD), Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometresi (FTIR), Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM), Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM). Genel olarak, bu teknikler
NP’lerin boyutu, sekli, bilesimi, kristal yapisi ve yiizey kimyasi hakkinda kapsamli bilgi
saglayabilir. Karakterizasyon yonteminin se¢imi, karakterize edilmesi gereken 6zelliklere ve

¢alisilan numunenin tiiriine baglidir (Gour ve Jain, 2019).

2.5. Kereviz Bitkisi (Apium graveolens L. var. dulce)

Sap kereviz olarak da bilinen Apium graveolens L. var. dulce Misir ve Dogu Asya
iilkelerinde yetisen iki yillik bir bitkidir (Sekil 2.7). Misir, Isveg ve giiney Avrupa iilkelerinin
sulak alanlarina 6zgii bu bitki gida, ilag ve aroma i¢in dogal baharat olarak kullanilir (Helaly
ve ark., 2015). Kereviz bitkisi Ca, Mn, Mg, P, Fe ve Zn minerallerine ek olarak A, B1, B9, C,
E ve K vitaminleri icerigi ile taninir (Shad ve ark., 2011; Domagaa ve ark., 2012). Yapraklar1
salatalarda yaygin olarak kullanilirken, tohumlar1 kardiyovaskiiler hastaliklardan kaynakli
kandaki lipid seviyesini diistirmede (Shehata ve Soltan, 2012), kas spazmlarinda (Saini ve
ark., 2014), iltihaplanmalarda ve bir¢ok saglik sorunlarindan korunmaya yardimci olmada
kullanilir (Abdel-Moein ve ark., 2011).
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Sekil 2. 7. Apium graveolens L. var. dulce yaprag: (https://www.healthbenefitstimes.com/celery).

Apium graveolens L. var. dulce gelencksel olarak, gesitli saglik sorunlarini tedavi
etmek icin kullanilir. Antiinflamatuar, antiradikal, antidiyabetik, antikoagiilan, antimikrobiyal,
anti-kanser, hipolipidemik, hipoglisemik, hipokolesterolemik, hepato ve ndroprotektif etkiler
dahil olmak iizere cesitli farmakolojik etkilere sahiptir (Prasathkumar ve ark., 2021,
Chonpathompikunlert ve ark., 2018; Kooti ve ark., 2015; Shivashri ve ark., 2013).

Kereviz bitkisi tohumlarinin kapra bocegi lizerinde itici ve oldiiriicti etki gosterdigi
belirtilmistir. % 2, % 4 ve % 6 gibi farkli konsantrasyonlarda kereviz tohumlarinin tozlari
kapra erginleri iizerinde uygulanmistir. En yiiksek Oliim orami %6 konsantrasyonunda 6
giinliik maruziyet sonunda %96.6 olarak belirlenmistir. Kapra iizerinde iticilik testinde ise,

%40 oranindaki kereviz tohumlarinin etkili oldugu bildirilmistir (Mhemed, A. J. 2011).

Aedes aegypti, Aedes gardnerii ve Aedes lineatopennis gibi gesitli sivrisinek tiirlerine
karst uygulanan A. graveolens ekstraktinin farkli formiilasyonlari, giiglii bir kovucu 6zellik
gostermistir. Ticari olarak hali hazirda kullanilan kimyasallara kiyasla daha yiliksek kovuculuk
gosteren formiilasyon, kereviz bitkisinin bu alanda ¢evreci kullanimmin miimkiin

olabilecegini gostermistir (Tuetun ve ark., 2008).

Iclerinde kereviz bitkisinin de bulundugu farkli bitki cesitlerinin ekstraktlarindan
yapilmis formiilasyonlar, Sitophilus oryzae, Callosobruchus maculatus ve Tyrophagus
putrescentiae gibi bazi depolanmis tahil zararlilarina karsi kullanilmigtir. Kereviz ekstraktinin
artan konsantrasyonlar: ile birlikte, zararlhlar tizerinde %100 6liim oranina sebep oldugu
bildirilmistir (Al-Akhdar ve ark., 2015).

Bir tahil kurdu olan Rhyzopertha dominica F. ile miicadelede kereviz tohumlarindan
ekstrakte edilen esansiyel yagin toksik ve itici etkileri arastirilmistir. Sonugta, Kereviz

esansiyel yagiin, R. dominica'nin erginleri tizerinde 6nemli bir toksisiteye sahip oldugu
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bildirilmistir. Genel 6liim orani, artan ugucu yag konsantrasyonlar1 ve maruz kalma siireleri
ile dogrudan iliskili olmustur. Oldiiriicii olmayan konsantrasyonlarda ise zararli iizerinde

kovucu etki gosterdigi belirtilmistir (Ebadollahi ve ark., 2018).

Yesil sentez yoluyla Apium graveolens L. var. dulce kullanilarak elde edilen giimiis
NP’lerin antifungal aktivitesi, iki patojenik mantar ¢esidinde (Aspergillus niger ve Aspergillus
goii) incelenmistir. NP uygulanan bélgede inhibisyon meydana gelmis ve NP’lerin uygulanan
konsantrasyona bagli olarak mantarlarin biiylimesini g¢esitli seviyelerde engelledigi
goriilmiisken, kontrol olarak kullanilan kereviz ekstraktinin ise mantar biiylimesini devam

ettirdigi gorilmistiir (Roy ve ark., 2015).

Apium graveolens' den biyolojik olarak sentezlenen kobalt oksit NP’lerin etkinlikleri
cilt enfeksiyonlarina neden olan gram-negatif (Pseudomonas aerugino) ve gram-pozitif
(Staphylococcus aureus) patojenlere karst denenmistir. Kobalt NP’ler kiigiik olduklarindan
dolay1 bakteri hiicre zarini pargalayarak antibakteriyel 6zellik gostermistir. Ekstrakt oraninin

artirtlmasinin NP etkinligini artirdig1 da ayrica belirtilmistir (Urabe ve Aziz, 2019).

Bir ¢aligmada sap kerevizin yapraklarindan elde edilen esansiyel yag, dogal ortamda
ve laboratuvarda olmak {izere iki farkli deney setinde sivrisineklere (Aedes aegypti)
uygulanmistir. Farkli dozlarda uygulanan esansiyel yag, ortamdan bagimsiz olarak
sivrisineklerin 6liim oranin yiikseltmistir. Sonug olarak, her iki ortamda yetisen sivrisinekler
icin de A. graveolens esansiyel yaginin, insektisidal etki gosterdigi bildirilmistir (Chaiyasit ve
ark., 2006).

Bagka bir ¢alismada yine Aedes aegypti sivrisineklerine uygulanan A. graveolens’in
tohum ekstrakti, larvalar ve erginlerde insektisidal aktivite gostermistir. Ayrica, muamele
sonrast anormal hareket sergileyen larvalardan dolayi, A. graveolens ekstraktinin toksik
etkisinin, sinir sistemi tizerinde etkili olabilecegi belirtilmistir. Sonug olarak, A. graveolens
tohum ekstraktinin sivrisinekler {iizerinde kovucu ve Oldiiricii etkiye sahip oldugu

bildirilmistir (Choochote ve ark., 2004).

2.6. ZnO NP’ler

2.6.1. Yesil sentez yolu ile elde edilen ZnO NP’ler
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ZnO NP’leri, gesitli alanlarda ilging o6zelliklere ve genis uygulama alanlarina sahip
temel metal oksit parcaciklaridir. Ayrica, diisiik toksisite ve biyouyumluluk gibi 6zelliklere
sahip olan ZnO NP’lerin, diger NP’lere kiyasla kanser hiicrelerine kars1 dogal olarak segici
toksisite gosterdiklerini ve bu nedenle, gelecekte bir antikanser ajani olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir (Anjum, ve ark., 2021). Bir¢ok enzimin kofaktorii olan Zn, DNA replikasyonu,
DNA onarimi dahil olmak iizere hiicresel siireclerde dnemli rol oynar ve kanser hiicrelerinde
oksidatif stresi indiikleme yetenegine de sahiptir. Bu nedenle, ZnO NP’lerin kullanim1 tip
bilimi agisindan olduk¢a Onemlidir. Ayrica ZnO NP’ler, 6zel yar iletken, optik ve
piezoelektrik 6zelliklere sahip oldugundan, biyomedikal goriintiileme, floresan, manyetik
rezonans, tomografi, ila¢ dagitimi gibi ¢ok ¢esitli biyomedikal uygulamalar ig¢in
kullanilabilirler (Mohammadian ve ark., 2018).

ZnO NP’ler i¢cin mekanokimyasal isleme, kendi kendine birlestirme, mikrodalga
yontemi, dogrudan c¢okeltme ve RF plazma sentezi gibi birgok farkli sentez yontemi
gelistirilmistir. Genellikle bu yontemlerin, tek tip bir pargacik boyutu dagilimina sahip
olmamas1 veya pargacik boyutunun biiylik olmasi gibi dezavantajlar1 vardir. Bu yontemlerde
cozeltiye, yiizey gerilimini etkileyen ve topaklanmayi engelleyen bazi maddeler eklenir
(Ayuk, ve ark., 2017).

Bitki ekstraktlari, partikiillerin topaklanmasini engelleyen ve daha kiiciik boyutlu
partikiillerin {iretilmesini saglayan maddeler igerir. Bitkilerin toksik olmayan igeriklerinin
kullanilmas1 nedeniyle yesil sentez, NP’lerin sentezi i¢in kullanilmasi ¢evre dostu

yontemlerden biridir (Mohammadian, 2018).

Yapilan bir ¢alismada, Etiyopyamin farkli bolgelerinde yetistirilen ve endemik bir
bitki olan Koseret (Lippia adoensis) yaprak ekstraktindan yesil sentez yontemi ile ZnO NP’ler
sentezlenmistir (Demissie ve ark., 2020). Biyosentezlenen ZnO NP’ler, termogravimetrik
analiz (TGA), XRD, TEM, enerji dagilimli spektroskopi (EDS), SEM, UV-Vis ve FTIR
kullanilarak karakterize edilmistir. Ayrica bu calismada arastiricilar, sentezlenen ZnO
NP’lerin Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus ve Enterococcus
faecalis'in klinik ve standart suslarina karsi disk diflizyon yontemi ile antibakteriyel
aktivitesini de degerlendirmistir. Boylece, Lippia adoensis yaprak ekstrakti kullanilarak
sentezlenen ZnO NP’ler, hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakteri suslarina karsi
sirastyla 14 mm ve 12 mm inhibisyon bolgesi olusturarak antibakteriyel etki gostermistir
(Demissie ve ark., 2020).
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Ticari olarak temin edilen yesil ZnO NP’lerin T. granarium {iizerindeki insektisidal
etkisi arastirilmistir. Uygulanan dozlara gore Oliim oranlart farklilik gostermistir. Kapra
boceginin ikinci donem larvalarinin, diger donemlerden fazla §lim oranina sahip oldugu
belirtilmistir. Sonug olarak, kapra boceginin ZnO NP’lerle muamelesi ile kontrol edilebilecegi
bildirilmistir (Raduw ve Mohammed, 2020).

2.7. Katalaz

Antioksidanlar, hiicrelerdeki serbest radikalleri noétralize ederek hiicre hasarini
onlemektedir. Katalaz (CAT) enzimi, hiicrelerin antioksidan savunmasinin 6nemli bir
parcasidir. CAT hiicrelerdeki Hidrojen Peroksit (H202) gibi zararl: bilesikleri parcalayarak su
ve oksijene doniistiiriir (Sekil 2.8). Boylece serbest radikallerin olusumunu engelleyerek,
antioksidan savunmanin etkinligini artirir (Kim ve ark., 2008). H2Oz, hiicrelerdeki enzimlerin
aktivitesi sirasinda olusabilir ve hiicrelere zarar verebilmektedir. CAT, hiicre
metabolizmasinda da 6nemli bir rol oynar. Ozellikle karaciger ve bobreklerde, yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur ve metabolik atiklarin par¢calanmasina yardimer olur (Kaushal ve
ark., 2018). Bir¢ok organizma gibi bocekler de, oksidatif hasar savunmasi olusturmak igin
onemli derecede CAT kullanirlar (Xu ve ark., 2017). CAT'in yapist ve regiilasyonu Bombyx
mori, Protaetia brevitarsis, Daphnia magna, Spodoptera exigua ve Helicoverpa armigera
gibi bazi boceklerde incelenmistir (Yamamoto ve ark., 2005; Kim ve ark., 2008; Hu ve ark.,
2011; Kim ve ark., 2010; Wang ve ark., 2012).

Bir ¢alismada CAT, Drosophila melanogaster'da kapsamli bir sekilde incelenmistir ve
asir1 ifadesinin D. melanogaster'in yasam siiresini uzattigi anlagilmistir (Orr ve Sohal, 1994).
Ayrica, CAT’1in Anopheles gambiae'nin oositlerini ve embriyolarini reaktif oksijen tiirleri
(ROS) nedeniyle olusan hasardan korumada 6nemli bir rol oynadig: bildirilmistir (DeJong ve
ark., 2007).
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H,0, >H,0+ %0,

Sekil 2. 8. Katalaz araciligiyla H202'in su ve oksijene detoksifikasyonu.

2.8. Is1 Sok Proteinleri

Is1 Sok Proteinleri (Heat Shock Proteins: (HSPs) (HSP’ler)), hiicrelerde proteinlerin
dogru sekilde katlanmasini, diizenlenmesini ve yikimini saglayan bir grup protein ailesidir.
HSP'ler, artan sicaklik, oksidatif stres, pH degisiklikleri, enfeksiyonlar, tibbi miidahaleler gibi
cesitli uyaricilara yanit olarak hiicrelerde sentezlenirler (Hartl ve ark., 2011).

1962 yilinda Drosophila melenogaster larvasina uygulanan 1s1 soku sonucunda sinekte
kromozomal bir anormalligin farkedilmesi sonucu kesfedilen HSP’ler, boceklerin ¢evresel
stres faktorleriyle miicadelesinde biiyiik 6neme sahiptir (Ritossa, 1962). HSP’ler yapilarina ve
molekiiler agirliklarina gére HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 ve kiigiik HSP’ler (small Heat
Shock Proteins) olarak siniflandirilmislardir (Cizelge 2.2) (Tutar ve Tutar 2010). HSP'ler, tiim
organizmalarin hiicrelerinde bulunan ve yeni olusan polipeptitlerin katlanmasina yardimeci
olan saperon proteinleridir. Protein ifadesinin diizenlenmesi, boceklerin farkli ¢evresel stres
kosullarina kars1 savunma mekanizmalarindan biridir. Hiicresel stresin artmasi, protein
yapilariin bozulmasia ve dolayisiyla HSP gen ifadesinde artisa neden olmaktadir. Oksidatif
stres (Lopez-Martinez ve ark., 2008), sicak (Joplin ve Denlinger 1990; Tungjitwitayakul ve
ark., 2015), soguk (Rinehart ve ark., 2007), agir metal (Shu ve Wang 2011), radyasyon
(Nguyen ve ark.,2009), viriis (Lyupina ve ark., 2010), bakteri (Iryani ve ark., 2017) gibi
biyotik ve abiyotik stresler sonucu HSP’lerin ifade diizeyleri artmaktadir (Guz ve ark., 2021).
HSP’lerin ayrica, bocek diyapozunda bulundugu organizmaya direng sagladig

diistiniilmektedir (Denlinger ve ark., 2001).

2.8.1. HSP60

HSP60, diger ismiyle GroE saperonlart veya saperonin, prokaryotik ve okaryotik
organizmalarda bulunan 60 kDa biiyiikliigiinde olduk¢a korunmus bir proteindir (Gupta,
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1995). HSP60 proteinleri mitokondrilerde ve Kloroplastlarda bulunur; uygun protein
katlanmasini kolaylastirmada ¢ok 6nemli bir role sahiptir (Neupert, 1997; Bukau ve Horwich,
1998). Ayrica protein agregasyonunu onler ve stres kaynakli apoptozu diizenlerler. HSP’lerin
stres araciligi ile indiiklenmesi, hiicrelerin normalde oOliimciil olan kosullarda hayatta
kalmalar1 i¢in hiicresel koruma 6zelligi kazanmalarin1 saglamaktadir (Kregel, 2002; Chow ve
ark., 2009).

2.8.2. HSP68

HSP68, HSP70 ailesinin bir iiyesidir. 68 kDa biiyiikligiinde oncii bir protein olarak
sentezlenen HSP68 mitokondriyal matrikste lokalizedir. HSP68, proteinlerin dogru sekilde
katlanmasma ve yanlis katlanmis proteinlerin diizeltilmesine yardimei olan bir saperon
proteindir (Palter ve ark., 1986). Ayrica stres kosullarina yanit olarak iiretilir ve hasarl
proteinlerin yeniden diizenlenmesine ve hiicrelerin stres kosullarina uyum saglamasina
yardime1 olur. HSP68'in antiapoptotik etkileri oldugu da gosterilmistir (Nollen ve ark., 1999).

Tiim bunlara ek olarak, ATP baglayici olarak da gorev almaktadir.

Cizelge 2. 2. HSP’lerin smiflandirilmasi ve fonksiyonlari.

isim Molekiiler Lokalizasyon Fonksiyon Kaynak
Agirhik (kDa)
Kiiciik HSP’ler 10-40 Sitozol, Hiicre iskeletinin stabilizasyonu Sun, 2005
Niikleus
Protein katlanmasi, agregasyonun
HSP60 58-65 Sitozol, Onlenmesi Gupta, 2010
Mitokondri
Sitozol,
Mitokondri, Protein katlanmasz, oksidatif
HSP70 66-78 Endoplazmik strese kars1 koruma Mayer ve Bakau,
retikulum 2005
HSP90 82-90 Sitozol, HSF1 onarimi, agregasyonun Snoeckx ve ark.,
Endoplazmik Onlenmesi 2001
retikulum
HSP100 97-120 Sitozol, Termo tolerans, protein Barends, 2010
Mitokondri, katlanmasi
Niikleus
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. ZnO NP’lerin Sentezi ve Karakterizasyonu

3.1.1. Kereviz bitkisinin yapragindan ekstrakt hazirlanmasi

ZnO NP’lerin sentezinde kereviz bitkisi (Apium graveolens L. var. dulce)’nin yaprak
ekstrakti kullanilmigtir. Satin alinan (Greenada Tarim Gida Turizm Insaat Ithalat ihracat
Sanayi ve Ticaret Limited Sirketi) taze kereviz yapraklar1 oda sicakliginda kurutulmus ve
ogitiilerek toz haline getirilmistir. Bitki tozu, 1:10 (kiitle:hacim) oranindaki dH.O-etanol
icerisinde 80 °C sicaklikta 1 saat karistirilarak ekstrakt elde edilmistir. Elde edilen ekstrakt
9000 rpm’de (Niive NF 800R) santrifiijlenerek Whatman kagidi (no:1) ile siiziilmiistiir. Daha
sonra bitki posalari ayristirilarak, elde edilen siipernatant +4°C’de saklanmigtir. Kereviz
ekstraktin hazirlanmasinda kullanilan ¢6ziicii, bitki miktari, 1sitma siiresi ve sicakligi

standardize edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1. Kereviz yapraklarindan ekstrakt eldesi.

3.1.2. ZnO NP’lerin yesil sentezi

ZnO NP sentezinde, Zn?* kaynag olarak, ¢inko asetat dihidrat (Zn(CH3COO),.2H20)
kullanilmigtir. NP sentezinde, ¢inko Onciiliiniin indirgenmesi ve indirgendikten sonra yiizey
kaplama ajan1 olarak, kereviz bitki ekstrakt ile kaplanmas1 amaglanmistir. Ilk olarak, tartilan
¢inko asetat dihidrat 100 ml distile su ile ¢oziilerek farkli derisimlerde (6, 20, 10, 50, 100
mM) hazirlanmistir. 10 ml 10 mM ¢inko asetat dihidrat ¢6zeltisi tizerine, 1 ml bitki ekstrakt
damla damla eklenerek, 2 saat siire ile karismaya birakilmistir. Cinko iyonlar1 ekstraktin aktif
molekiilleri ile ¢evrelendikten sonra, reaksiyon ortami bazik duruma getirilerek (pH:12), 1

saat daha karistirilmistir.
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Kaynatma Cinko+Ekstrakt+NaOH ile Karigtirma  pH:12, Santrifij, Yikama Kalsinasyon

Sekil 3. 2. Yesil NP Sentezi.

Olusan NP c¢ozeltisi 15 ml’lik falkon tiipiine alinarak 9000 rpm’de santrifiijlenmis ve

stipernatant yeni bir tiipe alinmistir. Bes defa dH20 ile yapilan yikama isleminin ardindan

NP’lar kalsinasyon i¢in yiiksek sicaklikta (400 °C) 1 saat siireyle yakilmistir. Kalsinasyon

islemi ile ZnO NP olusumu tamamlanmistir (Sekil 3.2).

Kereviz Yaprakiari

Kurutma
Ogatme

A

Kereviz Ekstrakti

Zn(CH3002)2.2H20
Cinko Asetat
Cozeltisi
Y :
_ J Manyetik
NaOH-PH:12 “|  Kanstirici
Y

A 4

Kalsinasyon

Santrifdj ——>

Yikama

»{ ZnO NP

Sekil 3. 3. ZnO NP sentez basamaklari.
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ZnO NP’lerin sentezi igin reaksiyon parametreleri olarak; metal derisimi,
metal:ekstrakt orani, reaksiyon siiresi, pH ve sicaklik etkileri takip edilerek, monodispers
(homojen dagilimli ve homojen boyutlu) NP’lerin elde edilmesi hedeflenmistir. Metal
derisimi optimizasyonu ig¢in farkli derisimlerde (6, 10, 20, 50 ve 100 mM) ¢inko asetat
dihidrat ¢ozeltileri kullanilmistir. Bununla birlikte, farkli metal:ekstrakt oranlari (1:5 ve 1:10)
kullanilarak da sentezler yapilmigtir. Optimum reaksiyon siiresi reaksiyonun 5. dakikasindan
120. dakikasma kadar gesitli araliklarla alinan 6rneklerin UV-Vis Spektrofotometresi ile
absorbans Ol¢iimleri ile belirlenmistir. Ayrica, ideal NP sentezi i¢in pH optimizasyonu da
yapilmistir  (pH: 9, 10, 11, 12). Reaksiyonun tamamlandigi kosullar UV-Vis

Spektrofotometresi kullanilarak nanoparcgaciklara ait absorbans takibi ile tespit edilmistir.

ZnO NP’lerinin sudaki ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmas1 sebebi ile NP’lerin yiiksek
biyouyumlulukta olan polietilen glikol ¢ozeltisi (PEG) ve HEPES tampon ¢ozeltisi gibi
coziiciiler igerisindeki ¢oziiniirlikkleri test edilmistir. Uygun ¢oziicli ortam1 bulunurken elde
edilen ZnO NP tozlart miligram seviyelerinde tartilarak, belirli derisimde ve pH’daki

¢Oziciilerin icerisinde ¢oziilmiistiir.

3.1.3. ZnO NP’lerin karakterizasyonu

Sentezlenen NP’lerin olusumu UV-Vis (Agilent Technologies Cary 60) cihazi
kullanilarak olgiilen ZnO’e ait karakteristik absorpsiyon pikleri ile takip edilmistir. NP’lerin
boyut ve sekil analizi alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FESEM, ZEISS
GeminiSEM 500) goriintiilemesi ile yapilmistir. Enerji dagilimli X-1s1n1 spektroskopisi (EDX,
ZEISS GeminiSEM 500) analizi ile 6rnegin bilesimi analizi edilmistir. Olusan NP’lerin kristal
yapilart XRD (PANalytical EMPYREAN) spektrumu ile belirlenmistir. FT-IR (Thermo
Scientific — Nicolet iS20) spektrometresi ile bitki ekstraktinin ve NP’lerin yapisal analizi
yapilmistir. NP’lerin HEPES ortamindaki siispansiyonunun yiizey yiikleri Zeta Potansiyel

(Micromeritics — Nanoplus 3) analizi ile belirlenmistir.
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3.1.4. Trogoderma granarium’un yetistirilmesi

Trogoderma granarium bocekleri kiiltiire alinmadan 6nce beslenecekleri bugday, 55
°C’de 6 saat siire ile etiivde tutularak muhtemel bir kontaminasyona karsi steril edilmistir.
Kiiltiir kaplarmin kapaklarina kiiciik delikler agilarak havalandirma saglanmistir (Sekil 3.4).
Ardindan, yiiz adet son donem larva 500 gr steril bugday igeren, kapaginda delikler bulunan
plastik bir kaba (27cm x 17cm x 5¢cm) konularak 35+1 °C sicaklikta ve %65 + 5 bagil nemde
etiivde tutulmustur. Olusturulan kiiltiirlerden pupalar toplanarak, yeni ¢ikan erginler ile NP
biyoassay deneyleri yapilmistir. Kiltiirden, ayrica, toplanan ergin bocekler yumurta
birakmalar1 i¢in ayr1 kaplarda bugday tizerine alinmustir. Larvalar, yumurtadan ¢ikisin
yaklagik besinci giliniinde, yani ti¢iincti donemde iken, NP biyoassay deneylerinde kullanilmak
tizere toplanmugtir (Kulkarni ve ark., 2015). Larvalarin {iglincii doneminin se¢ilmesinin sebebi
dort ve besinci doneme kiyasla daha az direngli olmalaridir (Mohammed ve ark., 2019).
Ayrica, Uglinci donem larvalarin dordiincii donem larvaya gecisi ortalama 7,5 giin
stirmektedir. Bu da bu larval dénemi, biyoassay deneyleri i¢in uygun kilmistir (Kulkarni ve
ark., 2015).

Sekil 3. 4. Kapra boceklerinin yetistirildigi kiiltiir ortami.
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3.1.5. ZnO NP ile besleme biyoassayi

Bu asamada, ZnO NP’lerin farkli derisimleri kapra boceginin {igiincii donem larva ve
erginlerinde oliimciil dozlar (Lethal Concentration (LC) / Letal Konsantrasyon) belirlemek
tizere uygulanmigtir. 500 ppm ZnO NP’nin 2 ml’si petriler lizerine 200 pl halinde damla
damla eklenerek, 7 g bugday ile karistirtlmistir. ZnO NP’nin bugday iizerine homojen bir
sekilde yayilabilmesi icin, petriler igerisindeki bugday karistirilmis ve 35°C sicaklikta etiivde
takip edilerek kurumaya birakilmistir. Ayn1 uygulama kontrol grubu i¢in yapilmis, ancak ZnO
NP yerine 0.1 M pH:6 HEPES soliisyonu kullanilmistir. Her iki uygulama da, ii¢ farkli tekrar
icermistir. 20 adet larvanin birakildigi uygulama petrilerinde, 6liim oranlar1 12, 24, 48, 72, 96,
120 ve 144 saat sonunda kaydedilmistir. Yukarida verilen siirelerden sonra muamele ve

kontrol grubundaki larva ve erginler sayilarak, LCso ve LCoo degerleri belirlenmistir.

Sekil 3. 5. Besleme deneylerinin gergeklestirildigi petriler.

3.2. Yesil Sentezlenmis ZnO NP’lerin Trogoderma granarium Uzerindeki Etkisinin

Molekiiler Diizeyde incelenmesi

Katalaz (TgCAT), Is1 soku proteini 60 (Hsp60) ve Is1 soku proteini 68 (Hsp68)
genlerinin ifade diizeyleri, Kantitatif es zamanli PCR (RT-qPCR) yontemi kullanilarak

incelenmistir. Bunun igin, besleme biyoassay ¢alismalar tekrar edilip, belirtilen siire sonunda
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larva ve ergin bocekler toplanarak, igerisinde NucleoZOL (Machery-Nagel GmbH, Diiren,

Almanya) bulunan mikrosantrifiij tiiplerine RNA izolasyonu i¢in hizlica aktarilmistir.

3.2.1. RNA izolasyonu

500 ppm ZnO NP’ler ile muamele edilmis, belirli siireler sonunda (12, 24, 48, 72, 96,
120 ve 144 saat) toplanan larva ve ergin ornekleri ve kontrol 6rneklerinden toplam RNA
izolasyonu yapilmistir. Toplanan larvalar ve ergin bocekler 500 pL soliisyon igeren
mikrosantrifiij tiiplerinde, tiiplere uyumlu havaneli yardimi ile homojenize edilmistir. 15 S
calkalamay1 takiben, 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilen 6rnekler, 12000 g’de 15 dk santrifiij
yapilmistir. Pelletler atilarak icerisinde RNA’nin  bulundugu siipernatantlar, temiz
mikrosantrifiij tliplerine transfer edilmistir. Daha sonra izopropanol eklenerek RNA’lar
coktiiriilerek pellet haline getirilmistir. Tiipiin tabaninda goriiniir hale gelen RNA pelletleri
500 pL %75 etanol ile yikandiktan sonra, 3 dk 8000 g’de santrifiij edilmis, bu islem iki kere
tekrarlanmigtir. Son asamada, pelletler tizerine RNaz i¢cermeyen ultra saf su eklenerek diliie
edilmis ve RNA'larin miktar1 ve safligt Multiskan GO puDrop Spektrofotometre (Termo Fisher
Scientific, MA, ABD) cihaz1 kullanilarak belirlenmistir.

3.2.2. cDNA sentezi

RNA’lar izole edildikten sonra OneScript® Plus ¢cDNA Sentez Kiti (ABM Good,
Kanada) prosediiri uygulanarak RNA’lardan cDNA sentezi yapilmistir. Kit igerisinde
bulunan cDNA sentezi 6geleri; 1 pl OneScript® Plus RTase, 1 ul Oligo - dT primer, 4 ul 5X
RT tamponu, 1 ul ANTP’den olusmaktadir ve 1 ug RNA da eklenerek reaksiyon son hacmi 20
ul olacak sekilde kalan hacim ddH20 ile tamamlanmigtir. CONA’lar, 15 dk boyunca 55 °C'de
ve 5 dk boyunca 85 °C'de inkiibasyon asamalar1 ile sentezlenmis ve tiipler buz iizerinde
soklanarak reaksiyon sonlanmustir. Uretilen cDNA’larin miktar ve saflik dl¢iimii Multiskan
GO uDrop Spektrofotometresi ile gerceklestirilmis, 6rnekler gen ifade analizi yapilana kadar -
20 °C'de muhafaza edilmistir.
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3.2.3. ¢cDNA kiitiiphanelerinden detoksifikasyon enzim genleri icin primer tasarlanmasi

TgCAT, TgHsp60 ve TgHsp68 ve internal kontrol gen f-aktin (TgACT) kodlayan dort
adet gen, T. granarium'un gegmiste olusturulmus cDNA kiitiiphanesinde tespit edilmistir
(Dageri, 2022). Primerler, Integrated DNA Technologies (IDT)

(https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index) yazilimindan faydalanilarak hazirlanmistir
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3. 1. Calismada kullanilmast i¢in tasarlanan primerler.

TgCAT F: GTCTGGAACCGACCCCGATT
R: GTGCGGCCACACTTTTGTCA
TgHSPG60 F: CTTCTGGTGTCGCCTCATTAT
R: CATACCACCCATGCCAGTT
TgHSP68 F: ACTCCTCTGTCTCTGGGAATAG
R: GGTGAAGGTCTGTGTCTGTTT
TgACT F: ATGGCGTGTGGCAAAGCGTAA
R: CCTTCAACACACCAGCTATGT

3.2.4. Kantitatif es zamanh PCR (RT - qPCR)

ZnO NP’ler ile muamele edilmis larva, ergin bocekler ve kontrol gruplarinda RT -
gPCR c¢alismalari, QuantStudio 3 Real-Time PCR (Applied Biosystems) cihazi kullanilarak,
gerceklestirilmistir. Reaksiyonlar toplamda 20 pl hacimde, FastStart Essential DNA Green
Master (Roche) kullanilarak gergeklestirilmistir (Cizelge 3.2).

RT - gPCR c¢alisma prensibine gore; 95 °C'de 10 dk siireyle bir 6n inkiibasyon
asamasinit takiben 95 °C'de 10 s tutulmustur. Ardindan primerlere gore degisen spesifik
baglanma sicakliklarinda 10 s, 72 °C’de 10 s boyunca 40 dongii tamamlandiktan sonra 40
°C'de 10 s boyunca sogutma asamasi gerceklestirilmistir. Ureticinin talimatina gore herbir
calismanin ardindan, c¢ogaltilan her fragmentin yapisindaki biitiinligi dogrulamak ve

kontaminasyon riskinin kontroliinii ger¢eklestirmek i¢in erime egrisi analizleri yapilmistir.
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Cizelge 3. 2. RT- qPCR c¢alismalarinda kullanilan bilesenler.

Reaksiyon bilesenleri Hacim
FastStart Essential DNA Green Master 10 pl
Ileri Primer (10 pM) 1 ul
Geri Primer (10 uM) 1wl
cDNA 50 ng
Ultra saf Su 3l
Toplam hacim 20 pl

Her reaksiyon {i¢ biyolojik ve li¢ tekniksel tekrar igermektedir. TQCAT, TgHsp60 ve
TgHsp68 hedef genlerinin ifade seviyelerinin hesaplanmasinda bagil nicel yontem olan 2724t
kullanilmigstir (Livak ve Schmittgen, 2001).

3.2.5. Istatistiksel hesaplamalar

Minitab 19.0 (Minitab Ltd, Brandon Court, Birlesik Krallik) yazilimi kullanilarak
istatistiksel degerlendirme yapilirken, gergeklestirilen c¢alismalar arasindaki istatistiksel
anlamlilik derecelerinin belirlenmesi i¢in, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilmistir.
Bu analizlerin ardindan Tukey HSD (Honestly Significant Difference) testi yapilmistir.
0.05'ten kiigik olan p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. ZnO NP’lerin Sentezi

Bu ¢alismada ZnO NP’lerin sentezinde kereviz (Apium graveolens L. var. dulce)
bitkisinin  biyoindirgeyici ve kaplayict o6zelliginden faydalanilmistir. Reaksiyon
mekanizmas1 once ¢inko asetat (Zn(CHsCOO).) bilesiklerinin bazik ortamda Zn°
atomuna indirgenmesi, daha sonra c¢ekirdek biiyiimesi ile birlikte ZnO NP’lere

dontigsmesi seklinde gergeklestirilmistir.
Zn(CH3(C00))2.2H20 + NaOH - ZnO + 2CH3 (COO)Na + 3H20

Kereviz bitkisinin indirgeme ve kaplama potansiyelinin saptanmasi igin bir dizi
optimizasyon deneyi yapilmistir. Optimize edilen sentezde ise renk zamanla koyu

yesilden acik yesile donmiistiir (Sekil 4.1).

Sekil 4. 1. ZnO NP’lerin sentez 6ncesi (sol), sentez sonrasi (sag) renk degisimleri.

Daha sonra NP peleti 800 °C’de 2 saat boyunca kalsine edilmek iizere
yakilmistir. Boylece ZnO olusumu stabilize edilmistir (Sekil 4.2).

32



Sekil 4.2. Kalsinasyon isleminden sonra elde edilen ZnO NP’ler.

Elde edilen toz halindeki ZnO NP’ler HEPES tamponunda ¢oziilerek, UV-Vis
spektroskopisi ile ZnO’ya ait absorpsiyon piki incelenmistir (Sekil 4.3).

0,4

ZnO NP

0,35 385 nm ——Apium graveolens
0,3

0,25

Absorbans
o
[N

0,15
0,1
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Sekil 4. 3. ZnO NP'lerin (mavi) ve Apium graveolens L. var. dulce ekstraktinin (turuncu) UV - Vis absorpsiyon
spektrumlari.

Goriilen spektrumlardan mavi renkte olan spektrum bandi, A. graveolens L. var.
dulce ekstrakti kullanilarak hazirlanan ZnO NP’ye aittir ve maksimum absorpsiyon piki
385 nm’de gozlemlenmistir (Sekil 4.3). NP’lerin absorpsiyon dalgaboylar1 pargacik
boyutuna gore degisiklik gostermesine ragmen, ¢inko igin spesifik UV-Vis absorpsiyon
bantlar1 360-390 nm arasindadir (Mohammadian, 2018; Goh ve ark., 2014).

33



4.2. ZnO NP’lerin Sentezinde Yapilan Optimizasyonlar

Sentezlenen NP’lerin boyutu, morfolojisi, bilesimi ve biyouyumlulugu 6zellikle
biyomedikal ve biyoteknoloji alanlarinda hiicre, doku ve organizmalarin biyolojik
aktiviteleri lizerinde gerceklestirecegi potansiyel etkiler agisindan 6nem tasimaktadir.
Bu nedenle NP’lerin monodispers, biyouyumlu, kiigiik boyutlara sahip ve kararli olmasi
gerekmektedir (Shahzad ve ark., 2021). Sentezde kullanilan ekstraktin hacmi, ¢6zeltinin
konsantrasyonu, reaksiyon karigimi, pH'1 ve reaksiyon sicakligi da onem arz eden

parametreler arasinda yer almaktadir (Zeng ve ark., 2020).

Optimizasyonlar gergeklestirilirken her defasinda bir parametre degistirilmistir
ve diger parametreler (pH, sicaklik, ¢inko asetat derisimi ve sentez siiresi) sabit
tutulmustur. Bitki ekstraktinin konsantrasyonu NP sentezinde 6nemli bir parametredir
(Jameel, ve ark., 2020). Diisiik oranda ekstrakt kullanimi tanecik olusumunu
saglamazken, yiiksek oranda kullanilan ekstrakt, sentezde ¢cokmeye neden olmustur.
Metal:Ekstrakt hacim oranlart 1:1, 5:1, 10:1, 15:1 (hacim:hacim) olarak ¢alisiimistir.
Sonug olarak, optimum ekstrakt oran1 10:1 olarak belirlenmistir. ikinci parametre
olarak, cinko iyonu derisimi ¢alisilmistir. Ug farkli ¢inko derisimi (10, 50 ve 100 mM)
ile 10:1 ekstrakt oraninda sentezler gergeklestirilmistir ve orneklere ilskin UV-Vis

spektrumlar kaydedilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4. Farkli Zn?* derigimlerinde sentezlenen ZnO NP’lerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlart.
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10 mM ¢inko ¢ozeltisi kullanilarak yapilan sentezde, ZnO’ya ait 385 nm’deki
absorpsiyon pikinin diger kullanilan derisimlere gore artmasi ile nano olusumun daha
fazla oldugu ve derisimin artmasi ile daha biiylik nanopargaciklarin olustugu ve bunun
sonucu olarak aglomere olup ¢oktiikleri sonucuna varilmistir (Zheng ve ark., 2013).

Senteze, 10 mM c¢inko ¢ozeltisi ile devam edilmistir.

NP sentezinde reaksiyon siiresinin optimizasyonu 6nemlidir; ¢iinkii reaksiyon
stiresi, Uretilen NP’lerin boyutunu ve seklini etkilemektedir ve reaksiyon siiresinin
optimize edilmesi ile NP’lerin kiigiik boyutlu ve homojen dagilimli olmalar
saglanabilmektedir (Al-Radadi, N. S., 2019; Nishanthi ve ark., 2019). Genel olarak,
reaksiyon siiresi optimizasyonu, NP’lerin sentez verimini artirmaya da yardimci
olmaktadir (Vedelago ve ark., 2018). Bunun i¢in, diger reaksiyon parametreleri sabit
tutularak, sentezin 5. dakikasindan 120. dakikasina kadar her 15 dakikada bir alinan

orneklerin absorpsiyon dl¢iimii gergeklestirilmistir (Sekil 4.5).

0,14
0,12

o
=

0,08
0,06

Absorbans

0,04
0,02

0
330 430 530 630 730

Dalgaboyu, nm
Sekil 4. 5. Farkli reaksiyon siirelerinde sentezlenen ZnO NP’lerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari.

Optimum reaksiyon siiresi 60 dk olarak belirlenmistir. Reaksiyon ortaminin pH
degeri, NP’lerin stabilitesini ve sentez verimini etkilemesinden 6tiirii dnemlidir (Alias
ve ark., 2010). Bu etki, pH arttikca c¢ekirdeklenme merkezlerinin gelisimindeki artiga
neden olarak NP boyutunun biiyliimesine neden olmaktadir (Velgosova ve ark., 2016).
Metal iyonlarinin  metal NP’lere indirgenmesi, ¢ekirdeklenme merkezinin

genislemesiyle eszamanli olarak artmaktadir. Cozelti pH'1 bitki ekstraktindaki
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fonksiyonel gruplarin aktivitesini kontrol ederek, metal dnciiliiniin indirgenme oranini

belirlemektedir (Jameel ve ark., 2020). Bu yiizden pH optimizasyonu énemlidir.

pH optimizasyonunda ideal ve kiigciik boyutta NP elde etmek igin sentezin
gerceklesmesi gereken ortamin bazik olmasi gerekmektedir. Bundan dolay1 sentezlerde
pH:9, pH:10, pH:11 ve pH:12 degerleri denenmistir. Bu tezde en kararli NP’lerin
pH:12’de gergeklestirilen sentez sonucu elde edildigi, UV - Vis bolge analizi ile tespit
edilen en dikkat ¢ekici pik aracilig ile anlasilmistir (Sekil 4.6).

2
ZnO ph9
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1,4 ZnO ph11
4 12 ZnO ph12
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0
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Sekil 4. 6. Farkli pH’de sentezlenen ZnO NP’lerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari.

Elde edilen spektrumlara goére, en kararlh ZnO NP’lerin pH:12°de
gerceklestirilen sentez sonucu elde edildigi gortilmiistiir.

Sonug olarak bu ¢aligmada; optimum sentez kosullari; Zn?* derisimi: 10 mM ve
cinko:ekstrakt orani: 10:1, reaksiyon sicakligi: oda sicakligi, reaksiyon pH’s1:12 ve

reaksiyon siiresi: 60 dk olarak belirlenmistir.

4.3. ZnO NP’lerin Karakterizasyon Calismalari

Apium graveolens L. var. dulce ekstrakti kullanilarak, UV-Vis spektroskopisi
kullanilarak optimize edilmis reaksiyon parametreleri kullanilarak yesil yolla
sentezlenmis ZnO NP'lerin karakterizasyon c¢alismalar1 i¢in FESEM, EDX, XRD, FTIR,

ve Zeta Potansiyeli 6l¢limii gibi mikroskobik ve spektroskopik yontemler kullanilmistir.
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4.3.1. ZnO NP’lerin Ge¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile boyut ve sekil

analizi

TEM, NP’lerin goriintiilenmesinde atomik 6lcege kadar yiiksek c¢oziiniirliikte
gorsellestirmeye izin verdigi i¢in, boyut analizinde temel araglardandir. ZnO NP’lerin

yapisinin ve boyutunun analiz edilmesinde TEM kullanilmigtir (Sekil 4.7 (a-b)).

EHT = 200 kV Signal A = SE2
WD= 42mm Mag = 20000 K X

EHT = 200 kV Signal A = SE2
WD = 42 mm Mag = 150.00 K X

Sekil 4. 7. Yesil ZnO NP’lerin TEM goriintiileri.
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ZnO NP’lere ait TEM goriintiilerinden, nano ¢igek olusumunun gergeklestigi
goriilmiistiir. Ornege iliskin farkli bolgelerden birden fazla goriintii alinarak, yapinin
nano ¢icek seklinde meydana geldigi dogrulanmistir. Literatiirde de ZnO’nun ¢icek

seklinde nano olusumlar1 gézlemlenmistir (Pachauri ve ark., 2006; Du ve ark., 2014).

4.3.2. ZnO NP’lerin Enerji Dagilimh X-1s1m1 Spektroskopisi (EDX) analizi

ZnO NP 6rneginden 10 pL alinarak karbon bant iizerine damlatilmis ve 4.30 nm
kalinliginda iridyum kaplama yapilmig ve Alan Emisyonlu Taramali Elektron
Mikroskopisi (FESEM) cihaz1 kullanilarak EDX analizi ile Ornegin bilesimi
gbzlemlenmistir.(Sekil 4.8).

. Map Sum Spectrum
Wiss o
Zn 1.3 0.0
O 19.9 0.0
C 18.8 0.1

Powered by Tru-0Q &

In Zn

I I I I I R | I B nnjprnnun | I I I B B B B | | I 1 1 0 ool (I | I_ U I B B | |
2 4 7] a2 =
Sekil 4. 8. ZnO NP’lerin EDX Analizi.

ZnO NP’ye ait EDX spektrumundan, Ornegin Zn ve O igerigl gosterilmistir.

Spektrumdaki C bandi ise 6rnegin damlatildig1 karbon banttan ileri gelmektedir.

4.3.3. ZnO NP’lerin Infrared Spektrometresi (FTIR) ile yapisal analizi

FTIR, NP’lerin fonksiyonel gruplarin1 tanimlamak, diger bilesenlerle
etkilesimlerini incelemek i¢in kullanilan 6nemli bir tekniktir. Sentezlenen ZnO NP
orneklerinin FTIR spektrumlari, 400 - 4000 cm™ dalga sayis1 araliginda alinmistir ve
bitki ekstrakti ile {ist iiste ¢akistirilarak analiz edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4. 9. Apium graveolens L. var. dulce ekstrakti (kirmizi) ve ZnO NP’ye (yesil) ait FTIR spektrumlar.
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Orneklere ait FTIR spektrumunda gdzlenen bantlarin dalga sayilari; ZnO NP'ler
icin, 3374.94, 2925.28, 1521.95, 1419.69, 1327.70, 874.78 cm™ olarak tespit edilmistir.
A. graveolens L. var. dulce ekstrakti i¢in ise; 3347.30, 3010.22, 2921.49, 2850.77,
1735.18, 1654.74, 1617.74, 1456.11, 1376.20, 1166.01, 1068.48, 718.91 cm™ olarak

gozlemlenmistir. Bantlarin karsilik geldigi fonksiyonel gruplar cizelgede verilmistir

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4. 1. FTIR spektrumunda gozlenen bantlarin dalga sayilari ve karsilik geldigi fonksiyonel gruplar.

Dalga sayis1 Bag tiirii Fonksiyonel gruplar Kaynak
(cm™)

3200-3600 O-H Alkol (asit) (Marselia ve
2850-2970 C-H Alkanlar ark., 2021,
1610-1680 Cc=C Alkinler Kamli ve ark.,
1450-1550 N-H Birincil amidler 2021;
1300-1450 N-O Nitro Luque ve ark.,
1150-1250 c-O Eterler 2022).
1000-1050 Cc-O Alkol

800-900 1 C-H diizlem dis1 Aromatikler

600-800 1 C-H diizlem dis1 Aromatikler

552-417 Cinko Oksit

Apium graveolens L. var. dulce ekstraktinin spektrumunda gézlemlenen fonksiyonel
gruplar, ZnO NP’ye iliskin spektrumda da gozlemlenmistir. Bu sonu¢ ZnO NP’lerin
belirtilen ekstrakt ile sentezlendigini gostermektedir. Ancak, ZnO NP’ler sentez
prosediiriinde bulunan kalsinasyon islemine tabi tutulduklar igin, iceriginde bulunan
ekstrakt bilesenlerinin de kalsinasyon sicaklifinda uguculastiklart bilinmektedir.
Dolayisiyla 1ilgili fonksiyonel gruplarinin bant siddetlerinde azalma goriilmiistiir.
Literatirde ZnO NP’lere iliskin tipik FTIR bantlar1 552-417 cm™ araliklarinda
goriilmektedir. Sentezlenen ZnO NP’lere iliskin bant ise 400-450 cm™ araliginda
gozlemlenmistir (Labhane ve ark., 2015).
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4.3.4. ZnO NP’lerin X-Isim Difraksiyonu (XRD) analizi

XRD analizi, malzemelerin kristal yapisini incelemek ic¢in kullanilan bir tekniktir.
Sentezlenen ZnO NP’lerin kristal yapis1 ve safligt XRD analizi ile aydmlatilmistir
(Sekil 4.10).

Counts i I I 1

Wl Zinc Oxide 100.0 3

10000 —

T T L L I [ L L L B B L
LLH] 20 30 40 30 &0

Paosition [*28] (Copper (Cu))

Sekil 4. 10. ZnO NP &rneginin XRD spektrumu.

Elde edilen XRD spektrumu i¢in yapilan Rietveld analizi ile 6rnegin kristal
yapisinin %100 ZnO’ya ait oldugu gosterilmistir (Sekil 4.10). Ayrica spektrumda

gozlemlenen piklerin 20 acilar1 ve hkl indeksleri Sekil 4.11°de verilmistir.

No. Pos (28]  d-spacing [A] Height [cts] FWHM Left ['28 FWHM Right [* Shape L Shape Right Integral Breadth [ Area [cts™28] h k |

1 g 280809 477657 05326 0600 0702831 335712 1 0 O
2 344865 259860 /N7 05326 0600 0702831 267904 0 0 2
3 363225 247134 869620 05326 0600 0702831 61119% 1 0 1
4 475958 190899 1997.73 05326 0600 0702831 40407 1 0 2
S 566493 162350 264923 05326 0600 0702831 18619% 1 1 0
6 628949 147647 274768 05326 0600 0702831 s 1 0 3
7 664203 140640 348% 05326 0600 0.702831 24526 2 0 0
8 67.9861 137777 204318 05326 0600 0702831 B 1 1 2
9 691269 135779 94157 05326 0600 0702831 617 2 0 1
10 725868 130136 19972 05326 0800 0702831 4037 0 0 4
n 769882 123756 me 05326 0600 0702831 2191 2 0 2
12 813961 118131 19581 05326 0600 0702831 1B 1 0 4
12 89619% 109300 70130 05326 0600 0702831 4928 2 0 3

Sekil 4. 11. ZnO NP 6rneginin XRD spektrumuna ait piklerin 260 agilart ve hkl indeskleri.

41



ZnO NP’lere iliskin XRD spektrumunda gozlemlenen piklerin 20 agilari: ~ 32°, 34°,
36°, 48°, 57°, 63°, 66°, 68°, 69° ve 77° literatiir ile uyum igerisindedir ve ZnO kristal
yapisina karsilik gelmektedir (Barzinjy ve ark., 2020; Jalal ve ark., 2010).

4.3.5. ZnO NP’lerin Zeta Potansiyel analizi

ZnO NP’lerin sudaki ¢Oziiniirliigiiniin  diisik olmasi1 nedeni ile NP’leri
¢ozebilmek icin biyouyumlu bir ¢6ziicli olarak 0,1 M HEPES tampon ¢6zeltisi (pH: 7)
secilmistir. ZnO NP’lerin bu tampondaki yiizey yiikleri ve kararliligi zeta potansiyeli

analizi ile gosterilmistir (Sekil 4.12).

10

——- HPS7_400ppm_20220B05_145135_1
g 5 —— HPS7_400ppm_20220B05_145136.2
== HPS7_400ppm_20220805_145136_3

o

-600.0 ~500.0 =400.0 =300.0 =200.0 =100.00 oo 100.0 200.0 300.0
Zata Potential {mV)

No _File Name Repet. No MeasTime pH Zeta Potential (mV) Surface Zeta jaljmV) Mobility (cm2/Vs) E. Field (W/cm)
1 HPS7_400ppm_20220805_145136 1 14:51:36 NA =34.07 NA =2.662e-004 -10.58
2 HPS7_400ppm_20220805_145136 2 14:51:36  NA -31.72 NA -2.474e-004 -10.58
3 HPS7_400ppm_20220805_145136 3 14:51:36 NA =32.00 NA =2.496e-004 -10.58
Average -32.60 -2.544e-004 -10.58

Sekil 4. 12. ZnO NP’lerin Zeta Potansiyel Analizi.

Zeta potansiyeli £ 30 mV ve iizeri degerler, siispansiyonlarda kararlilig1 gosteren
bir degerdir. ZnO NP’lerinin HEPES tamponundaki zeta potansiyeli ortalama -32,60
mV olarak Ol¢lilmiistiir. Bu deger ile ZnO NP’lerinin HEPES tamponu ortaminda
aglomere olmadan ¢oziilebildigi ve stabil kalabildigi gosterilmistir (Clogston ve Patri,
2011; Honary ve Zahir, 2013).
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4.4. Kapra Boceginin ZnO NP ile Besleme Biyoassayi

Kapra bocegi, bir¢ok depolanmis iiriin zararlis1 gibi tahil depolarinda kullanilan
fumigasyona kars1 direng gelistirmistir. Zararli ile miicadelede kullanilan kimyasallarin
tiretimi ve temini icin gereken yliksek maliyetlerin yani sira, dogaya ve canlilara
verdikleri zararin da Oniine geg¢ilmesi i¢in, alternatif yontemler arastirilmaktadir. Bu
alternatif yontemlerin basinda yesil sentezlenmis NP’lerin iiretimi ve zararli bocekler ile

miicadelede kullanimi1 gelmektedir.

Bu tez calismasinda, 500 ppm derisiminde yesil sentezlenmis ZnO NP eklenen
bugdaylar ile beslenen ergin kapralar, 12, 24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saatler boyunca
gozlenmistir. Maruz kalinan siire ile ergin kapra Oliimleri arasinda korelasyon
gozlenmistir. 500 ppm derisiminde LCso degeri 48. saat sonunda gézlemlenirken, LCoo
degeri 96. saat itibari ile tespit edilmistir. Devam eden saatlerde ergin kapra 6liim orani
artmustir. Ugiincii dénem larvalara uygulanan 500 ppm ZnO NP muamelesi sonucunda
ise herhangi bir 6lim gozlenmemistir. Boylelikle kapra tgiincii donem larvalarinin
erginlere kiyasla 500 ppm dozundaki yesil sentezlenmis ZnO NP’lere daha direngli
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.13).

100

allll

6s 12s 24s 48s 725 96s 120s 144s

Oliim Orani %
o

o

o

Saat
Kontrol (HEPES) ®500 ppm ZnO NP

Sekil 4. 13. Ergin kapra boceginin yesil ZnO NP'ler ile beslenmesi sonrasi 6liim orani

Kapra bocegi iizerinde, NP uygulamalarint iceren gerceklestirilmis g¢alisma
sayist olduk¢a smurhidir. Yapilan bir arastirmada, kapra bocegi ile miicadelede

kullanilmak {izere ticari olarak satin alinmis, ancak yesil yolla sentezlenmemis ZnO
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NP’nin 50, 100 ve 200 ppm konsantrasyonlarinin bdcegin farkli larval dénem ve
erginlerine etkisi biyoassay araciligi arastirilmistir (Raduw ve Mohammed, 2020). 7 giin
siiren c¢alismada, en yiiksek doz olarak kullanilan 200 ppm uygulamasinmi takiben,
erginlerde ve liclincli donem larvalarda gbzlemlenen 6liim orani sirast ile %12.5 ve %64
olarak kaydedilmistir. Buradan yola ¢ikarak A. graveolens L. var. dulce ekstrakti
kullanilarak yesil sentezlenmis ZnO NP’lerin 500 ppm dozunun kapra erginleri
tizerindeki oliimciil etkisinin, ticari olarak satin alinmig 200 ppm ZnO NP dozuna
kiyasla daha etkili oldugu sonucuna varilabilir. Yine bu iki calisma kiyaslandiginda
ticlincli donem larvalar iizerinde gozlemlenen aksi durumun ise, NP sentezi, NP

konsantrasyonu vb. etkilerden kaynaklanabilecegi kanisina ulagilabilir.

Bir galismada, 200, 250 ve 300 ppm derisimlerinde bakir NP’ler (g - Cu NP) ile
muamele edilmis T. granarium erginlerinde besleme biyoassayi yapilmistir. 144 saat
boyunca gozlemlenen kapra erginlerinin 6liim oranlari kaydedilmistir. %90 6lim
oranina 250 ve 300 ppm doz uygulamalarinin, 144. saatinden sonra ulasilmistir. Sonug
olarak, kapra bocegi ile miicadelede g-Cu NP’lerin etkin bir insektisit olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Kadir, 2022).

Yapilan bir diger calismada, harmala alkaloitleri kullanilarak hazirlanan giimiis
nanoparcaciklar (AgNP'ler), filtre kagitlarina uygulandiktan sonra petrilere yerlestirilip
kurutulmustur. Kapra bocegi erginleri ve ikinci donem larvalari kurutulan petrilere
yerlestirilmis ve 24, 48 saat boyunca temas toksisitesi deneyi yapilmistir. Sonug olarak,
bocegin 6liim orani doza ve zamana bagl olarak dogru orantili bir sekilde artmigken,
gelisme hizlar1 yavaglamistir (Almadiy ve ark., 2018). Baska bir ¢alismada ise, siliko
nanopargaciklar (SNP'ler), AgNP ve ZnO NP’ler ikinci donem kapra larvalarina
uygulanmistir. Larvalarda NP’lere bagl olimler 1, 3, 5 ve 7. giiniin sonunda
gozlemlenmistir. 7. giiniin sonunda, farkli derisimlerde uygulanan NP’lerden en yiiksek
derisimde 6liim oranlar1 sirasiyla; SNP'ler, AgNP'ler ve ZnO NP'ler i¢in %92,6, %87,3
ve %60 olarak belirtilmistir (Raduw ve Mohammed, 2020).

ZnO NP’ler, piring biti (Sitophilus oryzae L.) (Das ve Chatterjee, 2019), boriilce
bocegi  (Callosobruchus maculatus) (Malaikozhundan ve  Vinodhini  2018;
Malaikozhundan ve ark., 2017), ekin kambur biti (Rhyzopertha dominica F.) (Siddique
ve ark., 2022), giiz tirtili (Spodoptera frugiperda) (Pittarate ve ark., 2021) gibi bir¢ok

zararhiya kars1 etkili bir sekilde kullanilmistir. Yine piring bitinde insektisit olarak
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titanyum dioksit (TiOz2), aliiminyum oksit (ANP) ve ZnO NP'lerin uygulanmasi sonucu,
bu NP’ler bocek tlizerinde insektisidal etki gostermistir. Sonugta TiO2 ve ANP’ler daha
yiiksek insektisidal etki gostermelerine ragmen, ZnO NP’lerin tarimsal olarak daha az
tehlikeli oldugu kaydedilmistir. (Das ve ark., 2019). Hint kaymi (Pongamia pinnata)
ekstrakti kullanilarak hazirlanmig ZnO NP'ler, Callosobruchus maculatus'un larva ve
pupalarinda bocek gelisimini baskilamanin yani sira, verimlilik ve kulugka kabiliyetini
de biiylik oOlgiide azaltmistir. Ayrica, ZnO NP'ler, zararlinin sindirim enzimlerinin

islevselligini 6nemli 6l¢lide olumsuz yonde etkilemistir (Malaikozhundan ve Vinodhini

2018).

Bagka bir ¢alismada piring biti (Sitophilus oryzae L.), kirmizi un bdcegi
(Tribolium castaneum Herbst.) ve boriilce bocegi (Callosobruchus maculatus F.) gibi
zararlilarinin  kontrol edilmesi i¢in ZnO ve SiO2 NP'ler kullanilmistir. Calisma
sonucunda SiO2 uygulamasi ardindan tespit edilen 6liim oranlar1 bocekler igin sirasiyla
%58.3, %81.6 ve %98.3 olarak belirlenmistir. ZnO NP uygulamas: sonrasindaki 6lim
oranlart ise, sirasiyla %88.3, %100 ve %38.3 olarak bildirilmistir (Haroun ve ark.,
2020).

Bir diger ¢alismada T. granarium ve T.castaneum’a ZnO NP uygulamasi
yapilmistir. Muamelede, toplanan hint yag: bitkisi (Ricinus communis) ve kurkas’in
(Jatropha curcus) yapraklar1 golgede kurutulduktan sonra hazirlanan ekstraktlar NP
sentezinde kullanilmigtir. Artan derisimler ile uygulanan ZnO NP’lerin etkinligi,
T.castaneum ve T. granarium boceklerinde 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda
arastirilmistir. Her iki bocekte de NP’ye maruz kalinan siire arttik¢a, 6liim oraninin da

arttig1 tespit edilmistir (Haider ve ark., 2020).

Bu tez ¢alismasinda da, kapra bdcegi ergin 6liim oraninin, zamana bagl olarak
artiy gosterdigi sonucuna ulagilmistir. Boylece A. graveolens L. var. dulce ekstrakti
kullanilarak yesil sentezlenmis ZnO NP’lerin T. granarium'a karsi insektisidal bir ajan

niteligine sahip olabilecegi sonucuna varilmstir.

4.5. Yesil Sentezlenmis ZnO NP Muamelesi Sonras1 TQCAT, TgHSPG60 ve
TgHSP68 Genlerinin ifade Seviyesi Analizi

TgCAT, TgHSP60 ve TgHSP68 genlerinin, 500 ppm yesil sentezlenmis ZnO NP

ile muamele edilmis bugday taneleri ile beslenen ii¢lincii donem larva ve pupadan yeni
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¢ikmig T. granarium erginlerindeki ifade seviyeleri farkli zaman noktalarinda (12, 24,
48, 72, 96, 120 ve 144 saat) incelenmistir.

En yiiksek TgCAT ifadesi, 500 ppm konsantrasyondaki ZnO NP ile muamele
edilmis bugday taneleri ile beslenen larvalarda 12. saat itibari ile tespit edilmistir. Bunu
sirasi ile 144, 48, 24, 120 ve 96. saat uygulamalar1 takip etmistir. Ote yandan,
uygulamanin 72. saatinden sonra TQCAT ifadesinin azaldigi gozlemlenmistir. Ergin
bocekte en yiiksek TQCAT mRNA miktar: ise, 144. saat muamelesinden sonra tespit
edilmistir. Arastirilan diger saatlerde ise, genin ifadesinin azaldigi goriilmistiir (Sekil

4.14).

TgCAT
5
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Sekil 4. 14. Yesil ZnO NP muamelesi sonucu TgCAT geninin ifade seviyeleri.

Yapilan bir ¢alismada farkli derisimlerdeki (200 ve 300 ppm) g - Cu NP ile muamele
edilmis T. granarium erginlerinde CAT geni ifade seviyesi, muamele siirecinde farkli
zaman araliklarinda incelenmistir. Sonug¢ olarak, 200 ppm derisimine maruziyet ile
birlikte CAT geni ifadesinin en yiiksek 48. saatten sonra goriildiigii ve yaklasik 8.4 kat
arttig bildirilmistir (Kadir, 2022). Palyago sinegi olarak bilinen (Chironomus riparius)
bir sinek tiirine 0.2, 0.5 ve 1 mg L ! derisimlerinde AgNP'ler ve Ag® iyonlari
uygulanmustir. 24 saatlik bir maruziyet sonrasi farkli dozlarda uygulanan Ag* iyonlari,
sinegin CAT gen ifade profilini degistirmemisken, uygulanan AgNP'lerin CAT ifadesini
artirdigt  goriilmiistir. CAT ifade seviyesini en anlamli sekilde artiran AgNP

konsantrasyonu ise 0,5 mg L~ ! olarak tespit edilmistir (Nair ve ark., 2013). ipekbdcegi
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(Bombyx mori L. ) orta bagirsaginda ZnO NP'lere maruz kalmanin neden oldugu
oksidatif hasar degerlendirilmistir. CAT dahil olmak iizere reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) aktivitesini azaltmakla gorevli diger antioksidan genlerinin ifade seviyesinin
muamele sonrasi arttigi bildirilmistir (Xu ve ark., 2020). MoS; (Molibden disiilfit)
NP’lerin muamelesinin, dokumaci karinca (Oecophylla smaragdina) CAT geninin ifade
seviyesinde artisa neden oldugu gozlemlenmistir (Sheeja ve ark., 2020). Bir mantar
(Beauveria brongniartii) susundan sentezlenen Fe NP'lerin, pamuk yaprak kurduna
(Spodoptera litura (Lepidoptera; Noctuidae) karsi biyo-insektisidal —aktivitesi
arastirilmistir. Arastiricilar, kontrol grubuna kiyasla, NP muamelesinin bocekteki CAT
geni ifadesini 6nce arttigini, ardindan azalttigini bildirmistir (Xu ve ark., 2020). Biitiin
bu calismalar 1s183iInda CAT’in, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek,
antioksidan savunmasinda rol almasindan yola ¢ikarak; ZnO NP uygulamasi sonucu
artan TgCAT ifadesinin, kapra boceginde gelisen antioksidan tepkisinin bir biyomarkeri
oldugu sonucuna varilabilir.

500 ppm konsantrasyonunda ZnO NP’ler ile muamele edilmis bugday taneleri
ile beslenen kapra larvalarinda en yiiksek TJHSP60 gen ifadesi sirasiyla 12, 24, 144 ve
48. saatlerden sonra gozlenmistir. Bu genin ifadesinin 120. saat uygulamasindan sonra
neredeyse duyarsiz oldugu tespit edilmistir. Buna ilave olarak, larvada bu
konsantrasyonun 48 ve 72. saat uygulamalarindan sonra gen ifadesini azalttig:
goriilmistiir. Ergin kaprada ise, en yiiksek TgHSP60 transkript miktarinin 96, 120 ve 12
saat muamelelerinden sonra oldugu goriilmistiir. 144 ve 24 saat uygulamalarindan
sonra ise hafif miktarda artan gen ifadesi gozlenmistir. 48 ve 72 saat uygulamalarini

takiben ise, genin ifadesinin azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4. 15. Yesil ZnO NP muamelesi sonucu TgHsp60 geninin ifade seviyeleri.

Kapra larvasinda en yiiksek TgHSP68 ifadesinin, 500 ppm konsantrasyondaki

ZnO NP ile muamele edilmis bugday taneleri ile beslemenin 12. saatinden sonra tespit
edildigi gozlenmistir. Bunu sirasi ile 48, 24 ve 120 saat uygulamalar1 takip etmistir. 72,
96 ve 144 saat uygulamalarinin ise larvada gen ifadesinin azaldigi goriilmustiir. Ergin
bocekte en yiiksek TQHSP68 transkript seviyeleri sirast ile 72, 120, 96 ve 144 saat
muamelelerini takiben gozlenmistir. 12, 24 ve 48 saat uygulamalarindan sonra ise,

genin ifadesinin azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4. 16. Yesil ZnO NP muamelesi sonucu TgHsSp68 geninin ifade seviyeleri.
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HSP'lerin  ifadeleri, stres  faktorlerine  yanit olarak  degiskenlik
gosterebilmektedir. Bir ¢alismada RNA dizileme analizi sonucu, ipekbdceginin yag
dokusunda HSP68°in de dahil oldugu bir¢ok HSP geninin seviyesinde, titanyum oksit
NP’ler ile (TiO2) muamele sonucunda 6nemli seviyede artis oldugu gosterilmistir (Tian
ve ark., 2016). Bir baska c¢aligmada ise, Spodoptera litura'nin Zn NP’lere maruz
kalmasi, organizmadaki HSP70 ve diger HSP genlerinin ifadesini 6nemli olgiide
indiiklemistir (Shu ve ark., 2010; Zhao ve ark., 2012). HSP proteinlerinin Spodoptera
litura’daki ifadesinin Zn stresi ile gii¢li bir korelasyona sahip oldugu bulunmustur (Shu
ve ark., 2011). Drosophila melanogasterin Cu NP’ler ile muamelesinin, HSP’lerin
farkli ifadelerine neden oldugu gorilmistir. Uygulamanin bdcegin gelisiminin
gecikmesine ek olarak, organizmanin ikinci ve tgiincti dénemlerinde Hsp70 geninin
ifadesini artirdigi saptanmistir (Saudi ve ark., 2022). CAT, HSP26, 60, 70 ve 83’iin
aralarinda bulundugu genlerin ifadesini arastirmak amaciyla sirke sinegine (Drosophila
melanogaster Oregon R) bazi kimyasal pestisitler uygulanmigtir. Muamele sonrasi
sinekteki oksidatif stres genlerinde ¢esitli yanitlar olugsmustur. Degisen pestisit dozlarina
bes giin maruz kaldiktan sonra ise, gen ifade diizeylerinde artis gozlenmistir (Doganlar
ve Doganlar, 2015). Bir ¢alismada ise, Drosophila melanogaster’a uygulanan amorf
silika nanoparcaciklari (aSNP'ler), Drosophila’nin orta bagirsak hiicrelerinde, membran
istikrarsizlig1 ve mitokondriyal membran potansiyel kaybi ile birlikte dnemli 6l¢iide
artan HSP70 ve HSP22 ifadesine neden olmustur (Pandey ve ark., 2013). AgNP’lerin
potansiyel toksik etkilerinin incelenmesinde, Drosophila melanogaster’da HSP70
ifadesinde artis gbzlemlenmistir (Ahamed ve ark., 2010). Kadmiyum metaline maruz
birakilan ¢izgili yaprak kurdu’nun (Spodoptera exigua), HSP70 gen ifadesi miktarinin
kontrole gore daha fazla oldugu tespit edilmistir (Kafel ve ark., 2012).

Maruz kaldiklar1 stres faktorleri, boceklerin HSP geni ifade seviyelerinin degismesine
sebep olabilmektedir. Yukarida bahsi gecen gegmis yillarda yapilan galismalarda ¢esitli
NP uygulamalarmin HSP genlerinin ifade seviyelerinde degisime sebebiyet verdigi
goriilmiistiir. Bu ¢alismada yesil ZnO NP muamelesi sonrast T. granarium larva ve
erginlerinde TgHSP60 ve TgHSP68 gen ifade seviyeleri analiz edilmistir. Artan
TgHSP60 ve TgHSP68 gen ifade diizeylerinden yola ¢ikarak, agir metal dahil ¢esitli
stres faktOrlerine yanit olarak ¢alisan 1s1 sok mekanizmasinin, kapra boceginde 6zellikle
12. saatten sonra tetiklendigi goriilmektedir. Bdylece, kapra boceginde ZnO NP
uygulamasi sonrasi gelisen oksidatif strese, HSP’lerin bir biyomarker olarak yanit

verdigi sonucuna ulasilabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Glinlimiizde, depolanan iiriinlerin zararlilar tarafindan istila edilmesi ve zararli
kontroliiniin kullanilan kimyasal pestisitlere karsi gelisen direng sonucunda zorlagmasi,
ciddi bir sorun haline gelmistir. Bu sorun ekonomi, ¢evre ve insan saglhigi bakimindan
istenmeyen sonuglara yol agmaktadir. Son yillarda, nanoteknoloji bilim dalinin {iriini
olan NP’lerin tarimsal zararlilara karsi insektisit olarak kullanilabilmesi giindeme
gelmigtir. ZnO NP'lerin depolanan iiriin zararlilar1 ile miicadele i¢in kullanilmasi
lizerine yapilan arastirmalar, bu NP'lerin kimyasal pestisitlerin iyi bir alternatifi
olabilecegini gostermistir. Bu NP'ler, bir¢ok zararli bocegin biiylime, lireme ve yasamini
stirdirmesini engelleme potansiyeline sahiptir. Dahasi, ¢esitli ¢alismalarda ZnO
NP'lerin sadece zararlilar iizerinde etkili oldugu, {iirlinlerin miktarin1 ve kalitesini
etkilemeden kullanilabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle, ZnO NP'lerin depolanan iiriin
zararlilarinin kontroliinde kullanimi, kimyasal miicadele yontemlerinin yerine umut
verici bir alternatif yontem olarak gorilebilir.

Bu tezin sonuglaria gore kapra boceginin larva ve erginlerine uygulanan yesil
ZnO NP’lerin potansiyel insektisit olma; arastirilan TgCAT, TgHSP60 ve TgHSP68
genlerinin ise ZnO NP’lerin meydana getirdigi oksidatif strese yanit gelistiren

biyomarker olma 6zelligi vardir.

5.2 Oneriler

ZnO NP'lerin kapra bocegi ile miicadelede etkili olabilecegi ve entegre zararl
yonetiminin (IPM) muhtemel bir 6gesi olarak kullanilmasi tavsiye edilebilir. NP
uygulamast sonucu kapra larva ve erginlerinde meydana gelen gen ifade diizeyi
degisimlerinin mekanizmasiin larvaya ve ergine bagl olarak nasil degistigi farklh
larval donem ve konsantrasyonlar igeren biyoassayler yapilarak arastirilabilir. Ayrica,
ZnO NP uygulamalarinin sonucunda ifade diizeyleri arastirilan genler, RNA interferans
ve CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats) gibi teknikler ile

susturularak veya modifiye edilerek, bu genlerin fonksiyonel 6zellikleri arastirilabilir.
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