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Depo zararlilar1 (Dermestidae: Coleoptera) her yil depolanan iiriinlerin miktarinda ve kalitesinde
onemli bir azalmaya neden olmaktadir. Trogoderma granarium (Coleoptera: Dermestidae) Kapra bocegi,
kontrolii oldukg¢a zor olan ve karantinaya tabi bir depo zararlisidir. Depolanan tahillar i¢inde yasayarak
ciddi oranda iiriin nitelik kaybina neden olan, insan saglig1 i¢in tehdit olusturan, zorlu kosullara ve birgok
insektisite kars1 direng gosteren bir bocektir. Son zamanlarda, gelismekte olan nanoteknolojik yaklasimlar
ile elde edilen nanomalzemelerin, bu tiir zararlilarin kontrolii i¢in umut verici, giivenilir ve alternatif
pestisitler olarak kullanilabilecegi onerilmektedir. Bu ¢alismada, T. granarium'a karsi insektisit etkinligini
arastirmak i¢in, yesil sentez yontemiyle Origanum sp. ekstraktindan bakir nanopargaciklar (g - Cu NP)
sentezlenmistir. Sentezlenen g — Cu NP'lerin olusumu mikroskobik ve spektroskopik teknikler kullanilarak
dogrulanmigtir. g - Cu NP'lerin yiizey plazmon rezonanst 385 nm’ de, UV - Goriiniir bolge —
spektrofotometresi (Ultraviolet (UV) - visible (UV-Vis)) ile 6l¢glilmiistir. Gegirimli Elektron Mikroskop
(TEM) gorintiilerine gére g — Cu NP’leri 6.59 + 0.57 nm boyutundadir. X - 1g1n1 Kirinim Spektroskopisi
(XRD) ve Enerji Dagilimli X - Isin1 Spektroskopisi (EDX) kullanilarak Cu NP’lerin kristal yapida oldugu
ve Cu, O ve diger organik icerigi gosterilmistir. Fourier Dontistimli Kizil6tesi Spektrofotometresi (FTIR)
analizi ile kullanilan bitki ekstraktinin g — Cu NP’lerin sentezinde yer aldig1 gosterilmistir. g - Cu NP'lerin
T. granarium'a karsi insektisit aktivitesinin arastirilmasi sonucunda ise, 250 ve 300 ppm
konsantrasyonlarda %90 6liim oran1 kaydedilmistir. TgSOD, TgCAT ve TgGPX genlerinin RTg-PCR
kullanilarak aragtirilan ifade analizi, bu genlerin g - Cu NP'ler ile beslenen boceklerde yiiksek oranlarda
ifade edildiklerini gostermistir. Onemli &liim oranlarina ve genlerin artan ifade seviyelerine dayanarak,
sentezlenen g - Cu NP'lerin zararli yonetiminde etkili olabilecegi ve entegre zararli yonetiminin (IPM)
potansiyel bilesenlerinden biri haline gelebilecegi onerilebilir. Bununla birlikte, diger NP tiirlerinin bu
zararli lizerindeki etkilerine iligkin sinirli ¢alismalarin bulunmasi nedeniyle, daha fazla aragtirma yapilmasi
tavsiye edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Bakir nanoparcaciklar, gen ifadesi, Kapra bocegi, Origanum sp., yesil sentez
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Stored product pests (Dermestidae: Coleoptera) cause a significant decrease in the quantity and
quality of stored products each year. Trogoderma granarium (Coleoptera: Dermestidae), Khapra beetle is
a stored product pest that is very difficult to control and subject to quarantine. This insect causes serious
loss of product quality by living in stored grains, threatening human health, and showing resistance to harsh
conditions and many insecticides. Recently, the emerging scientific field called "nanotechnology" suggests
that nanomaterials can be used as a promising, reliable, and alternative pesticide for the control of such
pests. In this study, copper nanoparticles (g - Cu NP) were synthesized from Origanum sp. extract by the
green synthesis method to investigate the insecticide activity against T. granarium. The formation of
synthesized g - Cu NPs was confirmed using microscopic and spectroscopic techniques. Surface plasmon
resonance of g - Cu NPs was measured at 385 nm by Ultraviolet (UV) - visible (UV-Vis)
spectrophotometer. According to the Transmission Electron Microscope (TEM) images, g - Cu NPs are
6.59+0.57 nmin size. X - ray Diffraction Spectroscopy (XRD) and Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy
(EDX) analyses have demonstrated crystalline forms and Cu, O and other organic contents of g - Cu NPs.
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) analysis has shown that the plant extract used is involved
in the synthesis of g - Cu NPs. As a result of the investigation of the insecticidal activity of g - Cu NPs
against T. granarium, 90% mortality was recorded at 250 and 300 ppm concentrations. Expression analysis
of TgSOD, TgCAT, and TgGPX genes investigated using Reverse transcription - quantitative Polymerase
Chain Reaction (RT — qPCR) analysis has shown that these genes are highly expressed in insects fed with
g - Cu NPs. Based on the significant mortality rates and increased gene expression levels, it can be
suggested that synthesized g - Cu NPs could be effective in pest management and can become one of the
potential components of integrated pest management (IPM). However, further research can be
recommended due to the limited availability of studies on the effects of other types of NPs on this pest.

Keywords: Copper nanoparticles, gene expression, green synthesis, Khapra beetle, Origanum sp.
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1. GIRIS

Depo zararhilar1 (Dermestidae: Coleoptera) her y1l depolanan iiriinlerin miktarinda ve
kalitesinde onemli bir azalmaya neden olmaktadir (Shivananjappa ve ark., 2020). Bocek
Oldiiriictilerin yaygin olarak kullanilmasina ragmen, bu bdcekler depolanmis tahillari,
ozellikle bugday tanelerini yok etmeye devam etmektedir. Depolanmis tahillara verilen zarar
gelismis tlilkelerde yaklasik %9, gelismekte olan iilkelerde ise %30 civarindadir (Phillips ve
Throne, 2010). 300'den fazla farkl tiirde depolanmuis {iriin zararlis1 vardir, ancak bunlardan

sadece 18'1 yiiksek ekonomik dneme sahiptir (Boyer ve ark., 2012).

Kapra bocegi Trogoderma granarium (Coleoptera: Dermestidae), kontroliinii
zorlastiran cesitli fizyolojik 6zelliklere sahip bir tahil zararhisidir. Ik olarak Hindistan'da
ortaya c¢ikan bu zararli Afrika, Asya ve Avrupa'da bir¢ok iilkede depolanan iirlinlerin en
tehlikeli zararlis1 olarak kabul edilmektedir. Trogoderma granarium larvalar sicaklik, bagil
nem, gida eksikligi ve yiiksek popiilasyon yogunluguna baglh olarak gesitli olumsuz biyotik
ve abiyotik kosullarda diyapoza girebilmektedir (Kavallieratos ve ark., 2019). Diyapoz,
cesitli faktorler nedeniyle boceklerin fizyolojik ve metabolik durumlarinin gegici olarak
kesintiye ugramasidir. Bu durum, genetik olarak programlanmistir ve diyapoza giren
bocekler, biiylik fizyolojik degisiklikler yoluyla olumsuz durumlara gelisimsel tepkiler
verebilmektedir (Hahn ve Denlinger, 2007; Giiz ve ark., 2014).

Depolanan firiin zararhilarin1 kontrol etmek icin insektisit kullanmanin etkinligi ve
stirdiiriilebilirligi, tarimsal ve depo zararlilarinin baslica insektisitlere karsi gelistirdigi direng
nedeniyle verimli olarak kullanilamamaktadir (Nayak ve ark., 2020). Halihazirda, insan
sagligina, ekosistemlere ve hedef olmayan organizmalara olan zararlariyla ilgili endiseler
nedeniyle bir¢ok insektisitin kullanimi artik 6nerilmemektedir. Bu nedenle, ¢evreyi ve canli
organizmalar1 korumak icin alternatif insektisitlere acilen ihtiya¢ duyulmaktadir (Debnath ve
ark., 2012). Geleneksel insektisitlerin, 6zellikle fumigantlarin kalici, asir1 veya uygunsuz
uygulamalari, depolama zararlilar1 arasinda 6nemli bir diren¢ gelisimine yol a¢mustir.
Direngli zararl tiirleri hizla yayilarak, bu durumun daha ciddi bir hale gelmesine neden
olmaktadir. Ornegin, bir insektisit cesidi olan malathionun zararl kontroliinde gelisigiizel ve

yaygin kullanilmasi, Trogoderma granarium ve Tribolium castaneum gibi depolanmus {iriin



zararlilarinin bu insektisite karsi direng kazanmasina neden olmustur (Vivekanandhan ve
ark., 2021). Baz1 bolgelerde, depolanmis iiriin zararlilarinin gesitli tiirlerinde fosfin direnci
ortaya ¢ikmis ve bu da zararli kontroliinde basarisizliklara ve ekonomik zararlara neden
olmustur (Chaudhry, 1997). Giinlimiizde olduk¢a yaygin ve basarili bir sekilde uygulanan
zararli kontrol yaklagimlari, T. granarium ile miicadelede yetersiz kalmaktadir. Ornegin,
depo zararlilarin1 kontrol etmek igin en etkili yontemlerden biri olarak kabul edilen
aliminyum fosfit, bocekte gelisen diren¢ nedeniyle artik %100 giivenilir degildir. Ayrica,
aliminyum fosfit gibi kimyasallarin solunmasi, uygulayicilar igin bir saglik riski haline

gelmistir (Jasrotia ve ark., 2022).

Son zamanlarda, ‘“nanoteknoloji” olarak adlandirilan bilimsel alanin, tarimsal ve
depolanmuis {iriin zararlilarin1 kontrol etmek i¢cin umut verici, giivenilir ve alternatif yollar
sunmasi beklenmektedir (Al-Esawy ve ark., 2021; Alavi ve ark., 2019; Chhipa, 2017; Jasrotia
ve ark., 2022). Nanoteknoloji, asagidan yukariya veya yukaridan agagiya yaklagimlarla nano
boyutta malzemelerin {iretilmesidir ve bunlara nanopargacik (NP) adi verilmektedir.
Asagidan yukariya yaklasim, atomlarin 1 - 100 nm'lik bir 6l¢iim dlgeginde toplanmasidir.
Yukaridan asagiya yaklasimda ise, bir maddenin kiitlesi nano 6lgekli formlarina indirgenir
(Umer ve ark., 2012). Sentezlenen NP'ler, onceki formlarina kiyasla daha fazla

kullanilabilirlik imkani saglayan benzersiz ve farkli 6zellikler kazanir (Alavi ve ark., 2019).

Cesitli arastirmalardan elde edilen sonuglar, NP'lerin gelecekte bocek zararlilarina
kars1 alternatif bir bocek kontrol ajani olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Athanassiou
ve ark., 2018a). Metal, metal oksit ve diger NP tiirleri biyolojik, fiziksel ve kimyasal olarak
sentezlenebilir. Sentezlenen nano metaller 6zel, benzersiz ve gelistirilmis fiziksel, kimyasal
ve biyosidal 6zellikler kazanir (Alavi ve ark., 2019). Ornegin, bakir siilfat ve bakir nitrat gibi
bakir ¢ozeltilerinin kiitlesi nanoformlara indirgendiginde, oldukc¢a iletken ve biyosidal
ozellikler elde ederler. Fiziksel ve kimyasal yontemler, pahali ekipman, tehlikeli reaktifler
ve NP'leri indirgemek ve stabilize etmek icin gereken asir1 enerji nedeniyle biyolojik

yontemlere kiyasla daha az tercih edilen yaklagimlardandir (Akintelu ve ark., 2020).

Yesil veya biyolojik sentez yaklagimlari, canli organizmalar veya bilesenleri, NP'lerin
sentezinde indirgeyici ve stabilize edici ajanlar olarak kullanmaktadir (Mittal ve ark., 2013).

Bu yontem uygun fiyatli, etkili ve c¢evre dostudur. Bakir nanopargaciklart (Cu NP'ler),



biyolojik sentez yaklagimi ile gesitli bitki ekstraktlari kullanilarak basariyla sentezlenmistir
(Din ve Rehan, 2017). NP'lerin sentezi i¢in kullanilan biyolojik ajanlar arasinda bakteri,
siyanobakteriler (Zhang ve ark., 2020), mantarlar (Khan ve ark., 2022), mayalar (Gahlawat
ve Choudhury, 2019), algler (Varshneyet ve ark., 2012) ve bitkiler (Letchumanan ve ark.,
2021) bulunmaktadir.

Piper retrofractum (Amaliyah ve ark., 2020), Cissus itiginea (Wu ve ark., 2020) ve
Thymus vulgaris (Nasrollahzadeh ve ark., 2016) gibi ¢esitli bitki 6zlerinin, NP’lerin yesil
sentezinde verimli, toksik olmayan ve cevre dostu Ozellikte oldugu ifade edilmistir. pH,
sicaklik, bakir kaynagi ve konsantrasyonu, ekstrakt konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi NP
sentezini etkileyen faktorlendendir (Akintelu ve ark., 2020). Sentezlerde NP’ lerin olusumu
ilk olarak renk degisiminin gozlemlenmesi, ardindan Ultraviyole / Goriiniir bolge
Spektrofotometre (UV-Vis) analizi ile yiizey plazmon rezonans (YPR) pikinin belirlenmesi
ile gosterilmektedir. NP'lerin olusumundan sorumlu fonksiyonel gruplari ortaya koymak igin
Fourier doniistimii Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR) analizi yapilmaktadir. Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) ve Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) gibi mikroskobik teknikler de
NP'leri goriintiilemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Umer ve ark., 2012).

NP'lerin bocek oliimiine neden oldugu, bioassay caligmalar: ile ortaya koyulmus
olmasina ragmen, altinda yatan mekanizmalara dair kisitli sayida ¢aligma vardir. NP'lerin
baliklarda enflamasyona, epitel dokuda nekroza, 6dem olusumuna ve pullarin dokiilmesine
neden oldugu gosterilmistir. Yukaridaki kosullara yanit olarak, timdr nekroz faktorleri,
programlanmis hiicre 6liimii, enflamasyon ve diger immiin yanit veren genlerin, yiiksek
seviyelerde ifade edildikleri goriilmiistiir (Abdel-latif ve ark., 2021). EK olarak, oksidatif
stresle ilgili genlerin, Ist Sok Proteinlerinin (Heat Shock Proteins: HSPs) ve Kaspaz
genlerinin artan ifadesi de NP'lerin etkisini ortaya ¢ikarmistir (Abdel-latif ve ark., 2021).
Karboksilesterazlar, Sitokrom P450'ler, amilaz, HSP ve Katalaz, gesitli ksenobiyotikler
tarafindan siklikla uyarilan bir gen grubuna aittir ve bunlarin asir1 ifadesi insektisit direncine

yol agmaktadir (Amezian ve ark., 2021; Enayati ve ark., 2005; Wang ve ark., 2018).

Bu ¢alismada Cu NP'ler yesil sentez yaklasimi (g (green) - Cu NP) ile Origanum sp.
ekstraktr kullanilarak sentezlenmistir. Bitki ekstrakti, kaplama maddesi olarak verimli bir

sekilde kullanilmistir. g - Cu NP'lerin insektisit etkisi T. granarium'a kars1 bioassay yontemi



kullanilarak arastirilmigtir. T. granarium’a ait Siiperoksit dismutaz (TgSOD), Katalaz
(TgCAT) ve Glutatyon Peroksidaz (TgGPX) isimli ii¢ adet detoksifiye edici genin ifade
seviyeleri, g - CuNP'lerin insektisit aktivitesini arastirmak i¢in RT — qPCR yoluyla analiz
edilmistir. Biyoassay ve gen ifade analizi ¢alismalar1 sonucunda, g - Cu NP'lerin, giinlimiizde
miicadele edilmesi bir hayli zor olan T. granarium'a karsi insektisit etkinligi ortaya

cikartlmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1.  Trogoderma granarium (Kapra bocegi)

2.1.1. Trogoderma granarium‘un Biyolojisi

Kapra bocegi, Trogoderma granarium (Sekil 2.1.), ¢esitli depolanmuis tahil taneleriyle
beslenmekte ve en zararli 100 istilac1 bocek tiirii arasinda siniflandirilmaktadir (Athanassiou
ve ark., 2019). Kapra bdcegi, EPPO (Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Orgiitii) tarafindan
karantina bocegi olarak kabul edilir (EPPO Veritabani, 2021). Bu zararli ilk olarak Hindistan
alt kitasinda rapor edilmis, daha sonra Afrika, Avrupa, Orta Dogu, Avustralya ve Amerika
dahil olmak {iizere cesitli bolgelerin sicak ve kurak bolgelerinde yayilim gostermistir.
Ornegin, Hindistan, bu karantina zararlis1 nedeniyle Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve
Cin'den gelen yasaklarla karsi karsiya kalmistir (Yadav ve ark., 2022). ABD, Kanada ve
Avustralya dahil olmak {izere bir¢ok iilkede T. granarium'un yayilmasini 6nlemek igin, kati
karantina &nlemleri uygulanmaktadir (Morrison ve ark., 2020). Diinya Ticaret Orgiitii
Komitesi, bu zararlinin yayilmasini1 6nlemek i¢in bugday ve diger depolanmis tahillarda

kontamine olmus tiriinlerin ithalatini kisitlamaktadir (Athanassiou ve ark., 2019).

a. b.

Sekil 2.1 . Kapra bocegi larvasi (a.) ve ergini (b.) (New South Wales Department of Primary Industries,
Agustos - 2022).

Sicaklik ve bagil nem T. granarium'un yasam dongiisiinde ¢ok onemli bir rol
oynamaktadir. Bdcegin gelisiminde optimum sicaklik 35 °C, bagil nem ise %65
seviyesindedir (Rizwan ve ark., 2018). Kapra, diger depolanmis iiriin bocekleri ile birlikte

yetistirildiginde, rekabetgi dogas1 ve diger spesifik 6zellikleri, bu bocegi diger zararlilardan



daha baskin ve basarili kilar. Bu tiir, nem igerigi %2'den diisiik olan bir¢ok depo tahilini istila
edebilir. Hatta, popiilasyonun miktarini genis bir sicaklik araliginda ¢ogaltmasi ile diger
zararlilardan kolaylikla ayirt edilebilir (Athanassiou ve ark., 2019).

T. granarium'un yumurtadan ergine kadar siiren yagam evresindeki gériiniimii, dongii
icindeki degisen ozellikleri, metamorfoz ile karakterize edilir (Athanassiou ve ark., 2019).
Gupta ve Kataria (2014) tarafindan Kapra boceginin iireme verimliligi ve uzun omiirliligi
lizerine yapilan bir arastirma, Kapra boceginin yasam dongiisiinii 45 - 50 giin i¢inde
tamamladigini gostermistir (Sekil 2.1). Pupadan erginlerin ¢ikmasindan sonra, 2 - 3 giin
icinde ciftlesme gergeklesmekte ve dort giin siire ile yumurta birakma islemi stirmektedir.
Tek bir disi 58 adede kadar yumurta birakabilirken, ¢oklu giftlesme yetenegi sayesinde bu
say1 130’u bulabilmektedir. Birakilan yumurtalardan 5 - 7 giin igerisinde birinci donem
larvalar ortaya ¢ikar. Boylart 1 mm ile 5.7 mm arasinda degisen Kapra bocegi larvalari,
sicakliga bagl olarak 4 - 8 larva dénemi gegirirler. Oregin, birinci dsnem larvanin besinci
doénem larvaya ulagsmasi ortalama 31,7 giin siirer ve larva son dénemi takiben pupaya girer.
Pupalar yaklasik bes giin sonra ergin bireylere doniisiir ve giftlesme siireci baslar (Gupta ve
Kataria, 2014). Kapra boceginin larva gelisim donemleri, heniiz aydinlatilamamis
mekanizmalari nedeniyle en zararli ve kontrol edilmesi zor olan donemidir (Athanassiou ve

ark., 2019; Wakil ve ark., 2021).

5-7 giin
Yumurta =
Larva
1. Donem
6-9 otin - R ) v 2. Dénem
g Trogoderma granarium Everts'in
e dBnuiis Ortalama
yas g 31.7 giin
3. Dénem
4. Dénem

Ergin

5. Dénem

2 -5 giin

Pupa

Sekil 2.2. Trogoderma granarium Everts'in yasam dongiisii.



Diger depolanmis {irlin boceklerinin aksine, Kapra bocegi zorlayict kosullarda dahi
uzun siire varligini siirdiirebilir. Bu kapasite, besinci donem larva agamasinda istege bagli bir
diyapoz (fakiiltatif diyapoz) durumuna girme yetenegi ile saglanmaktadir. Optimal kosullara
bagli olarak, son donem larvalar, daha sonra erkek ve disi erginler olarak ¢ikacaklar1 “pupa”
ad1 verilen bir asamaya girerler. Besin yoklugunda besinci donemdeki larvalar “diyapoz” adi
verilen kesintiye ugramis bir fizyolojik ve metabolik duruma girerler ve 6 yila kadar
beslenmeden yasayabilirler. Besin yoklugunun disinda diyapoz olusumuna en fazla neden
olan diger tetikleyici unsurlar arasinda diisiik / yiiksek sicaklik, insektisit uygulanmasi, fecal
kalintilar, yiiksek niifus yogunlugu ve nem bulunmaktadir (Lindgren ve Vincent, 1959;
Burges, 1963; Stanic ve ark., 1963; Bell ve ark., 1984; Wilches ve ark., 2016). Fotoperiyot
da diyapoz durumunu diisiik seviyede tetikleyen etkenlerdendir. Sicaklik, bagil nem ve besin
mevcudiyeti optimum sekilde saglandiginda, diyapoz dogal olarak sonlanmaktadir
(Athanassiou ve ark., 2019). Diyapoz, bu zararlinin uluslararasi ticaret yoluyla yayilmasina
ve insektisit uygulamalarindan etkilenmemesine katkida bulunmustur. Boylece yayilmanin

cesitli alanlarda genisleyen istilalarla sonu¢lanmasina sebep olmustur (Nair ve Desai, 1972).

2.1.2. Trogoderma granarium'un ekonomik 6nemi

Coleoptera’dan yaklagik 600, Lepidoptera’dan yaklasik 70 ve akarlardan yaklagik
355 tiir dahil olmak ftizere yaklasik 1000 tiir zararli, depolanan tahillarda miktar ve kalite
kaybina neden olmaktadir (Jasrotia ve ark., 2022). Tarim friinlerinin hasat sonrasi bir
mevsimden digerine depolanmasi, eski insan uygulamalarindan biridir. Bocekler, akarlar ve
keneler de dahil olmak iizere depo zararlilari, tahil, baklagiller, sebze tohumu, pamuk, misir,
findik vb. gibi tarimsal iriinlerinin miktarma ve kalitesine ciddi sekilde zarar vermektedir.
Ornegin Kapra bdcegi, incir, kuru iiziim, seftali, kuru erik, hurma, manyok cipsi, yumurtali
eriste, 6lii bocekler ve diger hayvansal tiriinler olmak iizere, 100'den fazla depolanmis iiriin

cesidini istila eder (Christos ve ark., 2019; Yadav ve ark., 2022).

Depolanmis iirlin zararlilarindan kaynaklanan hasat sonrasi kayiplar, mahsul
ekonomisine dolayli ve dogrudan kayiplar olarak katki saglamaktadir. Bu zararlilar,

depolanan tahillarin nem igerigini ve sicakligini degistirerek antibiyotige direngli patojenik



mikroorganizmalara ev sahipligi yapmakta ve patojenezde konakgi olabilmektedir. Ayrica
biraktiklari doku pargalari, kabuklar ve atiklar sebebiyle depolanan {iriinlere ve bunlardan
beslenen canlilara zarar verirler (Hamel ve ark., 2020; Jasrotia ve ark., 2022). Tahillarin
Kapra zararlisi ile istilasi, gliiten, vitaminler, yaglar ve sekerler gibi besin igeriklerine
dogrudan biiylik zarar vermektedir. Depolanan tahillardaki Kapra bocegi kaynakli kayip
bazen %73'e kadar cikmakta ve ortalamada ise %6 — 33 arasinda degiskenlik
gosterebilmektedir. Kapra bocegi, tahillarda biraktigi zararli ve allerjen etkili atiklarla
saglikla ilgili sorunlarin yani sira, mahsul ve ticaret kisitlamalarina neden olarak, ekonomik
kayiplara yol agmaktadir (Yadav ve ark., 2022). Prasad ve ark. (1997) bugday tanelerinin
%15 Kapra bocegi ile kontaminasyonunun, tanelerde mevsimsel depolama sirasinda sirasiyla

%2,6 ve %24 civarinda agirlik ve canlilik kaybina neden oldugunu gostermistir (Yadav ve

ark., 2017).

Kapra boceginin tahil kabugunun i¢inde kamufle olmasi, yumurtalarinin ¢iplak gozle
goriilmemesi, larvalarin oyuklarda saklanmasi gibi Ozellikleri, bdcegin tespitini ve
kontroliinii son derece zorlastirmaktadir (Christos ve ark., 2019b; Boyer ve ark., 2012; Hamel
ve ark., 2020). Kapra boceginin tespiti i¢in ¢esitli tanimlama yontemleri kullanilmustir.
Ornegin, stereomikroskop, morfolojik tanimlama tekniklerine dahil edilmistir. Bu zararlinin
tanimlanmasinda immiinolojik ve molekiiler tekniklerin kullanildig1 da bildirilmistir (Yadav
ve ark., 2022). Giliniimiizde T. granarium'u kontrol etmek igin kullanilan yaklagimlar
arasinda yiiksek ve diisiikk sicaklik uygulamasi, radyasyon, modifiye atmosfer, botanik
tiriinler, biyolojik ajanlar, bocek biliylime diizenleyicileri ve bocek dldiiriiciiler bulunmaktadir

(Athanassiou ve ark., 2019).

2.2.  Origanum sp.

Origanum sp. Lamiaceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitkidir ve Asya, Avrupa ve
Kuzey Afrika'da yetismektedir. Bu aromatik bitki, bircok mutfakta ve geleneksel tipta
oldukca yaygin kullanilmakta olup ve essiz aromasi nedeniyle Tiirkiye'de en ¢ok kullanilan
baharatlardan biridir (Kourimska ve ark., 2016; Marrelli ve ark., 2018). Origanum sp.

terpenler, bisiklik monoterpenler, ugucu yag, fenolik bilesikler, flavanonlar, flavonoidler,



rosmarinik asit, karvakrol, benzoik asit, tokoferoller ve sinnamik asit tiirevleri dahil olmak
lizere biyoaktif maddeler bakimindan zengindir (Atar ve Hatice, 2020, Marrelli ve ark.,
2018). Ugucu yaglar, ¢esitli bitki bilesenlerinden elde edilen ugucu, kokulu, kokulu - yagl
stvilardir (Leyva-Lopez ve ark., 2017). Carvacrol, thymol, c-therpinene ve p93 simen,
Origanum sp.'deki ugucu yaglarin aktif bilesiklerini olusturur (Jouki ve ark., 2014). Bu
bilesikler miikemmel insektisidal aktiviteye sahiptir. Ornegin, karvakrol, timol ve terpinenin,
gida kaynakl1 hastaliklarin bulagsmasindan sorumlu olan Calliphora vomitoria L. erginlerine
kars1 onemli insektisidal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Bedini ve ark., 2021). Ayrica
genis bir antibakteriyel, antifungal, antioksidan ve antiviral aktiviteye sahiptir. Origanum
ucucu yaglarinin bu 6zellikleri, bu bitkiyi gida, kozmetik ve ilag endiistrilerinde oldukga

degerli bir bitki haline getirmektedir (Jouki ve ark., 2014; Leyva-Lopez ve ark., 2017).

2.3. Nanoparg¢aciklar

Yunanca "ciice" anlamma gelen "Nano" kelimesi, milyarda biri (1x10°) temsil
etmektedir. Nanoparcaciklar (NP'ler), 1 - 100 nm boyut araligindaki pargaciklardir; biiyiik
parcali malzemeler bu boyut araligina indirildiginde olagandisi fiziksel, kimyasal ve mekanik
ozellikler kazanirlar (Verma ve Kumar, 2019). Kiiciik boyutlarindan dolay1 sahip olduklari
biiyiik yiizey alani/hacim orani, onlar1 biyotip, kataliz, elektronik ve nanotasiyict olarak
oldukca uygulanabilir kilar. Ayrica antimikrobiyal, insektisit, antikanser ve ilag tasiyici

ajanlar olarak kullanim alanlart bulunmaktadir (Gnanasangeetha ve Suresh, 2020).

2.3.1. Nanoparcaciklarin simiflandirilmasi

NP'ler kimyasal bilesimlerine, boyut ve sekillerine, kokenlerine, morfolojilerine, vb.
gore ¢esitli siniflara ayrilmaktadir (Sekil 2.2). Kokenlerine gore dogal, tesadiifi veya
miihendislik {irtinii NP'ler olarak siniflandirilirlar; ancak bunlarin tiim tiirleri ayrica organik,
inorganik ve karbon bazli nanoparcaciklar olarak kategorize edilebilmektedirler (Din ve
Rehan, 2017; Gnanasangeetha ve Suresh, 2020; Khan ve ark., 2022; Ealia ve Saravanakumar,
2017). Dogal NP'ler en yaygin olarak dogada ultra ince pargaciklar olarak bulunur. Bu tiir
NP'ler, firtina, volkanlar, orman yanginlari, uzay ve kristal yapilardan meydana

gelebilmektedir. Gii¢ iiretimi, motor egzozu, malzeme kaynagi, gida isleme, sigara dumani
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ve bina gibi istenmeyen yan {irlinler olarak iiretilen NP'lere “tesadiifi NP’ler” denilmektedir.
Tasarlanmis NP'ler ise, belirli 6zelliklerde iyilestirmeler saglamak i¢in yapay olarak iiretilmis

NP'lerdir (Khan ve ark., 2022).

Tiim NP'lerin en az bir boyutu oldugu kabul edilir. 0, 1, 2 ve 3 boyutlu yapilar nano
boyut tiirleridir. Kuantum noktalarinin belirli bir uzunlugu, genisligi ve yiiksekligi yoktur;
bu nedenle, tek bir noktada sabitlenmis boyutsuz NP'lerdir. Kiiclik boyutlarindan dolay1
bunlara “0 boyutlu” denilmektedir. Tek boyutlu NP'ler, grafen gibi yalnizca bir parametreye
sahip olanlardir. Karbon nanotiipler gibi iki boyutlu NP'ler uzunluk ve genislige sahipken,
altin nanopargaciklar gibi iic boyutlu NP'ler li¢ parametrenin hepsine sahiptir: uzunluk,

genislik ve yiikseklik (Din ve Rehan, 2017; Ealia ve Saravanakumar, 2017).

Nanomalzemeler boyutlarina gére 1 - 50 nm, 50 - 100 nm ve 100 - 1000 nm olarak
siiflandirilir. Kategorizasyon, sirasiyla ultra ince dagilma, yiiksek dagilma ve tortul
ozelliklerine dayanmaktadir (Strambeanu ve ark., 2015). Morfolojilerine gore yine kiiresel,
ticgen, kiibik, oval bi¢imli, prizma bi¢imli, gubuk bigimli, tiip bigimli, spiral ve diger bicimler
olarak siniflandirilirlar. Ayrica gesitli igsel kristal formlara sahip olabilirler. Kristal formlar
arasinda basit kiibik, ikosahedron, dekahedron, farkli kiibik yiizler ve daha birgoklar1 bulunur
(Khan ve ark., 2022).

Nanopargaciklar

Kimyasal b_i_lesimlerine Boyutlarina ve sekillerine Kokenlerine gére Boyutlarina gére
gore gore
Organik Kiresel, Kubik, Dogal, Tesadifi, Sifir
inorganik veya Cubuk/prizma, Miihendislik Bir
Karbon bazli Helisel sekilli vb. iki veya
Ug boyutlu

1-50 nm, 50-100 nm,
ve 100-1000 nm

Sekil 2.3. Farkl1 6zelliklerine gore nanopargaciklarin genel siniflandirilmalari
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Koken, boyut, biiyiiklik ve sekle dayali siniflandirmalarinin yani sira, NP'ler
kimyasal bilesimlerine gore organik, inorganik ve karbon bazli NP'ler olarak siniflandirilir
(Sekil 2.3). Organik kimyasal bilesim kategorisindeki NP'ler arasinda lipozomlar, polimerler,
dendrimerler vb. bulunur. Bunlar, ilag dagitim sistemlerinde ve nano tasiyicilarda

biyomedikal uygulamalarda en yaygin olarak kullanilan NP'lerdir (Mauricio ve ark., 2018).

One ¢ikan iki karbon bazli NP grubu fullerenler (sirasiyla 7.114 ve 7.648 nm ¢apa
sahip C60 ve C70) ve 1-2 nm capa sahip karbon nanotiiplerdir. Verimli elektriksel
iletkenlikleri, yiiksek mukavemetleri, yapilari, elektron afiniteleri ve uyarlanabilirlikleri
nedeniyle 6nemli bir ticari ilgi uyandirmislardir. Ayrica nanokompozit dolgu maddeleri, gaz
adsorbanlar1 ve ¢esitli inorganik ve organik kataliz i¢in destek ortamlar1 olarak kullanilirlar

(Khan ve ark., 2019).

Inorganik tipler, metal, metal oksitler, bimetalik ve seramik NP'ler gibi metalik
elementlerden sentezlenen bir grup NP'dir. Biyolojik, tibbi, tarimsal ve teknolojik alanlardaki
genis uygulamalari nedeniyle, metal ve metal oksit NP'leri, aragtirmalarin dikkat ¢eken bir
odak noktasidir. Yikici (azaltarak) veya yapici (birlestirerek) yaklagimlar, 1 ila 100 nm
arasinda degisen boyutlarda metal nanoparcaciklar (MNP'ler) yapar. Bakir (Cu), Bakir oksit
(CuO), Giimiis (Ag), Altin (Au), Paladyum (Pd) ve Cinko Oksit (ZnO) gibi hemen hemen
tim metalik elementlerin nanopargacik hali sentezlenebilir. Oksijensiz bir ortam altinda
gerceklestirilmedigi stirece, bahsedilen MNP'lerin bazilar1 metal oksit NP’ lerine doniisiir.
Bu durum, ilgili MNP'lerin 6zelliklerini degistirerek bazen onlara artan reaktivite gibi istisnai

ozellikler verir (Ealia ve Saravanakumar, 2017).

Cu ve CuO NP'ler gibi metal NP’ler, ozellikle yesil sentezlenmis olanlar, olasi
tarimsal, biyomedikal ve endiistriyel uygulamalar1 nedeniyle ¢esitli alanlarda biiyiik ilgi

gOormustur.
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Nanoparcacik Turleri

h Z P e =
Organik inorganik Karbon Tabanli
Lipozomlar Polimerler Metalik Metal Oksit Seramik Kuantum Dot Fullerenler Nanotupler

Sekil 2.4. Kimyasal bilesimlerine gére nanopargaciklarin siniflandirilmast (Mauricio ve ark., 2018).

2.3.2. Nanoparcaciklarin sentez yontemleri

NP’lerin sentezi, metal iyonlarinin monovalent durumlarina indirgenmesini,
indirgenmis metallerin aglomerasyonunu ve aglomeratlarin kaplanmasini igeren {i¢ agamada
gerceklesir (Verma ve Kumar, 2019). NP'leri sentezlemek igin kullanilan yontemler
genellikle asagidan yukariya ve yukaridan agagiya yaklasimlara ayrilir. Asagidan yukariya,
NP'lerin atomlardan olusturulmasi ve yukaridan asagiya ise bir pargacigin kiitlesinin 1 - 100
nm Olgegine indirgenmesidir. Biitiin bunlar fiziksel, kimyasal ya da biyolojik yontemlerle

gerceklestirilir.

2.3.2.1. Nanoparcaciklarin yesil sentezi

Bakteri 6zleri (El-Saadony ve ark., 2020), maya (Gao ve ark., 2018), bitkiler (Kamli
ve ark., 2021), algler (siyanobakteriler) ve mantarlar (Khan ve ark., 2022) yesil sentez
yaklasiminda NP'lerin {iretimi i¢in etkin bir sekilde kullanilmistir. Bu biyolojik ajanlarin
ekstraktlarinin nanosentezde kullanilmasi son zamanlarda ilgi ¢ekici bir arastirma alani
haline gelmistir. Sentezlenen NP'lerin ¢ogu, uygulanabilirlikleri agisindan test edilmis ve
farkli alanlarda dikkate deger sonuglar vermistir. Biyolojik ajanlardan NP'lerin sentezi ve
karakterizasyonu Sekil 2.4'te gosterilmektedir. Yesil sentez yaklasiminda, pH, reaksiyon
stiresi, sicaklik, kristal konsantrasyonlar ve bitki ekstraktinin dogasi gibi farkli parametreler,

NP'lerin boyut ve morfolojisinde farkliliklar ortaya ¢ikarmaktadir. NP olusumlari, UV -
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Goriliniir bolge, TEM, SEM, XRD ve FTIR dahil olmak iizere farkli analitik teknikler

kullanilarak dogrulanabilir (Gnanasangeetha ve Suresh, 2020).

Biyolojik ajanlarin tercih edilme nedenleri arasinda g¢evresel giivenlik, verimlilik,
islenebilirlik ve NP'lerin bol miktarda elde edilebilmesi sayilabilir (Badawy ve ark., 2021).
Biyolojik ajanlar arasinda en ¢ok tercih edileni bitkilerdir. Bitkiler, birincil ve ikincil
metabolitlerin 6nemli kaynaklaridir. Polisakkaritler, proteinler, amino asit kalintilari,
saponin, flavonoidler, terpenoidler ve fenolik bilesenler gibi bitki metabolitleri, NP
sentezinde Onemli bir rol oynamaktadir (Gnanasangeetha ve Suresh, 2020). Yapilan
caligmalarda, farkl fiziksel ve kimyasal parametrelere sahip Cu NP'leri tiretmek i¢in farkli
bitki ve bitki pargaciklarindan bitki 6zleri kullanilmistir. Bitkilerin biyolojik ajan olarak
kullanimi, bakteri ya da mantarlarda oldugu gibi 6zel kiiltiirleme, izolasyon veya
karakterizasyon teknikleri gerektirmedigi igin iiretim maliyetini azaltmaktadir

(Gnanasangeetha ve Suresh, 2020).
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PN Meyve Mantar
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Bakteriler

Mayalar

Ekstrakt hazirlama

Extrakt Metal kaynagi Nanoparcacik

NP'ler yesil sentezi

XRD EDX

Yesil NP'lerin karakterizasyonu
Sekil 2.5. Nanopargaciklarin yesil sentezi ve karakterizasyonu

Origanum sp. bitkisinin ekstrakti, farkli NP'lerin sentezinde, metalleri indirgemek ve
kaplamak amaciyla bir¢ok ¢alismada kullanilmistir. Bunlar arasinda Giimiis NP'ler
(AgNP'ler) (Renu ve ark., 2013), Altin NP'ler (AuNps) (Benedec ve ark., 2018), Paladyum
NP'ler (Pd NP'ler) (Rafi Shaik ve ark., 2017), Titanyum dioksit NP'ler (TiO2 NP'ler)
(Bahmani, 2019) ve Cinko oksit NP'ler (ZnO NP'ler) (Luque ve ark., 2022) bulunmaktadir.
g - Cu NP'ler, cesitli bitki ekstraktlari kullanilarak sentezlenmistir; ancak Origanum sp.
kullanilarak sentezlenen Cu NP’ler literatiirde kisitli sayida bulunmaktadir (Sankar ve ark.,
2014; Aguilar ve Rosas, 2019; Alshehri ve Malik, 2020). Dahasi, Origanum sp. ekstraktindan
sentezlenmis Cu NP’lerin, herhangi bir bocek zararlisina karsi insektisit etkisini aragtirmak

tizere gerceklestirilmis bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.
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g - Cu NP'ler yesil sentez yolu ile ilk olarak manolya bitkisinden basarili bir sekilde
retilmistir (Lee ve ark., 2011). Daha sonra Artabotrys odoratissimus (Kathad ve Gajera,
2014), Citrus medica (Shende ve ark., 2015), Azadirachta indica (Nagar ve Devra, 2018) ve
Beta vulgaris (Chandrasekaran ve ark., 2020) dahil olmak tizere farkl tiirlerdeki bitkilerden

Cu ve CuO NP'lerin sentezi gergeklestirilmistir.

2.3.3. Cu Nanoparcaciklar ve Ozellikleri

Cu NP'ler, alkali ve soy metal NP'lere kiyasla, diisik maliyetleri, kolay
ulagilabilirlikleri ve basit reaksiyon kosullar1 nedeniyle daha ¢ok tercih edilirler. Sulu
ortamda, g - Cu NP'ler, CuO NP'lere oksidasyon ile doniisme egilimindedir. Yiizeydeki oksit
tabakalarin tiretimi (Cu oksitler) termodinamik olarak saf Cu metalinden daha kararlidir.
Ayrica, iyi korunmadiginda g - Cu NP'lerin bir araya gelerek agregasyona neden oldugu
goriilmustiir. Polivinil alkol, polietilen glikol, polivinil pirolidon polimerleri ve organik
ligandlar gibi ¢esitli koruyucu maddeler, agregasyon ve oksidasyon problemlerinin

tistesinden gelmek i¢in kullanilabilmektedir (Rajesh ve ark., 2016).

Cu bazl1 NP'ler, yiiksek reaktiviteleri, katalitik aktiviteleri, verimli sensorleri, ayrica
mikroplara, kanser hiicrelerine, zararl boceklere karsi biyosidal 6zellikleri nedeniyle en ¢ok
tercih edilen NP'lerdir. Bu 6zellikler onlar1 nanotipta enfeksiyon kontroliinde ajan olarak
(Verma ve Kumar, 2019) ve zararli yonetiminde nanopestisitler olarak kullanilmalarina,
optik cihazlar, yar1 iletkenler ve nanoakiskanlar iiretiminde yer almalarina imkan saglar
(Velsankar ve ark., 2022). Ayrica ¢ay, muz, narenciye ve kahve gibi cesitli bitkileri
mantarlardan, yaprak ve meyve hastaliklarindan korumak i¢in CuO kullanilmistir (Rai ve

ark., 2018).

Badawy ve ark. (2021), Aspergillus niger susu (G3-1) ile sentezlenen CuO NP'lerinin,
belirli bugday boceklerine karsi kayda deger bir insektisidal etkinlik gosterdigini
gostermistir. Sentezlenen CuO NP'ler boyutlar1 14.0 ile 47.4 nm arasinda degisiklik
gostermistir. CuO NP'lerin insektisit olarak uygulanmasi ile Sitophilus granarius‘da %55 -

94.4 ve Rhyzopertha dominica’da ise %70-90 oranlarinda 6liim kaydedilmistir. CuO NP'ler
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ayrica zararli Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin giiglii bir inhibitorii olarak gérev
yapmustir. CuO NP'ler ile etkili bir sekilde kontrol edilen bakteriler arasinda Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus bulunmaktadir
(Vinothkanna ve ark., 2022).

Cu NP'ler elektro ve fotokatalizde, su Kirleticilerinin uzaklastirilmasinda, giines
pillerinde, biyodizel gibi alanlarda kullanilmaktadir (Sukumar ve ark., 2020). Cu bazli NP'ler,
zararli bozunmayan boyalari kaldirarak daha temiz bir ortam olusturmaya yardimci olabilir.
Ormegin, CuO NP'ler, oda sicakliginda Kongo kirmizisi, Metilen mavisi vb. gibi boyalarin
indirgenmesinde dikkate deger 6lgiide katalitik aktivite gostermistir. Bu NP'lerin kolayca geri
kazanildig1 ve aymi verimlilikte 6 dongiiye kadar yeniden kullanildigi bulunmustur. Bu
nedenle, CuO NP'ler zararli boyalar1 azaltarak daha temiz ortamlar1 meydana getirmede ¢ok
fazla potansiyele sahiptir (Manjari ve ark., 2017). Bunun yani sira, g - CuO NP'ler, malakit

yesil boyasini azaltarak katalitik aktiviteler de sergilemistir (Dobrucka, 2018).

2.3.4. Nanoparcaciklarin uygulama alanlar:

NP'ler biyoloji, tarim, biyotip, cevresel iyilestirme, elektronik ve enerji sektorleri gibi
alanlarda sunabilecekleri sayisiz potansiyel pratik uygulamalar nedeniyle aragtirmacilarin
dikkatini ¢ekmistir. Cesitli yontemler kullanilarak sentezlenen NP'ler, potansiyel
uygulamalari i¢in kapsamli bir sekilde ¢alisilmis ve arastirilmistir. Ayrica, cevresel olarak
giivenli olmayan ve insanlar ile diger su ve toprakta bulunan yasam formlar1 i¢in yasami
tehdit eden standart tarim kimyasallarinin kullanimlarimin yerini alma potansiyeline
sahiptirler (Abd-Elsalam, 2022). Cu, Au ve Ag NP'ler bu konuda kapsamli olarak incelenen
NP'ler arasindadir ve tarimsal zararlilarin kontrolii ve bitki koruma alanlarinda potansiyel

uygulama imkan1 sunduklar1 bilinmektedir.

2.4. Giivenilir ve Cevre Dostu Alternatif Pestisit Thtiyaci: Nanopestisitler

Pestisitler, tarimsal zararlilar ile miicadelede cok 6nemli bir rol oynamalarina ragmen,

direng gelisimi ciddi ve devam eden kiiresel bir sorun halini almaktadir (Vivekanandhan ve
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ark., 2021b). Depo zararlilarint kontrol etmede onemli o6lgiide kullanilan melatonin,
diklorvos, Pirimiphos-metil ve fumigant metil bromiir gibi birgok pestisit yasaklanmistir
(Hamel ve ark., 2020). Asya'da R. dominica, S. oryzae, Cryptolestes ferrugineus ve T.
granarium (Everts) popiilasyonlar1, insektisitlere kars gii¢lii direng gelistirmis birkag bocek
tiirii arasinda belgelenmistir (Hamel ve ark., 2020). Toprakta ve suda yiiksek miktarlarda
zirai kKimyasal kirleticilerin birikmesi ise, geleneksel pestisit kullaniminin getirdigi baska bir
sorundur (Mohamed ve ark., 2022). Ote yandan, 2030 yilina kadar kimyasal pestisit

kullanimi ve riskini yar1 yariya azaltmak igin araliksiz bir ¢aba vardir (Hamel ve ark., 2020).

2.4.1. Tarimda bitki koruyucu olarak nanoparcaciklar

Virlisler, bakteriler, mantarlar, nematodlar ve bdcek zararhilar1 gibi bitki
hastaliklarina neden olan ajanlarin, gida mahsullerinin tiretim verimliliginde %10 ila 40'lik
bir azalmaya neden oldugu tahmin edilmektedir (Mohamed ve ark., 2022). NP'lerin yabani
otlar, bocekler, keneler ve akarlar1 kontrol etmede potansiyel kullanimlar1 beklenmektedir.
Ayrica NP’ler giibre, insektisit tasiyict ajanlar, besin ve su emilimini arttirici ajanlar olarak
da kullanilabilirler (Koul, 2019). Yakin zamanda, piring biti (Sitophilus oryzae L.), kirmiz1
un bocegi (Tribolium castaneum Herbst.) ve boriilce bocegi (Callosobruchus maculatus F.)
gibi depolanmig iiriin boceklerinin kontrolii tizerindeki ZnO ve SiO2 NP'lerinin toksisitesi
tizerine gergeklestirilen bir caligsma, sirasiyla %81,6, %98,3 ve %58,3 6lim orani ortaya
koymustur (Haroun ve ark., 2020). NP'ler, kimyasallarin ¢éziiniirliigiiniin artmasi, diisiik doz
gereksinimleri ve pestisit bilesenlerinin kontrolli salinimi dahil olmak {izere, geleneksel

pestisitlere gore ¢ok sayida avantaja sahiptir (Jasrotia ve ark., 2022).

NP'lerin bir baska potansiyel uygulama alan1 da nano giibrelerin gelistirilmesidir.
Nanogiibreler, nitrojen, fosfor, potasyum gibi makro ve mikro bitki besin nanoformlaridir ve
ekinlere diizenli bir sekilde saglanmaktadir (Mejias ve ark., 2021). Nanogiibrelerde besinler,
tek basina veya kombinasyon hélinde, besinleri standart giibrelerden daha yavas salan nano
boyutlu NP adsorbanlarina baglanir. Tarimsal girdilerdeki aktif maddelerin sahaya 6zel ve

kontrollii salinimi ile ciftgilerin glibre harcamalar1 azaltilabilir. Ayrica, gida mahsulii
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beslenmesini artirarak toprak sagliginin gelistirilmesine ve jeobiyolojik toprak dongiistiniin

stirdliriilmesine yardimet1 olabilir (Chhipa, 2017; Zulfigar ve ark., 2019).

Daha fazla arastirma, NP'lerin besin gelistirmede potansiyel olarak uygulanabilir
olabilecegini gostermistir. Cu NP'ler, ekin bitkileri i¢in yesil nanopestisit tastyici ajanlar ve
nanogiibreler olarak hizmet ederek, tarimsal iretimi gelistirmede potansiyel ajan olarak
onerilmistir (Abd-Elsalam, 2022). Cu/CuO NP'leri misir (Zea mays L.) bitkilerine sprey
olarak ve ¢ozelti kiiltiirii yontemi ile uygulanmasi bitki bitylimesini %51 oraninda artmustir.
Ek olarak, uygulanan NP'nin bitki hiicresine hizla girdigi ve farkli metabolik enzimleri
optimum dozda asimile ettigi ve pozitif yonde diizenledigi gosterilmistir (Adhikari ve ark.,
2016). Nanopargaciklarin tiim potansiyel uygulamalarina ragmen, lipid peroksidasyonuna ve
DNA hasarina yol acabilen serbest radikallerin neden oldugu toksisite gibi biyolojik
sistemler ve ¢evre lizerindeki olumsuz etkilerine iligskin endiseler de arastirilmasi gereken bir

diger konudur (Agrawal ve Rathore, 2014).

2.4.2. Bitki ve depo zararhlarinin kontroliinde nanoparg¢aciklar

Tahillarin zararlilar tarafindan istilasi, yillik hasat edilen mahsuliin dortte biri ila
yarist arasinda bir kayba neden olan diinya ¢apinda bir sorundur. Birgok nanoformiilasyon
yapisindaki NP, zararlilar1 kontrol etmek i¢in umut verici bir alternatif olarak ortaya
cikmistir. Bu NP’ler nanoformiilasyonlar, nanoemiilsiyonlar veya nanosilispansiyonlar
seklinde olabilir. NP'lerin kullanimi, insektisitlerin etkisini ve aktif bilesenlerin kararliligini
artirarak, gerekli insektisit dozunu azaltarak ve tarimsal girdileri koruyarak geleneksel

pestisitlerle iliskili kisitlamalarin iistesinden gelebilir (Jasrotia ve ark., 2022).

NP'ler ayrica pestisit nanotasiyicilart olarak da kullanilabilir. NP'lerin pestisit
tasiyicisi olarak kullanilmasi, onlara “hedefe hizli teslimat” yolu ile bir seferde yiiksek
miktarda pestisit yiikleme yetenegi verdigi ve genis yiizey alan1 imkani saglamasi nedeniyle
umut vericidir. Nanoformiilasyonlar, artan ¢dziinmeyen kimyasal ¢oziiniirliik, kararlilik,
gelismis hareketlilik ve yavas salinim gibi ¢esitli avantajlara sahiptir. Ayrica tehlikeli organik

coziiciiler icermezler ve artan insektisidal aktivitelere sahiptirler. Boylece, NP'ler, emiilsiyon
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haline getirilebilir; konsantreler olarak adlandirilan pahali, yanici ve toksik organik
formiilasyon ¢oziiclileri kullanmaktan kaginarak geleneksel pestisit formiilasyonlarinin
eksikliklerini 6nleyebilir. Geleneksel insektisitlerin aksine, nanopestisitler veya pestisit
kapsiillii nanopargaciklar sik uygulama gerektirmez. Bunun nedeni, NP'lerle kapstillenmis
pestisitlerin, konsantre ve siklikla uygulanan toksik maddenin aksine, genellikle kademeli

olarak salinmasidir (Athanassiou ve ark., 2018a).

Yapilan arastirmalara gore, NP'lerin bitki hastaliklar1 ve zararlilarinin kontroliinde,
daha yiiksek potansiyel etkinlige sahip oldugu kanmitlanmistir. Ornegin, giimiis, ¢inko oksit,
demir ve daha bir¢gok NP, zararlilara kars1 yiiksek verimli biyosidal aktivite gostermistir
(Cizelge 2.1). Cu NP'ler, mahsul gelisiminde alternatif herbisitler ve giibreler olarak
kullanilabilir. Cu NP'lerin uygulanmasimin 2014'te 570 ton iken, 2025'te 1600 tona
yiikselecegi tahmin edilmektedir. Cu NP'lerin ayrica Salmonella enterica, Campylobacter
jejuni mayasi ve kiiflere karsi antibakteriyel 6zellikleri oldugu bilinmektedir (Bakshi ve
Kumar, 2021).

Cizelge 2.1. Bocek zararlilarinin kontroliinde NP'lerin potansiyel uygulamalari

NP tiirleri NP'lerin  bocekler iizerindeki Oliimciil konsantrasyonlar Kaynak
insektisit etkileri (LCsoie0) veya olitm yiizdesi

FesOq Beslenme ve temas toksisite LDsyve LDy degerleri, besleme  Toto ve ark.,

galigmalari,  Manyetit  NP'lerin ve temas yoluyla sirasiyla 60 ve 2022
insektisit etkilerini ortaya koymustur. 75 pg/ mL olarak gériilmistir.
Kire sekilli, 23 ila 30 nm
boyutlarinda, Fe3O4 NP’lerin, Musca
domestica'nin larvalarina ve
pupalarma  karst etkili  oldugu
gbzlemlenmistir.

Cu NP Mantar aracili yesil sentezlenmis Cu  LDsg Ve LDgg degerleri, T. molitor ~ Vivekanandh
NP'ler, Tenebrio molitor ve farkli larvalari igin sirasiyla 6.487 - an, ve ark.,
sivrisinek larvalarma karst yiksek 29.363 pg/mL’dir. 2021b
derecede bdcek oldiiriicii etkinlik
gostermistir.

ZnO Cinko oksit (ZnO) ve hidrofilik silika Listelenen {i¢ bocek zararlisinda Haroun ve
NP’ler, Sitophilus oryzae L., ZnO sirasiyla %98,3, 98 ve 57 ark., 2020
Callosobruchus ~ maculatus  ve oranlarinda olime neden
Tribolium castaneum'a karst bocek —olmustur. En yiiksek

oldiiriicti etki gostermistir.

konsantrasyondaki silika NP'ler
ise, siras1 ile %100, 88.3 ve 36
mortaliteye neden olmustur.
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g - CuNP Biyosentezlenmis Cu NP’ler LCs, 5 glinliik uygulama sonrasi,  El-Saadony
Tribolium castaneum'a karst énemli 37 ppm olarak kaydedilmistir. ve ark., 2020
olgtide toksik etki gdstermistir.

CuO - NP  CuO NP’ler, Sitophilus granarius ve S. granarius igin %55 - 94.4  Badawy ve
Rhyzopertha dominica'da Onemli oranlarinda mortalite saptanmis ark., 2021
Olgiide  bocek  oldiriicii  etki ve R. dominica ‘da ise 10 giinliik
gOstermistir. uygulama sonrast %70 - 90

arasinda mortalite orant
bulunmustur.
AgNP Gumiis NP’ler, farkli sivrisinek Sineklerdeki Oliimler swrasiyla,  Veerakumar
tirleri Anopheles stephensi, Aedes LDsy = 26.712 pg/mL; LDg = veark., 2014

aegypti ve Culex quinquefasciatus’ta
dikkat ¢ekici derecede Oldiiriicli etki
gostermistir.

49.061 pg/mL, LDsy = 29.626
LD90 = 54.269 pg/mL) ve LDsg =
32.077 pg/mL; LDg = 58.426

pg/mL).

2.4.3. Insektisit olarak yesil Cu NP'ler

Son birkag yilda nanobilimin ortaya ¢ikisi, alternatif pestisitler, herbisitler, ilaglar ve
katalizorler bulma konusunda yiiksek arastirma ihtiyaci olusturmustur. Cu, antik ¢aglardan
beri gesitli formiilasyon oranlari ile bir insektisit olarak kullanilmistir. Mantar ve bakterilerin
neden oldugu hastaliklara kars1 bitki koruyucu olarak tarimda Cu uygulamasi yiizyillardir iyi
bilinmektedir. Cu, bitkilerin ihtiya¢ duydugu hayati bir mikro besin olmasina ragmen Cu
bazli fungisidler lipidlere, DNA'ya, proteinlere ve diger biyomolekiillere zarar verebilecek
oldukga reaktif hidroksil radikalleri iiretir (Rai ve ark., 2018).

Son on yilda, bir¢ok arastirmaci, nanoparcaciklarin tibbi ve ekonomik agidan énemli
zararlilar kontrol etmedeki etkinligine iliskin birka¢ kesif calismasi yiirtitmiistiir (El-
Saadony ve ark., 2020). Arastirma raporlari, g - Cu NP'lerin kiiltiir bitkilerinin mantar ve
zararhilarina kars1 etkili biyosidal 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir. Bu 6zellikler

yenilik¢i nanopestisit formiilasyonlari i¢in kullanilabilir.

Nanopargaciklarin pestisit olarak kullanilmasi, pestisitlerin asir1 kullanimindan
kaynaklanan toksisite sorununu azaltabilir. Yesil Cu NP'lere dayali biyosensorler, zararlilarin
kontrolii ve gida bozulmasina neden olan hastaliklar1 tespit etmek i¢in kullanilabilir. Bu ve
diger bircok avantaj nedeniyle, nanoteknolojinin mevcut gida ve tarim endiistrilerini

iyilestirmek i¢in en iyi se¢enek olabilecegi tahmin edilmektedir (Rai ve ark., 2018). Cizelge
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2.2'de listelenen galismalarin bazilari, biyolojik ajanlar tarafindan sentezlenen yesil g - Cu

NP'lerin biyolojik olarak pargalanabilir, biitge agisindan uygun ve kimyasal pestisitlere

giivenilir bir alternatif oldugunu gostermistir.

Cizelge 2.2. Biyosentezlenmis Cu NP'lerin bocek 6ldiirticii 6zellikleri

Onciil Kullanmilan Reaksiyon  Uygulanilan Oliimciil Kaynak
Nanoparc¢acik indirgeme ve kosullar1 organizma  konsantrasyonlar
kaplama ajanlari
1mM CuSO4;  Entomophatogenic 8.5:1.5, Tenebrio LCg = 29.363 Vivekanandhan
fungi Metarhizium 72 saat 60 °C molitor, ug/mL, sirastyla ve ark., 2021b
g - Cu NP’ler robertsii Anopheles 23.717 ng/mL,
stephensi, 65.144 ug/mL,
Aedes 14.997 pg/mL
aegypti,
Culex
quinquefasci
atus
2mM Aspergillus niger 24 saat Sitophilus LCg=300 Badawy ve ark.,
CuS0O4-5H20; boyunca 30 + granarius (mQg)/100 g tohum, 2021
2°C, 150 rpm ve S. granarius igin 8.
CuO NP’ler inkiibasyon Rhyzopertha  ve R. dominica i¢in
dominica ise 10. giinde
ulagilmustir.
CuS04-5H20; Pseudomonas 4:1 Tribolium LCso = besinci El-Saadony ve
fluorescens MAL2  metal: ekstrakt ~ castaneum  giinden sonra 36,89 ark., 2020
g - Cu NP’ler orani, 35 °C, pg/mL
90 dk, pH=7
1mM CuO Annona 3:1 metal: Anopheles Sirastyla Vivekanandhan
soliisyon; Squamosa L., ekstrakt orani,  stephensi ve 111.758pug/ml ve ve ark., 2021a
tohum ekstrakti 28 Tenebrio 338.680pg/ml LCqy
g - Cu NP’ler +2 °C, 24 saat molitor bulunmustur
10 mM Morganella 24-48 h, 30 Anopheles 8. saatten sonra Lalitha ve ark.,
CuSO4; morganii- bakteri °C, 150 rpm stephensi, sirastyla 2020
inkiibasyon Culex 163.513 pg/ml,
g - Cu NP’ler quinquefasci  180.236 pg/ml ve
atus ve 156.015 pg/ml
Aedes
aegypti
10 mM F. proliferatum 1:2 A. stephensi, 2130,99 pg/ml Kalaimurugan ve
Cus04; (YNS2) metal:ekstrakt ~ A. aegypti ve 894,90 ug/ml ve ark., 2019
orant C. 173,92 png/ml
g - Cu NP’ler quinquefasci
atus
1mM Azadirachta indica 20:80 Bactrocera - Paragas ve ark.,
CuSO4.5H20;  (Fermente edilmis  metal: ekstrakt dorsalis 2021
g - Cu NP’ler nim agaci (hint orani, pH 11,
leylagi)) 100 °C
5mM CuSO4; Artocarpus 4:6 metal: Aedes 24. saatten sonra 4.  Agnita Sharon ve
g - Cu NP’ler heterophyllus ekstrat orani, aegypti d6énem larvada ark. 2018
yaprak ekstrakti 24 saat LCs0=5,08 N

mg/ml’dir.
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NP'lerin diger uygulamalari arasinda iiretim malzemeleri ve biyomalzemeler,

cevresel iyilestirme, elektronik, gii¢, enerji Uretimi vb. bulunur. NP'ler civa, kursun,

kadmiyum, arsenik, metil mavisi, metil turuncu ve kongo kirmizisi gibi agir metalleri

temizleyebilir ve pargalanamayan maddeleri bozabilir. Boylece, zararli kimyasallarla

kirlenmis malzemelerin iyilestirilmesi ve yesil kimyada g¢evresel sensorler olarak hareket

ederek, ¢evre agisindan giivenli lirlinler yaratmada 6nemli hale gelirler (Rafi Shaik ve ark.,

2017). Metal NP'ler diisiik maliyet, toksik olmama ve sentez kolaylig1 gibi ¢ekici nitelikleri

nedeniyle yiiksek ilgi gérmiistiir. Ayrica gesitli alanlarda da ¢esitli potansiyel uygulamalara

sahiptirler (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Tarimda gesitli nanopargacik tiirlerinin uygulamalari

Tarimda
NP’lerin
uygulamalan

NP tiirleri NP'lerin Uygulamanin 6zeti Kaynak

ozellikleri

Cu Kiiresel, 10 - 70 g - Cu NP'ler Tribolium castaneum’a El-
nm boyutlu kars1 bocek Oldiricii  verimlilik  Saadony

gostermistir. ve ark.,
2020
Cu Cok yiizlii, 200 — Biyosentezlenmis g - Cu NP'ler, Parionave
500 nm Fusarium solani, Neofusicoccum sp. ark., 2019
ve  Fusarium  oxysporum  gibi
ekonomik ag¢idan  O6nemli  bitki
fotojenik mantarlarinda derin
morfolojik  degisikliklere  neden
olmustur.

CuO Kiiresel, 12 - 38 Enfekte domates fideleri, biyolojik  Ashraf ve
nm olarak {iretilen CuO NP'leri ile ark., 2021

muamele edilisti. CuO  NP'leri,
Fusarium  oxysporum  fnin  hif
gelisimini  ve spor ¢imlenmesini
baskilamigtir. Ayrica bitki biiylime
indekslerini  ve meyve Kalitesini
artirmistir.

Ag Kiiresel ve yari Purpureocillium lilacinum mantar1  Khan ve
kiiresel sekil, 50 kullanilarak sentezlenen AgNP'ler, ark., 2022
nm bitkiye zarar veren A. flavus mantarini

ve M. incognita  kok-diigim
nematodunu etkili bir sekilde inhibe
etmistir.

Zn0O Altigen wurtzite Yesil sentezlenen ZnO NP'ler, Rahaiee ve
ve kiiresel konsantrasyona bagl serbest radikal —ark., 2020

pargaciklar, <50
nm

temizleme, antibakteriyel ve metilen
mavisi  (MB)  boya  bozunma
aktiviteleri gostermistir.
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Silika 15-20 nm NP’ler, T. castaneum'da yedinci  Debnath
boyutunda giinden sonra %53'e varan, 6liim orani ve ark.,
gostermistir. 2012

2.5. Nanoparcaciklar ve Oksidatif Stres

Stiperoksitler, peroksitler, hidroksil radikalleri ve tekli oksijenler topluca Reaktif
Oksijen Tirleri (Reactive Oxygen Species : ROS) olarak adlandirilir ve hiicre sinyalini ve
homeostazini siirdiirmek i¢in iiretilen canli hiicrelerin yan tirlinleridir (Rashdan, 2021). Bu
molekiiller, bagisiklik, sinyallesme ve hiicrelerin ¢ogalmasi gibi bir¢ok biyolojik aktivitede
cok onemli islevlere sahiptir. Hiicrenin ideal fizyolojik durumunda, ROS molekiillerinin
tiretimi ve detoksifikasyonu antioksidan siireglerle dengelenir (Cheng ve ark., 2018).
Bununla birlikte, agirt ROS iiretimi, organizmalarin lipid, protein, amino asit ve niikleik asit
bilesenlerini aninda yok edebilir ve sonugta membran biitlinliigline zarar vererek hiicrelerin
Olimiine neden olabilir. Ayrica daha yiiksek protein oksidasyonuna ve lipid
peroksidasyonuna yol agabilir (Cheng ve ark., 2018; Zeng ve ark., 2020). Oksidatif stres,

oksidan ve antioksidan molekiiller arasinda bir dengesizlik oldugunda ortaya ¢ikar.

NP'lere maruz kalmanin 6nemli sonuglari, artan ROS iiretimi ile oksidatif stres
olusumu ve potansiyel hiicre 6liimiidiir (Horie ve Tabei, 2021; Rashdan, 2021; Sezer
Tuncsoy ve ark., 2019). Oksidanlar veya serbest radikal molekiiller nanoparcaciklarin
ylizeyine baglandiginda, yiizey aktif bolgeler olusturulur. Bu boélgeler, daha fazla radikal
olusturmak i¢in ortam oksijeni ile etkilesime girer ve bu da ROS iiretimine neden olur

(Rashdan, 2021).

Hiicresel oksidasyon - indirgeme sinyal aglari, agik¢a mitokondri ve peroksizomlarla
iliskilidir. Nanoparcaciklar ve hiicreler arasindaki etkilesimler de mitokondriyal arizaya
neden olabilir. NP'ler mitokondri, peroksizom, lizozom ve Golgi aygit1 gibi organellerin
hatali calismasina neden olur. Bu sekilde hiicresel oksidatif dengesizlige neden olurlar (Horie
ve Tabei, 2021). ROS'un asir1 iiretimi, diger organellerin de hasar almasini1 siddetlendirir.
Sonug olarak, oksidatif stres gostergeleri, NP'lerin oldiiriiciiliiglinii degerlendirmek i¢in ¢ok

onemli bir aragtir (Horie ve Tabei, 2021).
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2.5.1. Oksidatif stres biyobelirteclerinin tiirleri

Oksidatif stres belirtegleri li¢ gruba ayrilabilir: Birinci grup, ROS, reaktif nitrojen
tirleri ve hizli oksidatif hasara yol agan serbest radikallerle reaksiyona giren kimyasal
ajanlar1 igerir. Ornekler arasinda yaygin olarak kullanilan ROS tespit kimyasali
Dihidroetidyum ve serbest radikal temizleyici 2',7'-diklorodihidrofloresein diasetat (DCFH-
DA) (DHE) yer alir. Ikinci grup, oksitlenmis lipidler, proteinler, niikleik asitler ve bunlarmn
yan {riinleri gibi oksitlenmis biyolojik molekiilleri i¢erir. Bu kategori malondialdehit (MDA)
ve 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG) igerir. Ucgiincii kategori, oksidatif stresle
miicadele eden sisteme bagli biyolojik molekiillerdir. Bu kimyasallar oksidatif stres

aktivasyonu ve adaptasyonlarinda yer alir (Horie ve Tabei, 2021).

Cogu organizma, homeostazi korumak ve dogal olarak olusan hiicresel ROS
seviyelerini dengelemek ic¢in antioksidan savunma mekanizmalar1 kullanir. Mekanizma,
enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden olusan karmasik bir mekanizmadir. Katalaz
(CAT), Glutation peroksidaz (GPX), Superoksit dismutaz (SOD), Thioredoksin rediiktazlar
(TrxR'ler), Glutatyon S-transferaz (GST) ve Is1 Soku Proteinleri (Heat Shock Proteins :
HSPs) liclincii kategoriye ait antioksidan savunma sistemlerinin 6nemli enzimlerinden ve
isaretleyici genlerinden bazilaridir. Bu biyolojik belirtegler genellikle toksisite
degerlendirme gostergeleri olarak kullanilmaktadir (Dziewiecka ve ark., 2016; Ribeiro ve

ark., 2015; Tuncsoy ve Mese, 2021).

Cok sayida ¢evresel biyoizleme ¢alismasi biyokimyasal ve molekiiler biyobelirtegleri
kullanmaktadir. Bu tiir biyolojik belirtecler metallere duyarlidir ve potansiyel oksidatif
stresin gostergeleridir. Bu biyobelirtegler, detoksifikasyon amaci ile bol miktarda ifade edilen
detoksifiye edici genlerdir. Organizmalarin antioksidan sistemi hiicresel homeostazin

korunmasina yardimci olur ve aktif ROS un zararli etkilerinden korur (Nair ve ark., 2013).
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2.5.2. Biyobelirtecler olarak Siiperoksit dismutaz, Katalaz, ve Glutatyon peroksidaz

Stiperoksit dismutaz (SOD), serbest radikallerin detoksifikasyonunda aktif olarak yer
alan bir enzimdir. Enzim, ROS'a kars1 ilk savunma hattinda gruplandirilmistir. Birincil rolii,
sliperoksit anyonlarinin molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite dismutasyonudur. Bu enzim,
oksidatif stresin tistesinden gelerek boceklerin dmriiniin uzamasini saglamaktadir (Berwal ve

Ram., 2018; Zhang ve ark., 2017; Kobayashi ve ark., 2019).

Stiperoksit
dismutaz

AN

W

20, 2H,0,

O2

Sekil 2.6. SOD enzimi ile siiperoksit anyonlarinin molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite dismutasyonu

Hiicredeki birgok metabolik aktivite, hidrojen peroksit (H202) gibi tehlikeli yan
tirtinler tiretir. Boceklerde H202'nin su ve oksijene (Sekil 2.5) pargalanmasini katalize etmek
icin baskin H20; uzaklastiric1 Katalaz'dir (CAT) (EC 1.11.1.6). CAT, tim aerobik
organizmalarda bulunan tetramerik “hem” igeren peroksizomal hidroperoksidaz antioksidan
enzimdir (Cheng ve ark., 2018; Felton ve Summers, 1995; Nair ve ark., 2013).

2H202 2H20 + O2

Sekil 2.7. Katalaz ile H.O2'nin su ve oksijene detoksifikasyonu

Bocekler, oksidatif hasara karst savunmak i¢in biiylik dl¢ciide CAT kullanirlar. Cesitli

indiikleyici streslere karst CAT dizileri ve ifade seviyeleri, boceklerde transkripsiyonel ve
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translasyonel seviyelerde incelenmistir (Yamamoto ve ark., 2005, Xu ve ark., 2017, Wang
ve ark., 2012). Beyaz benekli ¢igek bocegi (Protaetia brevitarsis) iizerinde yapilan bir
calisma, asir1 ifade edilen CAT enzimlerinin H202 bozulmasimi katalize edebildigini
gostermistir (Kim ve ark., 2008). Sirasiyla Heortia vitessoides, Xylotrechus rusticus,
Frankliniella occidentalis, Rhopalosiphum padi ve Chillo suppresalis'te termal stres dahil
olmak tizere gesitli gevresel streslere yanit olarak yiiksek seviyede CAT ifadeleri tespit
edilmistir (Cheng ve ark., 2018; Ding ve ark., 2015; Li ve ark., 2018; Lu ve ark., 2017; Qin
ve ark., 2017; Xu ve ark., 2017).

Glutatyon peroksidaz (GPx), indirgenmis glutatyon monomer GSH'nin disiilfid
formuna oksidasyonunu katalize eder. Disiilfid formlar1 daha sonra hidroperoksitlere (H202
ve lipid hidroperoksitler) indirgenebilir. Bu hidroperoksitler sonunda su ve oksijene
donistirilir (Rashdan, 2021) (Seki 2.6).

2GSH ' GS5G

2H202 2H20

Sekil 2.8. Glutatyon monomer GSH'nin GPX ile disiilfid formuna indirgenmesi
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Origanum sp. Yapragindan Ekstrakt Hazirlanmasi

Cu NP'lerin yesil sentezini (g — Cu NP) gergeklestirmek igin piyasadan satin alinan
kekik baharati (Origanum sp., Lamiaceae) (Buhara Baharat Gida San. ve Tic. Ltd. Sti) kuru
yapraklari ince toz haline getirilmistir. 10 g bitki tozu, 1:10 w/v oraninda 100 ml distile su
(dH20) iginde ¢oziilmiistiir. Karisim, 15 dakika boyunca 90 °C'de 1sitilmistir. 15 dakika sonra
karistm Whatman 1 numarali filtre kagidi kullanilarak siiziilmistiir. Numuneler, bitki
kalintilarin1 gidermek i¢in 9000 rpm'de santrifiij (Niive NF 800R) edilmistir. Elde edilen
slipernatant, partikiiler maddeden dikkatlice ayrilmis ve berrak ekstrakt, yeni bir temiz tiipe

aktarilmigtir. Stipernatant sonraki deneysel kullanim i¢in 4 °C'de saklanmistir (Sekil 3.1).

("){riit\'ihn'm f)rigammz sp. Bitki tozun distile su Whatm_zlm kf]é]d] (no:1) \
yaprak tozu ile kaynatilmast ile siizme

9000 rpm’de
santrifiijleme

» /

-

n

J = ——. =n

i +4 °C'de saklama. 3 sEEaE
L

e

Sekil 3.1. Origanum sp.'den bitki ekstraktinin hazirlanmasi

3.2. Origanum sp. ekstraktindan Yesil Sentez Yolu ile Nanoparcacik Eldesi

Origanum sp.'den Cu NP'lerin yesil sentezi igin 10 mM CuSOs (Sigma — Aldrich,
PHR1477, Tiirkiye) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan Cu ¢6zeltisine 15 ml ekstrakt damla
damla ilave edilmistir ve ¢ozelti 15 dakika karistirilmaya birakilmistir. Daha sonra karisimin

pH’s1t ImM NaOH kullanarak 9'a ayarlanmistir ve karisim 2 saat karistimaya birakilmistir.
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Renk degisiminin ger¢eklesmesinin ardindan NP igeren ¢ozelti aglomeratlardan kurtulmak

icin 9000 rpm'de santrifiijlenmistir. Np i¢eren siipernatantlar yeni steril tiiplere aktarilmustir.

g - Cu NP sentez kosullarinin optimizasyonu igin, kullanilan ekstrakt miktari, Cu
derigimi, reaksiyon siiresi, pH ve sicaklik parametreleri degistirilerek deneyler
tekrarlanmigtir. Ekstraktin optimum miktarini bulmak igin bakir ¢ézeltisine damla damla,
farkli hacimlerde ekstrakt ilave edilmistir ve karistirilmaya birakilmistir. Optimum CuSQO4
konsantrasyonunu belirlemek i¢in CuSO4’iin degisen konsantrasyonlari (5, 10, 15 ve 20 mM)
optimum ekstrakt hacmi ile belirlenmistir. Verimli g - Cu NP'ler olusturmada, optimum
reaksiyon siiresini tespit etmek igin 15 dakikadan baslayarak, 120 dakikaya kadar
reaksiyonlar yapilmigtir ve her 15 dakikada bir spektrofotometrik analizi yapilmistir. Ayrica
reaksiyonun optimum pH ve sicakligi igin farkli pH ve sicakliklarda sentezler yapilmistir.
Optimum pH tayini i¢in, reaksiyon siiresi 75 dakika tutularak sentezler pH: 6, 7, 8, 9, 10 ve
11’ de yapilmistir. Reaksiyon sicakligr 25 °C, 55 °C ve 85 °C'ye ayarlanarak sicaklik
optimizasyonu yapilmistir. Reaksiyonlarin sonunda, koyu kahverengi renk doéniisiimii
gozlenmistir. g - Cu NP'lerin sentezinin ilk Kkalitatif tayini, renk degisimi sayesinde

yapilmistir.

3.3. g - Cu NP'lerin karakterizasyonu

Origanum sp. ekstraktindan g - Cu NP'lerin olusumu UV - Goriiniir bolge
spektroskopisi ile dogrulanmustir. g - Cu NP'lerin boyutlarini ve morfolojilerini analiz etmek
icin TEM analizi yapilmistir. CuSO4'tin Cu NP'lere indirgenmesi ve stabilizasyonundan
sorumlu fonksiyonel gruplar daha sonra FTIR ile incelenmistir. Sentezlenen NP’lerin kristal
yapist XRD ile incelenmistir. EDX analizi ile 6rnegin bilesimi analizi edilmistir. Termo
Gravimetrik Analizi (TGA), Cu NP'lerin termal stabilitesini ortaya ¢ikarmak ve NP'lerin
yiizeyindeki ekstrakt bilesenlerinin yiizdesini belirlemek igin yapilmistir. Son olarak,
iiretilen NP'lerin konsantrasyonu Indiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma Kiitle Spektrometrisi

(ICP - MYS) ile belirlenmistir.
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3.4. Bocek yetistirme

Kapra boceklerini yetistirmek tlizere bugday taneleri 55 °C'de 6 saat sterilize
edilmistir. Trogoderma granarium kiltiiri plastik kaplarda (11,5 cm ¢ap x 18,5 cm
yiikseklik) yetistirilmistir. Plastik kaplarin kapaklarinda minik delikler agilmis ve
havalandirma i¢in ince bir file kumagla kapatilmistir. Etiivde 35 + 1 °C'de, %65 £ 5 bagil
nemde lireme saglamak i¢in her bir plastik kaba 500 gr bugday ve 100 adet son dénem larva
ilave edilmistir. Yeni neslin larva gelisim donemleri takip edilmistir. Pupalar, bioassay ve

gen ifade analizi ¢caligmalari igin yeni ortaya ¢ikan erginleri kullanmak tizere toplanmastir.

3.5. Biyoassay deneyi

Pupalardan yeni c¢ikan erginler toplanarak g - Cu NP ile besleme deneyi
uygulanmistir. Bunun i¢in 20 g bugday tartilarak 12 farkli petri kabina ilave edilmistir. 200,
250 ve 300 ppm olmak iizere farkli konsantrasyonlardaki 2 ml g - Cu NP’ler her bir petriye
homojen ve dikkatli bir sekilde dagitilmistir. NP'lerle muamele edilmis bugdaylarin
kurutulmasi, 35 £ 1 °C'de 40 dakika boyunca etiiv kullanilarak gerceklestirilmistir.
Pupalardan yeni ¢ikmis olan 20 adet T. granarium ergini, g - Cu NP’ler ile muamele edilmis
20 g bugday igeren petri kaplarina aktarilmis ve beslenmeye birakilmistir. Boceklerin 6liim
oran1 12, 24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saat sonra kaydedilmistir. Kontrol deneylerini
gerceklestirmek igin, yukaridaki ayn1 adimlar izlenmis, ancak g - Cu NP'ler yerine ddH20
kullanilmistir. Her deney, ii¢ tekrar seklinde gergeklestirilmistir ve %50 ve %90 6liim

oranlart (LCso, LCg0) her bir konsantrasyon igin hesaplanmistir.

3.6. g - Cu NP'lerin Trogoderma granarium’da Detoksifikasyon Enzim Genleri

Uzerindeki Etkisinin Arastirilmasi

Siiperoksit dismutaz (TgSOD), Katalaz (TgCAT) ve Glutatyon peroksidaz
(TgGPX)’1n dahil oldugu oksidatif strese duyarli genlerin ifade seviyeleri, Kantitatif Es
Zamanli PCR (RT - gPCR) teknigi kullanilarak incelenmistir. Bu ¢alisma, toplam RNA
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izolasyonunu, izole edilmis RNA'larin kantifikasyonunu, cDNA sentezini, sentezlenmis

cDNA'larin kantifikasyonunu, RT - qPCR ve istatistiksel analizleri igermistir.

3.6.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in 12, 24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saatlik uygulamay1 igeren her
deney seti icin erginler toplanmustir. Ureticinin talimatlarina gore NucleoZOL Reaktifi
(Machery-Nagel GmbH, Diiren, Almanya) kullanilarak, total RNA izolasyonu yapilmuistir.
Bocek ornekleri, 500 pl reaktif igeren bir mikrosantrifiij tiipiine konularak mikro havaneli
yardimiyla homojen hale getirilmistir. 15 saniye kuvvetli calkalama ve 5 dakika oda
sicakliginda inkiibasyondan sonra, numuneler 12.000 x g'de 15 dakika santrifiij edilmistir.
RNA igeren siipernatantlar, yeni ve temiz mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmigtir. RNA’lar
daha sonra izopropanol eklenerek c¢oktiiriilmiistiir. Tiiplin dibinde olusan goriiniir RNA
pelletleri iki kez 500 puLL %75 etanol ile yikanmistir. Son olarak, pelletler RNaz igermeyen su
eklenerek sulandirilmis ve RNA'larin miktar1 ve 260 nm ve 280 nm'deki absorbanslari
Multiskan GO Mikroplaka Spektrofotometresi (Termo Fisher Scientific, MA, ABD)

kullanilarak tayin edilmistir.

3.6.2. Tamamlayict DNA (¢cDNA) sentezi

Orneklerden izole edilen RNA, iireticinin tavsiye ettigi protokole gdre OneScript®
Plus cDNA Sentez Kiti (ABM Good, Kanada) kullanilarak cDNA'ya doniistiirilmistiir. 20
ul toplam reaksiyon hacmi i¢in, 6nerilen cDNA sentezi bilesenleri 4 pl 5X RT tamponu déhil,
1 ul dNTP, 1 pl Oligo - dT primer, OneScript® Plus RTase ve 1 pg RNA’dan olusmus, kalan
hacim ise ddH20 ile 20 ul’ye tamamlanmigtir. CDNA sentez reaksiyonu, 55 °C'de 15 dakika
ve 85 °C'de 5 dakika inkiibasyondan olusmustur. Inkiibasyon sonunda drnekler buz iizerinde

hizlica sogutulmus ve cDNA'lar sonraki uygulamalar i¢in -20 °C'de saklanmustir.

3.6.3. Trogoderma granarium detoksifikasyon genleri icin uygun primerlerin

tasarlanmasi
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TgSOD, TgCAT, TgGPX ve housekeeping gen B-aktin (TgQACT) kodlayan dort adet
unigene, T. granarium'un daha 6nceden olusturulmus cDNA kiitiiphanesinden bulunmustur
(Dageri, 2022). Primerler Integrated DNA Technologies (IDT)
(https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index) sitesi kullanilarak tasarlanmistir (Cizelge
3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primerler.

TgSOD F: CAGGCTGCGTCAAAGTGGTC
R: GCTCCCAGACGTCGATTCCA
TgCAT F: GTCTGGAACCGACCCCGATT
R: GTGCGGCCACACTTTTGTCA
TgGPX F: GGACTCTGGGCGATTTCATC
R: CGACTTCAGCAGATCCTTAGG
TgACT F: ATGGCGTGTGGCAAAGCGTAA

R: CCTTCAACACACCAGCTATGT

3.6.4. Kantitatif Ey Zamanh PCR (RT - gPCR)

RT - gPCR deneyleri, QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
kullanilarak, g - Cu NP ile muamele edilmis oksidatif strese yanit olusturmasi beklenen
orneklerin transkripsiyonel diizenlemesini incelemek icin 50 ng cDNA kullanilarak
yapilmistir. Reaksiyonlar, FastStart Essential DNA Green Master (Roche) kullanilarak,
toplamda 20 pl reaksiyon hacminde gergeklestirilmistir. RT - gPCR kosullari, 95 °C'de 10
dakika siireyle bir 6n inkiibasyon, ardindan 95 °C'de 10 saniye, primerlerin spesifik baglanma
sicakliginda 10 saniye, 72 °C’de 10 saniye boyunca 40 dongii ve ardindan 40 °C'de 10 sn
boyunca sogutma basamaklarindan olugmustur. Her reaksiyonun ardindan, iireticinin
talimatina gore her fragmentin biitiinliigiini dogrulamak ve kontaminasyon kontroliinii

saglamak i¢in bir erime egrisi analizi yapilmistir (Cizelge 3.2).



Cizelge 3.2. RT - qPCR ¢alismasi igin kullanilan bilesenler
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Reaksiyon bilesenleri Hacim
FastStart Essential DNA Green Master 10 pul
fleri Primer (10 uM) 1l
Geri Primer (10 uM) 1wl
cDNA 50 ng
Ultra saf Su 3ul
Toplam hacim 20 pl

Her reaksiyon ii¢ teknik tekrar seklinde gergeklestirilmistir. Goreceli TgSOD, TgCAT,

ve TgGPX'in ifade seviyelerini hesaplamak icin bagil nicel yéntem olan 2—2At kullanilmistir

(Livak ve Schmittgen, 2001).

3.7. istatistiksel analiz

Istatistiksel degerlendirme Minitab 19.0 (Minitab Ltd, Brandon Court, Birlesik
Krallik) yazilimi kullanilarak yapilmistir. Uygulamalar arasindaki istatistiksel anlamlilik

farkliliklarinin belirlenmesi, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak yapilmis ve

bunu Tukey HSD (Honestly Significant Difference) testi izlemistir. 0.05'ten kiigiik bir p

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1.  Bakir Nanoparcaciklarimin Sentezi

Bakir nanoparcaciklarinin sentezinde, reaksiyon mekanizmasi, bakir iyonlarinin
bakir atomlarma indirgenmesini, bakir nanopargaciklarinin c¢ekirdeklenmesini ve
ardindan bakir nanoparcaciklar1 ekstrakt bilesenleri ile kaplanirken ¢ekirdek biiylimesini
icermektedir. Bu, nanoparcaciklarin sentezinde ekstrakt bilesenlerinin ¢ogu zaman
indirgeyici ve kaplama maddesi olarak rol almasindan kaynaklanmaktadir (Verma ve
Kumar, 2019; Manjari ve ark., 2017). Nanoparcacik sentezinin ilk gostergesi renk
degisimidir, bu nedenle g - Cu NP'lerin sentezinde Origanum sp. bitkisinin biyo-
indirgeyici ve biyo-kaplama maddesi olarak etkinligi, reaksiyon karigtminin renk

degisimi takip edilerek belirlenmistir.

Origanum sp. bitkisinin Cu NP'lerin sentezinde biyolojik indirgeyici ve biyolojik
kaplayic1 bir ajan olarak etkinligini arastirmak icin iki es zamanli deney yapilmistir. ilk
deneyde 0.156 g CuSOs kristali 100 ml distile su ile ¢oziilerek 10 mM CuSOg4 ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Manyetik bir karistirici tizerinde 100 ml'lik bir behere 15 ml bakir ¢ozeltisi
ve karistirillan ¢ozeltiye 15 ml ekstrakttan damla damla ilave edilmistir. Reaksiyon 2 saat
ve renk degisikligi olmayinca gece boyunca pH diizenlemesi olmadan oda sicakliginda
devam ettirilmistir. Reaksiyonun karisiminin yaklasik pH’1t 5 bulunmustur. Ikinci
deneyde, 15 ml 10 mM CuSOs ¢ozeltisine damla damla 15 ml ekstrakt ilave edilerek 15
dk karigtirmaya birakilmistir. Daha sonra reaksiyon karisimmim pH't 9'a ayarlanarak 2
saat oda sicakliginda karistirilmustir. Ik deneyde gece boyunca karistirma sirasinda ¢ok
hafif bir renk degisimi olurken (Sekil 4.1a), reaksiyon baslangicinda reaksiyon
karigiminin agik kahverengi rengi, ikinci deneyde pH:9'a ayarlandiktan sonra koyu

kahverengiye donmiistiir (Sekil 4.1b).
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Sekil 4.1. a. pH diizenlemesi olmayan reaksiyon b. pH diizenlemesi ile reaksiyon.

pH diizenlemesi olmadan yapilan sentez sonucu, Origanum sp. ekstraktinin
roliiniin, indirgeme degil, sadece bakir iyonlarmm1 stabilize etmek oldugunu
gostermektedir. Ciinkii, sentezde bakir nanopargaciklarin olusumu i¢in 6nemli bir renk
degisimi olmamistir. Bu sonug, Origanum sp. ekstraktinin Cu?* iyonunu Cu® atomuna
indirgeme kapasitesinin diisiik olmasindan kaynaklanmig olabilir, ¢linkii indirgeme

potansiyelinin giicli, pH: 5'te bakir iyonlarin1 bakir atomlarina indirgemek igin yeterli

degildir.

Cu NP’lerin olusumunu dogrulamak ve YPR piklerini belirlemek i¢in pH
diizenlemesi ile sentezlenen numune igin bir UV - Goriiniir bolge absorpsiyon spektrumu

alinmustir (Sekil 4.2).

1
385nm ——QOriganum sp.

0,8 ——g-Cu NPs

0,6

0,4

Absorbance

0,2

0 -
350 400 450 500 550 600 650

Wavelength, nm

Sekil 4.2. g - Cu NP'lerin (mavi) ve Origanum sp. ekstraktimin (kirmizi) UV / Goriiniir bolge absorpsiyon
spektrumlart

Sekil 4.2’de Cu NP'lerin 385 nm'deki UV / Goriiniir bolge absorbans pikleri,

Origanum sp. ekstrakti ile sentezlenen Cu NP'lerin YPR bandidir. Ciinkii, nano boyutlu
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parcaciklarin YPR bantlar1 degismekte ve cesitli kaplama ajanlarinin kullaniminda
farklilik gostermektedir (Ismail, 2020).

4.2.  Cu NP'lerin Sentezi icin Optimizasyon Calismalari

Biyomedikal ve biyoteknolojik uygulamalar i¢in biyouyumlu, monodispers,
kiiciik boyutlu ve kararli nanoparcgaciklarin sentezlenmesi énemlidir. Cilinkii NP’lerin
boyut, bilesim ve biyouyumlulugu ile doku, hiicre ve bdéceklerin metabolizmalar1 gibi
biyolojik aktiviteleri 6nemli 6l¢iide etkilemektedir (Shahzad ve ark., 2021). NP'lerin
morfolojisi, sekli, boyutu ve diger 6zellikleri, baz1 parametrelerdeki degisiklikten 6nemli
Olclide etkilenmektedir. Bu parametreler, sentezde kullanilan ekstraktin hacmini,
¢ozeltinin konsantrasyonunu, reaksiyon karigtmmin pH'im1 ve reaksiyon sicakligini
igcermektedir (Zhang ve ark., 2020). UV - Goriiniir bolge spektrumlart iizerinde YPR
pikleri takip edilerek boyut, yapi, stabilite ve NP'lerin toplanmasi gibi bazi genel bilgiler
elde edilebildiginden, bu parametrelerin etkisini arastirmak i¢in UV - Goriiniir bolge

spektrumlar kullanilmistir (Patra ve Baek, 2014).

g - Cu NP sentezi optimizasyonlari, bir seferde bir parametre degistirilirken, diger
tim reaksiyon parametreleri sabit tutularak gerceklestirilmistir. Reaksiyonda kullanilan
ekstrakt oraninin degistirilmesi g - Cu NP sentezini etkileyen en dnemli parametrelerden
biridir. Ekstrakt oraninin degistirilmesi yoluyla absorpsiyon piklerindeki degisiklik,
NP'lerin boyutundaki varyasyona baglanabilmektedir. Ilk olarak, daha diisiik ekstrakt
hacimlerinin eklenmesi, g - Cu NP'leri stabilize etmek i¢in yeterli bulunmamistir ve ayni
zamanda, daha yiiksek ekstrakt hacimlerinin eklenmesi de, g- Cu NP'lerin
aglomerasyonuna veya ¢okelmesine yol agmistir. g- Cu NP'lerin sentezi i¢in bakir
¢ozeltisinin ekstrakt hacmine oram1 1:1, 2:1, 2.5:1 ve 4:1 (hacim:hacim) olarak
calisilmistir ve diger reaksiyon parametreleri ise sabit tutulmustur (10 mM Cu ¢6zeltisi,
pH: 9, oda sicakligi, 2 saat reaksiyon siiresi). Sonugta, optimum hacim orani, 380 nm'de
daha keskin YPR piki verdiginden dolay1 1:1 olarak belirlenmistir (Sekil 4.3).
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1
——10:10 (CuSO4:Ext)
0,8 ——10:5 (CuSO4:Ext)
" = 10:4 (CuSO4:Ext)
S 0,6
o 10:2.5 (CuSO4:Ext)
o
3 04
<
0,2
0 —

350 400 450 500 550 600 650
Dalgaboyu,nm

Sekil 4.3. g - Cu NP sentezinde eklenen ekstrakt hacmi optimizasyonu i¢in UV / Goriiniir bolge analizi

Belirlenen ekstrakt miktarinin optimizasyonundan sonra, belirlenen ekstrakt
hacmi kullanilarak (1:1) ve diger reaksiyon kosullar1 (pH:9, Cu:ekstrakt=1:1, reaksiyon
stiresi: 2 saat ve oda sicakligi) sabit tutularak g - Cu NP’nin sentezi; 5, 10, 15, 20 mM
bakir ¢6zeltileri ile tekrarlanmistir ve bakir nanopargaciklarinin YPR piki UV / Goriiniir

bolge spektrometresi ile takip edilmistir (Sekil 4.4).

1
—Ccu 5mM
08 = CcU 10mM
— CcU 15mM
v 0,6 — cu 20mM
G
2
3 04
o]
<
0,2
0
350 450 550 650

Dalgaboyu, nm

Sekil 4.4. g - Cu NP sentezinde Cu derisiminin optimizasyonu i¢in UV / Goriiniir bolge analizi

20 mM bakir ¢ozeltisi ile elde edilen bakir nanopargaciklarinin YPR pikinin
siddetinin artmas1 bununla birlikte pikin genislemesi ile YPR dalgaboyunun
belirlenmesindeki zorluk nedeniyle ve 9000 rpm’de daha fazla ¢dken aglomere NP
oldugu i¢in, yani NP siispansiyonunun stabilitesi daha diisiik oldugu igin, sentezlere 10

mM bakir ile devam edilmistir (Sekil 4.3).
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Nanoparcacik olusumuna pH etkisini incelemek i¢in, Cu NP’ ler pH: 6, 7, 8, 9,
10, 11° de diger parametreler sabit tutularak sentezlenmistir ([Cu]: 10 mM, Cu:extract =
1:1, reaksiyon siiresi: 2 saat ve oda sicakligi). Farkli pH’lerde sentezlenen NP’ler UV /
Gorlinlir Bolge spektrofotometresinde analiz edilmistir ve absorpsiyon spektrumlari
kaydedilmistir (Sekil 4.5).
12 —pH=6
1 ——pH=7

0,8

0,6

Absorbans

0,4

0,2

0
350 450 550 650

Dalgaboyu (nm)
Sekil 4.5. g- Cu NP sentezinde pH optimizasyonu i¢in UV / Goriiniir bolge analizi

Cu NP’ lerin artan pH ile absorbans piklerinin degistigi goriilmistiir. Artan pH ile
absorbans pikleri artmistir. pH degisimi ile birlikte YPR dalgaboyunda kayma
olmamistir. pH: 6” da maksimum absorbans dalgaboyu gézlemlenmemistir. Bu sonu¢ pH
ayarlamasi olmadan yapilan g - Cu NP sentezinde renk degisiminin gézlemlenmemesini
de dogrulamaktadir (Sekil 4.1a). Diisiik pH degerleri zayif absorbans bandlar1 vermistir.
Bu sonug, diisik pH degerlerindeki, diisiik NP ¢ekirdek olusum hizina baglanmaktadir
(Gahlawat ve Choudhury., 2019). pH:9‘da elde edilen YPR piki belirgindir, pH:11’ de
pH: 9 a gore sadece ~%6’ lik bir artis vardir. g - Cu NP’ lerin olustugu ancak fizyolojik
pH’ ya en yakin pH’ da sentezin yapilmasi diisiiniilmiistiir. Sentezlere pH:9* da devam

edilmistir.

Belirlenen kosullarda ([Cu]: 10 mM, Cu:ekstrakt=1:1, pH:9 ve oda sicakligy),
reaksiyon siiresinin nanopargacik olusuma etkisi incelenmistir. Sentez, 15, 30, 45, 60, 75,

90, 105, 120 dk boyunca YPR pikinin takip edilmesiyle gézlemlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. g - Cu NP sentezinde reaksiyon siiresinin optimizasyonu i¢in UV / Gorliniir bolge analizi

Nanopargacik sentez siiresisinin 75. dakikasina kadar, g - Cu NP’ye ait YPR
pikinin siddeti artmaya devam etmistir. 75. dakikaya kadar NP olusumu devam etmistir.
Bu siireden sonra g - Cu NP’ye ait YPR pikinin siddeti azalmistir. Her sentez sonrasi
9000 rpm’ de yapilan santrifiij sonrasinda ¢éken NP’ler karsilastirildiginda 75. dakikadan
sonra elde edilen ¢okeleklerin yani aglomere parcaciklarin arttig1 goriilmiistiir. Bu sonug
ile, nanoparcacik ¢ekirdek olusumunun 75 dakikada tamamlandigi, reaksiyon siiresi
uzadikga pargacik biiyiimesinin gergeklestigi diisiiniilmiistiir. NP sentezlerine 75 dakika

boyunca devam edilmistir.

Sicakligin NP olusumunda ve NP boyutunda etkili oldugu bilinmektedir
(Bandeira ve ark., 2020; Bala ve ark., 2015). Bununla birlikte, boyuta sadece sicakligin
degil, sicaklik ile birlikte diger parametrelerin de artis ya da azalis yoniinde etki gosterdigi
calismalar da literatiirde bulunmaktadir (Letchumanan ve ark., 2021). Yiiksek sicaklikta
yesil sentez yoluyla metal oksitler daha hizli ve etkin bir sekilde sentezlenebiliyorken,
yiiksek sicaklik denemeleri metallerin indirgenmesinden sorumlu biyoaktif molekiillerin
sicaklik ile birlikte inaktive olmasiyla, NP iretiminin diisik miktarlarda olmasiyla
sonuglanabilmektedir (Akintelu ve ark., 2020). 100 °C ve tizerindeki sicakliklar bitki
ekstraktlarindaki biyoaktif molekiilleri degrede ederler, bu yilizden ¢ok fazla tercih
edilmemektedir (Rajendran ve Sen., 2016). Bu nedenlerle, g - Cu NP sentezi diger
parametreler sabit tutularak ([Cu]: 10 mM, Cu:ekstrakt=1:1, pH:9 ve reaksiyon siiresi: 75
dakika), 3 farkl sicaklikta (25, 55, 85 °C) denenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. g - Cu NP sentezinde sicaklik optimizasyonu i¢in UV / Goriiniir bolge analizi

g - Cu Np sentezinde sicaklik arttik¢a (55 ve 85 °C), aglomere NP’ lerin arttig1 ve
zaman igerisinde ¢cokmelerin oldugu yani NP siispansiyonunun 4 °C’ de bile stabilitesinin
diisiik oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.7°de goriildiigii lizere, oda sicakliginin (~25 °C)
tizerindeki sicakliklarda, g - Cu NP piklerinin genislemesi ile YPR dalgaboyunun
belirlenmesindeki zorluk ortaya ¢ikmistir, bu ayn1 zamanda NP’ lerin biiyiidiigliniin de
bir gostergesidir (Mott ve ark., 2007). Bu nedenle, sentez kolayligi da saglayacagi igin,

sentezlere oda sicakliginda devam edilmistir.

Sonug olarak, karakterizasyon ve biyoassay deneylerinde kullanilan g - Cu Np’
lerin sentez kosullart; [Cu]: 10 mM, Cu:ekstrakt=1:1 (hacim:hacim), reaksiyon pH: 9,

reaksiyon siiresi: 75 dakika, reaksiyon sicakligi: oda sicaklig1 seklinde olmustur.

4.3. Cu NP’lerin Karakterizasyon Calismalari

Cu NP'lerin yesil yontemle Origanum sp. ekstrakti kullanilarak sentezinin
optimizasyon ¢aligmalar1 UV/Goriiniir bolge spektrofotometresi ile verimli bir sekilde
yapildiktan sonra, g - Cu NP'ler asagidaki spektroskopik ve mikroskobik teknikler
kullanilarak karakterize edilmistir. Bu tekniklerden Gegirimli Elektron Mikroskobu
(TEM) analizleri, X 15181 kirinimi (XRD), fourier transform Kizil6tesi spektroskopisi
(FTIR), Enerji Dagilimli X-151m1 Spektroskopisi (EDX), Termo Gravimetrik Analiz
(TGA) ve Indiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma Kiitle Spektrometrisi (ICP - MS)
gergeklestirilmistir.
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4.3.1. g- Cu NP’lerin Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile boyut ve sekil
analizi

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM), NP'lerin morfolojisini ve boyutunu analiz
etmek i¢in en yaygin kullanilan araglardan biridir. NP'lerin olusumunu gostermek i¢in g

- Cu NP'lerin TEM goriintiileri alinmustir (Sekil 4.8 a-b).

Sekil 4.8. g - Cu NP’ lerin TEM goriintiileri (120 kV); a. skala: 10 nm b. skala: 50 nm

Sekil 4.8 a ve b’de goriildiigii tizere, TEM goriintiileri sentezlenen g - Cu NP’ lerin
olusumunun monodisperse ve kiiresel sekilde gergeklestigini gdstermistir. TEM
goriintiilerinden elde edilen boyut dagilim grafigi, 100 pargacik boyutu dl¢iilerek elde
edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. TEM gériintiilerinden elde edilen boyut dagilim grafigi

Origanum sp. ekstrakti ile sentezlenen g - Cu NP’ ler 6.59 £ 0.57 nm
boyutundadir. TEM goriintiilerinden ve boyut diyagramindan elde edildigi tizere, NP ¢cok
kiigiik (<10 nm) boyutta ve homojen boyut dagilimina sahiptir. Ayn1 zamanda, g - Cu
NP’lerin 4.30 nm kalinliginda iridyum kaplamasi yapilarak Taramali Elektron
Mikroskopisi (FESEM) cihazi ile EDS analizi yapilmis ve 6rnegin bilesimi gosterilmistir
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. g - Cu NP 6rneginin EDS analizi

EDS spektrumundan, g - Cu NP 6rneginin Cu, O, C, Na, K, ve Ca igerigi
goriilmektedir. Cu disindaki icerikler bitki ekstraktindan kaynaklanmaktadir. Aym
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zamanda, Cu NP sentezi sirasinda ve sentez sonrasinda saklama ve uygulama
kosullarinda, Cu kolay oksitlenebilen bir element oldugu i¢in, Cu NP olusumu yaninda,
CuO NP olusumu da gergeklesmektedir. Oksijen igerigi hava ile oksitlenen CuO NP’

lerden de kaynaklanmaktadir.

4.3.2. Cu NP’lerin Infrared Spektrometresi ile Yapisal Analizi (FTIR)

Yesil Cu NP’ lerin yiizeyinde bulunan ve Origanum sp. ekstraktinin igerigindeki
fonksiyonel gruplarin ya da metabolitlerin nitel analizi i¢in Origanum sp. ekstraktinin ve
Origanum sp. ekstrakti ile sentezlenmis Cu NP 6rneklerinin FTIR spektrumlart 4000 -
400 cm? dalga sayisi araliginda alinmistir ve spektrumlar iist iiste cakistirilarak

verilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Origanum sp. ekstrakti (kirmiz1) ve g - Cu NP’ye (siyah) ait FTIR spektrumlari

Orneklere ait FTIR spektrumlarindan gézlemlenen siddetli bantlar; g - Cu NP’ ler
icin, 3276.97, 2918.80, 1591.34, 1511.58, 1375.83, 1235.02, 1038.61, 818.24, 767.85,
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611.38 cm; Origanum sp. ekstrakt: igin, 3275.54, 2925.13, 1584.39, 1511.31, 1374.74,
1041.09, 825.89, 768.89, 607.06 cm™seklindedir. Bantlarn hangi fonksiyonel gruplara
karsilik geldigi ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. FTIR analiz sonuglar1 ve Origanum sp. ekstraktinin aracilik ettigi g - Cu NP'lerin atanan
fonksiyonel gruplari

Dalga sayist Titresimler Fonksiyonel gruplar Bant Kaynak
(cm™) siddeti
3100-3300 O-H gerilme Alkol (asit) Cok genis (Kamli ve ark.,
2950-2850 C-H gerilme Alkanlar Kiigiik 2021;
1550-1650 N-H biikme Aromatik aldehitler Kiigiik Luque ve ark.,
1450-1550 N-H biikme Birincil amidler Kiigiik 2022; Sankar ve
1300-1450 N-O gerilme Nitro Orta ark., 2014;
1150-1250 C-O gerilme Eterler Orta Sankar ve ark.,
1000-1050 C-O gerilme Alkol Orta 2013).
800-900 1 C-H diizlem dis1 Aromatikler Kigiik
600-800 1 C-H diizlem dis1 Aromatikler Kigiik

g - Cu NP’ e ait spektrumun ekstrakt spektrumu ile ¢akistirilmasiyla, bantlara ait
giiclii tepe noktalarinin dalga sayilariin biraz kaydigi, ancak ayni fonksiyonel gruplarin
her iki 6rnekte de bulundugu goriilmiistiir. Sentezlenen g - Cu NP’ lerin Origanum sp.
ekstraktt ile sentezlendigi spektrumlardan dogrulanmaktadir. Dalga sayilarindaki
kaymalar, ekstrakt bilesenlerinin g - Cu NP olusumunda rol almasindan (indirgeme ve

oksitleme) ve NP yiizeyine baglanmasindan kaynaklanmaktadir.

4.3.3. Cu NP’lerin X-151m1 Difraksiyonu Analizi (XRD)

Sentezlenen g - Cu NP’lerin XRD o&l¢timleri yapilarak kristal yapisi ve faz safligi
incelenmistir (Sekil 4.12 ve 4.13).
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Sekil 4.12. g - Cu NP 6rneginin XRD spektrumu
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Sekil 4.13. g - Cu NP 6rneginin XRD spektrumu pik listesi

XRD spektrumlarindaki keskin pikler g - Cu NP’ lerin kristalinitesinin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Elde edilen spektrum sonucuna gore, ICSD: 655129 numarali
karttaki ag1 degerleri 20 = 43.4° (111), 50.6° (002), 74.4° (022); metalik Cu kristal
yapisina karsilik gelmektedir (Yates ve ark., 1933). ICSD: 628618 numarali karttaki ag1
degeri 20 = 32.4° (110), 39.4° (111); CuO kristal yapisina karsilik gelmektedir (Forsyth
ve ark., 1991). 30°’ nin altindaki tanimlanamayan piklerin ekstrakttan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Khan ve ark., 2020).
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XRD sonuglarina gore ayrica Rietveld analizi de yapilmistir ve Cu ve CuO %

bilesimleri de hesaplanmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Sentezlenen nanopargacik 6rneginin XRD deseni (Rietveld analizi)

Rietveld analizine gore, sentezlenen g - Cu NP’ ler %72 metalik Cu ve %28 CuO
fazindan olusmaktadir. Bakir kolay oksitlenen bir element oldugu i¢in CuO fazi da kristal

yapinin i¢inde genellikle bulunmaktadir (Rajesh ve ark., 2016).
4.3.4. Cu NP’lerin Termal Gravimetrik Analizi (TGA)

TGA olglimii ile 6rnege ait erime noktasi, camsi gecis sicakligi, nem, saflik,
doniisiim sicakligi, 1s1 kararlilig1 ve oksidatif kararlilik gibi bilgiler elde edilebilmektedir
(Gond ve ark., 2021). Yesil Cu NP orneginin 1sisal bozunma davranisi TGA ile
incelenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. g - Cu NP’nin TGA analizi

TGA kiitle kaybi-sicaklik grafiginden g- Cu NP 6rneginin 20 ile 900 °C sicaklik
araliginda 970,57 kiitle kaybina ugradigi gorilmistir. Bu sonug, g - Cu NP
siispansiyonunun igerdigi bitki ekstraktindan gelen organik bilesenlerin yiizdesini

vermektedir.
4.3.5. Yesil Cu NP’lerin Zeta Potansiyel dl¢iimii
Sentezlenen g - Cu NP’ lerin sulu ¢ozeltide kararliliklarinin belirlenmesi amaciyla

ylizey karakterizasyonu yapilmistir. Zeta potansiyel 6lglim cihazi ile g - Cu NP’ lerin

yiizey yiikleri ii¢ tekrarli olarak 6lgiilmistiir (Sekil 4.16).

Heaflow |-b (18-8 200 baseine £ Standard zona 7 HeatFlow] |¢ |¢ |t (mWY)
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No Fle Name Repet. No MeasTime pH Zeta Potential (mV) Surface Zeta Potential(mV) Mobility (am2/Vs) E. Field (V/cm)
1 Muhammed_3ml_20220805_185239 1  18:52:39 NA 2321 NA -1.814e-004 -10.40
2 Muhammed_3ml_20220805_185239 2  18:52:39 NA -23.79 NA -1.856e-004 -10.40
3 Muhammed_3ml_20220805_185239 3  18:52:39 NA -22.66 NA -1.767e-004 -10.40
Average -23.22 -1.812e-004 -10.40

Sekil 4.16. g - Cu NP 6rnegine ait zeta potansiyeli grafigi

Sulu ¢ozeltideki g - Cu NP 6rneginin zeta potansiyeli ortalama - 23.22 mV olarak
Ol¢iilmiistiir. Bitki ekstrakt1 icerigindeki polifenol gruplarinin yiizeyi stabilize etmesinden
dolay1 yiizey yiikiiniin negatif oldugu diistiniilmektedir (Yusefi ve ark., 2021). Zeta
potansiyel degeri 30 mV ve lizeri zeta potansiyeli degerleri ylizey yiik yogunlugunun
fazla oldugunun gostergesidir. Bu sayede NP’ ler aglomere olmazlar (Clogston ve Patri,
2011; Honary ve Zahir, 2013). NP yiizey yiikiiniin sagladig1 potansiyel degeri (-23.22
mV) smir degere yakin bulunmustur ve NP 6rnegine yeterli elektrostatik kararlilik

saglayarak haftalarca stabil kalmasini saglamistir.

4.3.6. Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP - MS)

Biyoassay uygulamalarinda kullanilacak NP siispansiyonunun derigimi, ICP - MS
cithazi ile belirlenmistir. ICP - MS 0l¢timii icin NP’ ler HCI iginde vortekslenerek
parcalanmistir. Cu derisimi tayininden sonra, farkli derisimlerde g - Cu NP siispansiyonu

hazirlamak i¢in, gerekli seyreltmeler deiyonize su ile yapilmistir.
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4.4. Kapra Bocegini g - Cu NP ile Besleme Biyoassayi

Gegmis ¢alismalarda, Ag NP’ler (Almadiy ve ark. 2018), silikon oksit (SNP'ler),
aliminyum oksit (ANP'ler) ve ¢inko oksit (ZNP'ler) (Raduw ve Mohammed, 2020), silika
NP'ler (Ziaee ve Babe Amir-Satehi 2020), AEROSIL 200 (Abdelfattah ve Zein 2019), Cu
NP'lerin simdiye kadar uygulanmadig: T. granarium'a kars1 uygulanmustir. 200, 250 ve
300 ppm konsantrasyonlardaki g - Cu NP eklenmis bugday taneleri ile beslenen T.
granarium erginlerinde gelisen insektisit etkisi her 12, 24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saatte
gbzlenmistir. NP konsantrasyonu ve maruz kalma siiresi arttik¢ca, boceklerin Sliim
oraninin da Onemli Olglide arttig1 goriilmiistiir. LCso degeri 250 ve 300 ppm
konsantrasyon uygulamalarindan 72 saat sonra tespit edilmistir. LCgo degeri, hem 250,
hem de 300 ppm konsantrasyondaki muamelelerin 144. saatinden sonra bulunmustur. 200
ppm'lik konsantrasyonun LCso degeri 144. saatin sonunda tespit edilmistir. Kontrol
orneklerinde 120. saate kadar herhangi bir 6liim goriilmemistir. Boylece hem 250, hem
de 300 ppm’deki konsantrasyonlarin 72. saatte LCsp 6liim orani ile ergin boceklerde
6liime neden oldugu asikardir. Ayrica, hem 250 ppm, hem de 300 ppm konsantrasyonlari
120. saatten sonra benzer oranda insektisit etkisi saglamistir. Biyoassay sonuclarina gore,
g — CuO NP'lerin farkli konsantrasyonlardaki uygulamalar1 T. granarium'a karsi

insektisidal bir ajan 6zelligi gostermistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Kapra boceginin g - Cu NP'lar ile beslenmesi sonrasi elde edilen 6liim oranlari
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Dang, zika ve chikungunya hastalik vektorii Aedes aegypti iizerinde Tridax
procumbens'in yaprak ekstrakti kullanilarak yesil sentezlenmis CuO - NP'lerin larvisidal
aktivitesi Selvan ve ark., tarafindan 2018 yilinda arastirilmistir. Arastirmacilar yiiksek bir
6liim oraniyla CuO NP'lerin gii¢lii bir larvisidal etkisini rapor etmislerdir. Artocarpus
heterophyllu'nun 1slak yapraklarindan yapilan Cu NP biyosentezinin Aedes aegypti'nin
birinci ve dordiincii donem larvalarina karsi uygulanmasi sonucu, oldukga insektisidal
etkiler tespit edilmistir (Agnita Sharon ve ark., 2018). Sambong (Blumea balsamifera)
ekstraktinin aracilik ettigi sentezlenmis g - Cu NP'lere maruziyetten sonraki 12 saat
icinde, meyve sineklerinde %25 - 100 arasinda degisen Sliim oranlar tespit edilmistir
(Paragas ve ark., 2020). Annona squamosa L. tohumundan sentezlenen Cu NP'lerin
Anopheles stephensi, Tenebrio molitor ve hedef olmayan Artemia nauplii'ye karsi
insektisidal etkinligi Vivekanandhan ve ark., (2021a) tarafindan rapor edilmistir. Cu
NP'lerin bocek larvalarint kontrol etmede ve hedef olmayan Artemia nauplii'ye yonelik
toksisiteyi azaltmada 6nemli bir etkiye sahip oldugu sonucuna ulasilmistir. Bocek
kontroliinde A. squamosa L. tohumundan elde edilen Cu NP'lerin kullanilmasinin daha
hizli, daha giivenli ve daha yesil bir segenek olabilecegi sonucuna varilmistir. Lantana
camara ekstrakti ile sentezlenen 20 ppm g - CuNP'ler, Anophel sivrisineklerinde %100
larva 6liimiine sebep olmustur. Bununla birlikte, 140 ppm oraninda tek basina bitki
ekstrakt1 kullanildiktan sonra yine ayni etki gdzlenmistir (Abd El Hafiz ve ark. 2019). iki
noktali 6riimcek akar1 Tetranychus urticae (TTSM) Koch tarla, sera, sebze ve meyvelerin
en 6nemli tarimsal zararlilarindan biridir. Dorri ve ark. (2018), 5 farkli konsantrasyonda
(0g/1,1g/1,2.5¢/1,4 g/l ve 5,5 g/1) bakir nanokapsiil (Cu20) piiskiirterek TTSM'yi kontrol
altima almaya calismistir. CuO nano-kapsiiliiniin uygulanmasindan sonra TTSM

poplilasyonunun énemli 6l¢iide azaldigini bildirmislerdir (Dorri ve ark. 2018).

Genis bir potansiyel alan yelpazesinde farkli tipte NP'lerin biyosentezlenmesi
sadece bitkilerle sinirli degildir. Gegmis bir ¢alisgmada, El-Saadony ve ark. (2020),
Pseudomonas fluorescens susu kullanarak 10 ila 70 nm arasinda degisen boyutlarda Cu-
NP'ler biyosentezlemistir ve bu Cu-NP'lerin ¢ok diisiik konsantrasyonla kayda deger bir
insektisidal etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Depolanan iiriin zararlisi T.
castaneum'a kars1 5 gilinliilk muamele sonunda LCso degeri 37 ppm olarak bulunmustur.
Ayrica, bu biyosentezlenmis Cu-NP'lerin kimyasal olarak sentezlenmis Cu-NP'lerden
daha etkili oldugunun sonucuna da ulasilmigtir (El1-Saadony ve ark., 2020). Badawy ve
ark. (2021), Aspergillus niger susunun (G3-1) metabolitlerini kullanarak CuO - NP'leri
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sentezlemis ve bunlarin depo zararlilari Sitophilus granarius ve Rhyzopertha dominica'ya
kars1 insektisidal aktivitelerini doza ve zamana bagli sekillerde incelemislerdir. CuO - NP
muamelesi, bocekler S. granarius ve R. dominica tizerinde sirasiyla %55 - 94.4 ve %70 -
90 olim oranlarina neden olmustur. Entomopatojenik Metarhizium robertsii bazli
biyosentezlenmis, 15.67 - 62.56 nm boyutlu, g - Cu NP'ler Anopheles stephassi, Aedes
aegypti, Culex quinquefasciatus ve Tenebrio molitors’un dahil oldugu bocek zararlilarina
karst onemli insektisidal aktiviteler gostermistir. LCgo konsantrasyonlarinin sirasiyla
23.717 pg/mL, 65.144 pg/mL, 14.997 pg/mL ve 29.363 pg/mL dozlar1 oldugu
bulunmustur (Vivekanandhan ve ark., 2021b). Fusarium proliferatum (YNS2) araciligi
ile biyosentezlenen g - Cu NP'ler, Anophelex stephassi, Aedes aegypti ve Culex
quinquefasciatus larvalarina kars1 6nemli larvisidal aktivite gostermistir. g - Cu NP'lerin
LCso degeri sirasiyla 39.25 pg/ml, 81.34 pg/ml ve 21.84 pg/ml olarak tespit edilmistir
(Kalaimurugan ve ark., 2019). Baska bir g¢alismada, Morganella morganii hiicre
icermeyen siipernatant bakterisinin aracilik ettigi g - Cu NP'lerin sivrisinek larvalar
tizerindeki larvisidal aktiviteleri test edilmistir. Zamana ve doza bagli olarak, sentezlenen
g-Cu NP'lerin bdcekler iizerinde toksik etkisi rapor edilmistir (Lalitha ve ark., 2020). Ote
yandan, Cu NP'lerin pestisit -sipermetrin ile kombinasyonunun Spodoptera litura

larvalari tizerindeki insektisidal etkinligi arttirdigi bildirilmistir (Lu ve ark. 2019).

Bu ¢alisma ile Origanum sp.’den sentezlenen g — Cu NP’ler ilk defa T. granarium
tiri tizerinde insektisit etkisi arastirilmak {izere uygulanmistir. g — NP’lerin depo
zararlilan ile miicadelede ve bitki koruma alanlarinda boceklere karsi uygulanmasi,
oldukga yeni ve gelismekte olan bir alandir. NP’lerin insektisit 6zellikleri, fizyolojik
degisikliklere neden olan morfolojik 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Nel ve ark.,
2006; Yasur ve ark., 2015). Metaller normal kosullarda dahil olmadiklar1 biyokimyasal
reaksiyonlara dahil olarak, organizma tizerinde toksik etkilere neden olurlar (Hopkin,
1989). Bu tez calismasi sonucunda NP’lerin uygulandigi konsantrasyonlardaki 6liim
oranlarinin boceklerde tiirden tiire ve NP sentez yontemine gore farklilik gosterdigi
sonucuna ulasilabilir. Gergeklestirilen ge¢mis ¢alismalar ve bu tez kapsaminda elde
edilen sonuglara gore, NP'lerin bdocek kontrolii ve miiteakip tarimsal iyilestirme

caligmalar1 i¢in umut verici bir biyokontrol ajan olabilecegi fikri ortaya ¢ikmaktadir.
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4.5. Cu NP Muamelesi Sonras1 TgSOD, TgCAT ve TgGPX Genlerinin ifade
Seviyesi Analizi

En yiiksek TgSOD transkript miktari, Kapra boceklerini 200 ppm
konsantrasyonda g - Cu NP'lerle muamele edilmis bugday taneleri ile beslemenin
sirastyla 48. ve 144. saatinden sonra tespit edilmistir. 200 ppm konsantrasyon
muamelesinin 12., 24., 72., 96. ve 120. saatlerinden sonra TgSOD seviyesi asag1 yonde
regilile edilmistir. En yiliksek TgSOD transkript miktar1, T. granarium erginlerinde 300
ppm konsantrasyonda g - Cu NP’ler ile muamele edilmis bugday taneleri ile beslemenin
144. ve 72. saatlerinden sonra tespit edilmistir. Gen ifade diizeyi 300 ppm uygulamanin
48. ve 96. saatlerinden sonra hemen hemen duyarsiz miktarda bulunmustur. Ayrica, 300
ppm konsantrasyon uygulamasinin 12., 24. ve 120. saatlerinden sonra TgSOD'un mRNA

seviyesi asag1 yonde regiile edilmistir (Sekil 4. 20).
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Sekil 4.18. g - Cu NP muamelesi sonras1 TgSOD geni ifade seviyeleri

TgCAT ifade seviyesi, 200 ve 300 ppm g - Cu NP ile muamele edilmis bugday
taneleri ile beslenen pupadan yeni ¢ikmig T. granarium erginleri tizerinde farkli zaman
noktalarinda (12, 24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saat) incelenmistir. Sonuglar, en fazla (8.4
kat) TgCAT ifadesinin, 200 ppm konsantrasyondaki g - Cu NP ile muamele edilmis
bugday taneleri ile beslenmenin 48. saatinden sonra tespit edildigini gostermistir. TQCAT
ifadesi ayrica, 200 ve 300 ppm konsantrasyonlarda 96 saat besleme isleminden sonra
yukart dogru regiile olmustur. Her iki konsantrasyon i¢cin muamelenin 144. saatinden

sonra hafif yukar1 dogru TgCAT ifade seviyeleri gézlenmistir. Her iki uygulamanin 24.



54

ve 120. saatini, 200 ppm’in 72. saatini ve 300 ppm konsantrasyonunun 48. saatini takiben
izlenen gen seviyeleri hemen hemen duyarsiz bulunmustur. Diger taraftan, 200 ve 300
ppm konsantrasyon uygulamalarinin 12. saatinden sonra ve 300 ppm uygulamasinin 72.

saatinden sonra TQCAT asag1 yonde regiile edilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.19. g - Cu NP muamelesi sonras1t TQCAT geni ifade seviyeleri

En yiiksek TgGPX transkript miktar1, 200 ppm konsantrasyondaki g - Cu NP ile
muamele edilmis bugday taneleri ile besleme isleminin sirasiyla 48., 72. ve 96.
saatlerinden sonra gozlenmistir. TgGPX ifadesi, 200 ppm konsantrasyon muamelesinin
144. saatinden sonra neredeyse duyarsiz olarak tespit edilmistir. TgGPX 'in ifade seviyesi,
200 ppm uygulamanin 12., 24., 120. saatinden sonra asag1 yonde regiile edilmistir.
TgGPX, 300 ppm konsantrasyonda g - Cu NP’ler ile muamele edilmis bugday taneleri ile
beslemenin sirastyla 72., 96. ve 24. saatlerinden sonra en yiiksek seviyede ifade
edilmistir. TgGPX’in ifade seviyesinin 300 ppm uygulamasmin 48., 120. ve 144,
saatlerinden sonra neredeyse duyarsiz oldugu gdzlenmistir. Ayrica, 300 ppm

konsantrasyon uygulamasinin 12. saatinden sonra asagi yonde regiile edilmistir (Sekil

4.19).
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Sekil 4.20. g - Cu NP muamelesi sonras1t TJGPX geni ifade seviyeleri

Antioksidan genlerinin, ROS maddelerini ortadan kaldirilmas1 dolayist ile
bocekler arasinda direng gelisiminde ¢ok onemli roller vardir. Sezer Tuncsoy ve ark.,
(2019) oksidatif stresin nano Olgekli pargaciklarin toksisitesinde yer alan ana
mekanizmalardan biri oldugunu 6ne siirmiiglerdir. Organizmalar toksisitenin {istesinden
gelmek icin, toksik maddelerden kaynaklanan ROS'u detoksifiye etmek ve ortadan
kaldirmak icin serbest radikal siipiiriiciiler ve antioksidan enzimlerden olusan bir
antioksidan koruma sistemi ile donatilmistir (Zeng ve ark., 2020). SOD, CAT, GPX, GST
ve AChE oksidatif biyobelirtegleri, model organizma G. mellonella'nin orta bagirsak ve
yag govdesindeki Cu birikimine yanit olarak incelenmistir. Sonucta, antioksidan
enzimlerin boceklerin agir metallerle zehirlenmesinden giiclii bir sekilde etkilendigi
gosterilmistir (Sezer Tuncsoy Ve ark, 2019). Baska bir ¢alisma, Bombyx mori‘nin CuO ve
ZnO NP'lerine maruz kalmasmin CAT, SOD, GST, ataksin ve alfa-amilaz genlerinin
ifadelerinde degismeye yol actigin1 gostermistir (Muhammad ve ark., 2022). Ramadan ve
ark. ise (2020), Musca domestica larvalarmin SOD, CAT, GPX ve GST enzimlerinin

aktiviteleri lizerinde giimiis ve kitosan NP'lerinin 6nemli etkilerini bildirmistir.

CAT genini bol miktarda eksprese eden sirke sinegi (Drosophila melanogaster),
H2Oz'ye kars1 gelistirilmis bir dirence sahiptir. Buna karsilik, CAT aktivitesi olmayan
sirke sinekleri yiiksek seviyelerde H20. oranina, daha kisa siireli canliliga ve yasam
stirelerine sahiptir. Benzer sonuglara, sivrisinek Culex pipiens i¢in de rastlanmistir; CAT

ifadesi RNA interferans yolu ile inhibe edildiginde ergin sivrisinegin hayatta kalma
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oraninin onemli l¢lide diistiigli rapor edilmistir (Li ve ark., 2021). Ciice chichlid baliklar1

CuO NP'lere maruz kaldiginda ise, ylikselen CAT aktivitesi gostermistir (Rashdan, 2021).

Bocegin g - Cu NP'lere maruz kalmasinin farkli saatlerinde TgGPX'in yukari
regiile edilmis ifadesi, bu genin g - Cu NP'lerinden yiiksek oranda etkilendigini
gostermektedir. Ayrica, metal NP’lerinin farkli organizmalarda GPX ifadesi iizerinde
onemli bir etkiye sahip oldugu da c¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir. Ornegin,
Chironomus riparius'un kadmiyuma maruz kalmasi fosfolipid hidroperoksit glutatyon
peroksidaz (CrPHGPx1) ifadesini arttirmistir. Bu sonug, CrPHGPx1'in redoks
dengesinde diferansiyel olarak diizenlendigini 6ne siirmiistiir (Nair ve ark., 2012). Bu tez
caligmasinda elde edilen yiiksek TgGPX ifade seviyeleri, g - Cu NP'lerin T. granarium

tizerindeki toksik etkisini agikca gostermektedir.

Oksidatif strese kars1 artan biyolojik reaksiyonlar, DNA hasari1 ve par¢alanmasini,
hiicre 6liimiinii, lipid peroksidasyonunu ve lizozomal membran kararsizligini icerebilir.
Bu biyolojik reaksiyonlar, NP'lerin zararli etkilerini arastirmak i¢in kullanilabilir
(Rashdan, 2021). Bu enzim kodlayan genlerin degisen ifadeleri, NP'lerin neden oldugu
stresin goOstergeleridir ve bunlarin neden olabilecegi potansiyel toksisiteyi isaret

etmektedir (Cheng ve ark., 2018).

g - Cu NP'ler ile muamele edilmis bugday taneleri ile beslenen T. granarium
erginlerinde artan TQCAT, TgGPX ve TgSOD gen ifade seviyeleri, bu erginlerin oksidatif
strese maruz kaldiklarin1 ve bir antioksidan tepki gelistirdiklerini gdstermektedir.
Ornegin, gecmiste yapilan bir calismada CuO NP’lerin hiicre i¢ci ROS olusumunu
artirarak oldiriicti 6zellik gosterdiklerini ortaya koymustur (Ruiz ve ark., 2015). Bu
calisgmada, g - Cu NP'lerin TgSOD, TgCAT ve TgGPX antioksidan genlerini onemli
o6l¢iide yukari yonde regiile etmesinin, g - Cu NP'lerin potansiyel insektisidal etkinlikleri
ile iligkili olabilecegi sonucuna varilabilir. Ayrica, genleri kodlayan antioksidan
enzimlerin yiiksek miktarda ifadesinin, NP'lerin neden oldugu ROS iiriinleri ile dogrudan

iligkili oldugu onerilebilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Depolanan iiriin zararhilari, depolanan iiriinlerin miktarin1 ve kalitesini yok
etmektedir. Bu sorun, zararlilar tarafindan gelistirilen insektisitlere karsi direng ve bu
kimyasal pestisitlerin istenmeyen ekonomik, ¢evresel ve saglik tehlikeleri ile daha da
kotiilesmektedir. Son yillarda, NP'lerin zararlilar1 kontrol etmek i¢in umut verici bir
alternatif saglayabilecegi gosterilmistir. Ayrica, NP'lerin yaygin bir sekilde kullanilmakta
olan geleneksel pestisitlerin yetersizligini giderecegi varsayilmaktadir. Bu ¢alismada,
Origanum sp. bitki yapragi ekstrakti kullanilarak g - Cu NP'ler basarili bir sekilde

sentezlenmistir.

Sentezlenen NP'ler UV-Goriintileme, TEM, FESEM, EDX, XRD ve FTIR
analitik teknikleri ile karakterize edilmistir. Sentezlenen NP'lerin boyutunun, TEM
analizi ile 6.59 + 0.59 nm oldugu goriilmiistiir. UV-Goriintiileme absorpsiyon zirvelerinin
385 nm'de oldugu tespit edilmistir. FTIR analizi, g - Cu NP'lerin kaplanmasindan sorumlu
olan birg¢ok bitki biyoaktif molekiilii var oldugunu gostermistir. Ayrica, XRD ve EDX
analizi ile sentezlenen g - Cu NP'lerin kristal yapida oldugu ve Cu ve diger icerikler
gosterilmistir. Bu ¢aligma, Origanum sp. ekstraktinin g - Cu NP'lerin sentezlenmesinde
verimli bir biyo-kaplama ajani olarak kullanimini bildirmektedir. Gegmiste Origanum
sp.’den Cu NP sentezinin ger¢eklestirildigi ti¢ farkli arastirmaya kiyasla (Sankar ve ark.,
2014; Aguilar ve Rosas, 2019; Alshehri ve Malik, 2020), bu ¢alisma kiigiik boyutlu (<10),
homojen boyut dagilimli ve kararli g - Cu NP’lerin elde edilmesi agisindan ilktir. Ayrica,
Origanum sp. ekstraktindan sentezlenmis Cu NP’lerin, bir bocek zararlisina karsi

insektisit etkisini arastirmak iizere gergeklestirilmis ilk ¢caligmadir.

Sentezlenen NP'lerin Kapra bocegine karsi insektisit etkinligi iizerine yapilan bu
calisma, g - Cu NP'lerin zararlida sirasiyla 72 ve 144 saatlik uygulamalardan sonra 200
ve 300 ppm konsantrasyonlarda %50 ve %90 6liime neden oldugunu, dolayisi ile bu
NP’lerin Kapra bocegi igin potansiyel ve alternatif bir bocek kontrol ajani olarak
kullanabilecegi fikrini ortaya atmaktadir. g - Cu NP'lerin uygulanmasindan sonra TQCAT,
TgGPX ve TgSOD genlerinin gesitli zamanlarda bol miktardaki ifadesi, NP'lerin bocekte
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ROS stresinden sorumlu oldugunu ve g - Cu NP’lerin Kapra bocegi tizerindeki toksik

etkisini gostermistir.

5.2 Oneriler

Bu bulgulara dayanarak, g - Cu NP'lerin zararh tizerinde neden oldugu 6nemli
6liim oranlarina bakarak, bu NP'lerin zararlinin yonetiminde etkili olabilecegi ve entegre
zararli yonetiminin (IPM) potansiyel temel bir bileseni haline gelmesi oOnerilebilir.
Bununla birlikte, g — Cu NP ve diger NP tiirlerinin Kapra ve diger depo zararlilari
tizerindeki etkilerine iliskin sinirli galismalarin varligi nedeniyle, bu konuda daha fazla

arastirma yapilmasi ve fonksiyonel ¢alismalarin gerceklestirilmesi 6nerilebilir.
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