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OZET

Ultraviyole (UV) radyasyona maruz kalmak tiim canlilar i¢in tehlikelidir. UV bdcekler
tizerinde birgok etki gostermektedir. Bu g¢alismada, Ephestia kuehniella Zeller, 1879
(Lepidoptera: Pyralidae) larvalar tizerine UV nin 6ldiiriicii etkisi ¢alisilmustir. Larvalar UV
radyasyonuna (254 ve 365 nm) farkli zaman peryotlarinda (15, 30, 45 ve 60 dk.) maruz
birakilmistir. Calisma sonunda larvalarin 6lim oranlari, komet degerleri ve antioksidan
enzim aktiviteleri (SOD, CAT, GST ve GPx) ve MDA seviyeleri arastirilmistir. Isinlama
stiresi arttik¢a E. kuehniella larvalarinin 6liim oranlar1 artmistir. Kisa (254 nm) ve uzun (365
nm) dalga boylariin 6lim oranlan {izerindeki etkilerini karsilagtirdigimizda 254 nm dalga
boyunun 365 nm dalga boyundan daha etkili oldugu belirlenmistir. Bu durum, antioksidan
enzim aktiviteleri ve MDA seviyesinde de tespit edilmistir. Komet degerlendirme
sonuglarina gore kuyruk % DNA’s1 ve komet kuyruk uzunlugu 254 nm dalga boyunun tiim
uygulama zamanlarinda istatistiksel olarak artarken bu degisimler 365 nm UV radyasyonun
yalnizca 45. ve 60. dakikalarinda tespit edilmistir. Kuyruk % DNA’s1 ve kuyruk uzunlugu
254 nm dalga boyunda 365 nm dalga boyuna goére daha fazladir. Sonu¢ olarak, UV
radyasyon depo zararlilarinin kontroliinde giivenilir bir metod olarak, g¢evreye zararl

kimyasal pestisitlere bir alternatif olarak kullanilabilir.

Anahtar sozciikler: Ephestia kuehniella, UV radyasyon, 6liim orani, antioksidan enzimler,

komet testi, oksidatif stres.
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ABSTRACT

Exposure to ultraviolet (UV) radiation is hazardous for all organisms. UV shows numerous
effects on insects. In this study, mortality effect of UV on Ephestia kuehniella Zeller, 1879
(Lepidoptera: Pyralidae) larvae was studied. The larvae were exposed to UV radiation (254
and 365 nm) at different time periods (15, 30, 45 and 60 min). After exposure, mortality rate,
comet assay studies, antioxidant enzyme activities (SOD, CAT, GST and GPx), and MDA
levels were investigated on the larvae. The mortality rate of E. kuehniella larvae increased
with increasing exposure times. It was determined that 254 nm was more effective than 365
nm compared to the effects of short (254 nm) and long-wave (365 nm) radiations on
mortality rate of E. kuehniella larvae. Likewise 254 nm had more potency than 365 nm on
antioxidant enzyme activities and levels of MDA. According to the comet assay results, the
tail DNA% and comet tail length significantly increased in all exposure times at 254 nm, but
these changes were seen only 45 min and 60 min at 365 nm of UV radiation. Therefore, tail
DNA% and tail lenghts of 254 nm radiation could be greater than the tail lenghts of 365 nm
UV radiation. The UV radiation could be effectively as a safe pest control method and as an
alternative to environmentally hazardous chemical pesticides.

Key words: Ephestia kuehniella, UV radiation, mortality, antioxidant enzymes, comet assay,

oxidative stres.
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1. GIRIS
1.1. Tezin amaci

Bu calisma, daha giivenli hasere kontrol yontemi gelistirerek kimyasal pestisit
kullanimin1 azaltmayr amaglamaktadir. Bunun i¢in, Ephestia kuehniella larvalar
ultraviyole (UV) radyasyona maruz birakilmis ve UV’nin etkileri komet testiyle,
olim oranlarim1 gézlemleyerek ve antioksidan enzimler olan Siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon S-transferaz ( GST)
enzim aktiviteleri ve lipid peroksidasyonunun en onemli son firiinii olan

malondialdehit (MDA) seviyesi belirlenerek yapilmustir.

1.2. Tezin konusu ve onemi

Insanlar igin tahillar temel besin kaynagidir ¢iinkii mineral, vitamin, karbonhidrat ve
protein gibi birgok besin maddesi igerirler [1]. Fakat depolanan tiriinlerin zararlilar
tahilin kalite ve miktarinda 6nemli miktarda kayba neden olur. E. kuehniella Zeller,
1879 (Lepidoptera: Pyralidae) depolanan iirinlerin zararlilarindan biridir. Diinyada
ciddi ve yaygimn tahil zararlilarindandir [2]. E. kuehniella larvalar1 ag iretir, agi
ekonomik kayiplara neden oldugundan tiiketiciler i¢in kabul edilemez [3]. Esas
olarak, bu zararlilarin kontrolii insektisitler ile saglanir [4]. Fakat bunlar birgok
gevresel sorunlara neden olur [3]. Ayrica bunlar boceklerin direncini artirirken
memelilerde zehirlenmeye ve besin zincirinde aksakliga neden olur [5]. Bu nedenle
insektisitlerin tim bu istenmeyen etkilerinden dolay: alternatif kontrol yontemleri

gelistirilmeye ¢alisilmaktadir [6].

Radyasyon teknigi depolanan iiriin zararlilari i¢in alternatif kontrol yontemlerinden
biridir [7,8]. Uzun yillar boyunca, birgok farkli ortamda, UV radyasyon organizmalar
i¢cin potansiyel bir stres olarak kabul edilmis ve ¢ok cesitli zararli etkilerinin oldugu
tespit edilmistir [9]. UV c¢ok oOnemli bir g¢evresel faktor olup, UV radyasyon

nedeniyle, genler kolayca zarar gorebilir ve daha sonra mutasyonlar olusabilir [10].

UV tarafindan DNA’da olusturulan en temel hasar pirimidin dimerlerinin

olusumudur [11-13]. UV fitoplanktonlari, yumurtalar1 ve baliklarin yumurta ve larva



donemlerini ve diger sucul organizmalarin sagligini olumsuz olarak etkileyebilir
[14]. Ayrica bocekler iizerinde ¢ok sayida olumsuz etkisi vardir [15]. UV
radyasyonun depo zararlilar1 tizerindeki etkilerini Ayvaz ve ark., (2008) yaptiklari
calismalarda gostermistir [7,8]. Bocek c¢ekici ilaglar ve bocek yumurtalarinin

dezenfeksiyonu bunlar arasinda sayilabilir [16].

UV radyasyon reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretebilir, dolayisiyla dogrudan ya da
dolayl1 olarak oksidatif stres yoluyla DNA hasari olusturdugu kanitlanmistir [10,17].
ROT, DNA ve enzim oksidasyonuna, antioksidan enzim aktivitelerinde
degisikliklere ve bocek dokularinda lipid peroksidasyonuna (LPO) neden olur.
LPO’nun son iirini MDA en c¢ok calisilan oksidatif stres gostergesidir ve
biyomolekiiler hasara neden olabilir. Detoksifikasyon ve antioksidan sistemler,
hiicrelerin savunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir [18]. ROT bdoceklerdeki bir
grup antioksidan enzim tarafindan yok edilir. SOD, CAT, GPx ve GST bdoceklerdeki
antioksidan enzimlerdir [19]. Bunlar endojen olarak meydana gelen ROT’a kars1

koruyucu kompleks olusturur [18].

Fiziksel ve kimyasal maddelerin neden oldugu genotoksik etkileri belirlemek igin,
bakteri, memeli ve bitki hiicreleri gibi farkli tiirde hiicreler kullanilir [20]. Potansiyel
genotoksisiteyi belirlemek i¢in, tek hiicre jel elektroforezi veya “komet" testi
kullanilir [21,22]. Komet testinin DNA hasarmin iyi bir gostergesi oldugu
kanitlanmistir [20,23]. Komet, DNA hasarin1 degerlendirmek igin kullanilabilen

glivenilir, hassas ve hizli bir yontemdir [24].



2. GENEL BIiLGILER

Diinya’da oldugu gibi iilkemizde de tarim biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu denli 6nemli
olan tarimin zarar gormesinin Onlenmesi, kazancin en iist seviyede tutulmasini
saglamak icin olduk¢a 6nemlidir. Bunlar i¢in uygulanan pestisit kullanimi oldukga
yaygindir. Ozellikle son donemlerde iilkemizde organik tarim yayginlastigi igin
pestisit ve kimyasal kullanim1 azaltilmak istenmistir. Bu sebeple, insanlar alternatif

biyolojik miicadele yontemlerine yonelmistir [25].

Biyolojik miicadele; zararli populasyonunu azaltmak ve baski altinda tutabilmek i¢in
canli organizmalardan faydalanilarak yapilan bir miicadele seklidir. Depolanan

tarimsal Urtinlerin korunmasi iiretici, isletme ve ihracat¢ilar acgisindan oldukga

onemlidir [25].

Biyolojik miicadeleyi olumsuz yonde etkileyen faktorler vardir. Bunlar; iklim,
konuk¢u uygunlugu, karinca, toz, zararli ve hastaliklara karsi1 kullanilan zirai
ilaglardir [26]. UV radyasyon teknigi, son donemlerde 6n plana ¢ikan kolay
uygulanan zararsiz biyolojik miicadele ydntemidir. Uriine zarar veren bdcek ve
haserelerden iirline zarar vermeden kurtulma yontemlerinden birisidir. UV
radyasyon, boceklerin hangi evrede olduguna bakilmaksizin farkli gelisim
evrelerinde uygulanabilir. Radyasyon ABD, Rusya, Brezilya, Ingiltere gibi iilkeleri

de i¢eren 40’1n ilizerinde iilkede zararli kontroliinde kullanilmaktadir [27].

2.1. UV radyasyon

UV radyasyon, giinesten gelen 151k enerjisinin bir seklidir. Giines elektromagnetik
spektrum diye bilinen bir dizi enerji yayar. Enerjinin sekilleri, dalga boylara gore
smiflandirilir. En kisa dalga boylu radyasyon en fazla enerjik olandir. UV radyasyon
320-400 nm arasinda UV-A, 280-320 nm arasinda UV-B ve 200-280 nm arasinda
UV-C olmak iizere li¢ kategoride siniflandirabilir [28,29]. UV radyasyon, yeryiiziine
erisen gilines enerjisinin bir parcasidir. Yeryiiziine ulagan giines radyasyonunun
yaklasik % 5'ini olusturur ve dalga boylar1 100-400 nm arasindadir. Araligin; % 95-
981 UV-A, % 2-5' i UV-B'dir, UV-C vyeryiiziine ulasmadan stratosferik ozon
tabakasinda emilir. Eger normalin iistiinde UV diinyaya erisirse, en kisa dalga boylu

UV radyasyon canlilar i¢in Oonemli derecede zararli olabilir [30]. UV-A, UV



radyasyonun en az zararli seklidir ve diinyaya biiyiik miktarlarda erisir. Cogu UV-A
1sinlar1 ozon tabakasinin igerisinden dogrudan gecer. UV-B radyasyon potansiyel
olarak c¢ok zararlidir. Giinesin UV-B radyasyonunun c¢ogu stratosferde ozon
tarafindan yutulur. UV-C radyasyon ¢ok enerjik oldugundan potansiyel olarak en
fazla zararlidir. UV-C'nin tamamu stratosferde oksijen ve ozon tarafindan yutulur ve

asla diinya yiizeyine erismez [31].

UV radyasyon giinesten gelen bir enerji tiirii oldugu i¢in insanlar etkiler. Ozellikle
giines tam dogarken UV 1sinlar1 fazlaca yayilir. Insanlar beyaz renk elbise giyerek
bu 1sinlarin yansimasini saglayabilir. Kar veya kumdan yansiyan bu 1ginlarin kar ve
giines korliigli yapabilme ihtimalde bir diger risk faktoriidiir. UV’nin derine inmesi
zor oldugu icin goz ve deri kanseri yapma ihtimali diger hastaliklara gore daha
fazladir. Deri kanserlerinin %80’ine yakini UV etkisi ile olmaktadir. Zararlarinin
yani sira mikroplar1 dldiirmesi gibi faydalarindan dolayr da hastanelerin ameliyat
odalarinda UV lambalar1 kullanilir. UV 1s1mas1 gériinmezdir ve de goriiniir 15181in
dalga boyundan daha az dalga boyuna sahiptir. UV 1simas1 floresan bir madde ile
aranabilir [32]. Bunlarin yani sira diinyada yer ve israfin bir sorun olusturmasi
neticesinde gidayr korumak ve gidadan kaynaklanan hastaliklarinin azaltilmak
istenmesi nedeniyle radyasyon kullanimi yayginlagsmistir. Bunun bazi 6rneklerini

sOyle siralayabiliriz.

e Et ve et liriinlerinin raf dmriinii uzatmak,

e Baharatlardaki zararli organizmalari azaltmak,
e Patates ve soganin ¢cimlenmesini saglamak,

e Tahillarda bulunan zararlhilarin yok edilmesi,

e Meyve olgunlagma siirecini geciktirmek,

e FEt ve kiimes hayvanlart ile su iirtinleri sterilizasyonu [31].

UV radyasyon uygulamalar1 gibi biyoteknolojik [32], faydali boceklerin salimi gibi
biyolojik yontemler ve feromon uygulamalart [33] zararlilar1 baski altinda tutan
yaygin  kullanimlardandir.  Biyolojik  miicadelede  kullanilan  yontemlerin
onemlilerinden olan UV, kisa dalga boylu ancak yiiksek enerjili elektromanyetik

spektrumun bir pargasidir. UV radyasyon hiicre i¢indeki molekiiller tarafindan



absorbe edilebilir ve spesifik kimyasal degisikliklere yol acabilir. Radyasyon DNA
tizerinde ciddi hasarlara neden olup 6liime sebep olabilir. UV radyasyon, DNA’da
timin bazlar1 arasindaki dimer baglarin1 koparip replikasyonu engelleyebilir [34]. UV
radyasyondan kaynaklanan serbest radikallerin ve ROT'un neden oldugu bir¢ok
DNA hasar1 bilinmektedir. UV radyasyonun gen aktivitesinin degisiminde tetikleyici
rol oynadigi da bildirilmektedir [33]. Organizmalarin UV’yi nasil algiladiklar1 ve
sinyal iletiminin nasil gerceklestigi heniiz bilinmemektedir. Gen aktivitesinin

degisiminde aktif oksijen radikallerinin tetikleyici oldugu diistintilmektedir [34].

Uriin zararlilarinin kontrolii, ekonomik ve saglik acisindan énemli hasarlara neden
olduklarindan dolay1 yapilmalidir. Bunun i¢in ¢esitli yontemler uygulanmaktadir. Bu
yontemlerden yaygin olarak kullanilan yontem insektisit yani kimyasal kullanimidir.
Fakat kimyasallarin ¢evreye verdigi zarar ve de boceklerin bu tiir bilesiklere karsi
olusturduklari direng, miicadele yontemlerinin degismesine sebep olmustur. Zararl
boceklerle miicadelede giiniimiize kadar biyolojik miicadele strateji ve yontemleri
farkli sekillerde arastirilmis ve uygulanmistir. Depo zararlilarina karsi uygulanabilir
yontemlerden bir tanesi de UV radyasyon teknigidir. Bu yontem hizli ve etkili bir
yontem olmasinin yani sira kimyasallara gore zarar1 daha azdir. Depo zararlilarinin
UV radyasyona karsi toleranslar1 her evrede (larva, ergin, vb.) vardir. Farkliliklar
bocek tirlerinin UV radyasyona kargt hassasligi ile de belirlenebilir [34]. Bunlar

biyolojik miicadelenin kimyasal miicadeleye kars1 avantajlarindandir (Tablo 2.1.).



Tablo 2.1: Biyolojik miicadele ve kimyasal miicadelenin karsilastirilmasi [35].

Bivolojik Miicadele

Kimyasal Miicadele

e Insan ve gevre sagligina olumsuz
etkisi yoktur.

e Dogal diismanlar1 korur.

e Potansiyel zararlilar1 baski
altinda tutar

e Uygulamada kullanilacak
etmenlerin ¢cogu dogada vardir

e Miicadele maliyeti ucuzdur.

e Dayaniklilik problemi yaratmaz.

e Dogal diismanlar etkili olduklar
zararliy1 baski altina alirlar.

Insan ve gevre saghigini tehdit
eden etkileri vardir.

Dogal diismanlar1 yok eder.

Potansiyel zararlilar ana zararl
konumuna gegebilir.

Her uygulamada tekrar
kullanilmak zorundadir.

Miicadele maliyeti pahalidir.

Dayaniklilik problemi yaratabilir

Uygulama hatalar1 nedeniyle her
zaman beklenen sonug
alinmayabilir.

2.2. Ephestia kuehniella ZELLER, 1879 (Akdeniz un giivesi)

Sube: Arthopoda

Alt sube: Uniramia

Sinif: Insecta (Hexapoda)

Alt simf: Pterygota (Metabola)

Takim: Lepidoptera (Giiveler ve Kelebekler)

Alt takim: Frenata (Heteronuera)
Familya: Pyralidae

Cins: Ephestia

Tiir: Ephestia kuehniella Zeller, 1879



Sekil 2.1. Ephestia kuehniella Zeller, 1879, [32].

Ephestia kuehniella Zeller, tim diinyada depolanmig tahil, un ve irmigin en énemli
zararlilarindandir (Sekil 2.1) [36]. Un giivesi, E. kuehniella 6nemli bir depo
zararhisidir ve 6zellikle nisastali tirlinlere zarar verir, dogrudan bulagsmasinin yani sira
digkilart ve larvalarin ordiigii aglar ile de triint kirletir [37-39]. Depo zararlis1 bu
tiirlerin, lilkemizde ve yaygin olarak Trakya bolgesinde depolanmis un, bugday ve

ayciceginde de yaygin olarak bulundugu bilinmektedir [39-42,43,44].

Depolanmis {iriinlerde zarar olusturan bocekler hem kalitatif hem kantitatif 6zellikler
bakimindan 6nemli kayiplar meydana getirmektedirler [45]. Lepidoptera takimindan
onemli bir tiir olan E. kuehniella pek ¢ok iirinde zarar meydana getirmektedir [46].
Un giivesinin 6zellikle larvalari birinci derecede un ve mamullerinde, ikinci derecede
tahillarda zarar meydana getirmektedir. Bu tiiriin larvalar1 6rdiikleri aglar ile unlarda
topaklanmalara neden olmakta, beslenmeleri sonucu gida maddelerini kirletmekte,
kizisma sonucu bozulma ve kokusmalarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir [45]. E.
kuehniella’nin besinler ile kiiltiire alinmasi ekoloji ve fizyolojilerinin yaninda
bunlarin farklt evrelerindeki bazi metabolik olaylarin  molekiiler diizeyde

incelenmesine de olanak saglar [47].

Disi bocekler beslendigi un ya da gidalarin {izerine 100-600 yumurta birakabilir.
Yumurtalar oval ve beyaz renklidir ve 27 °C de 2-6 giinde agilir. Yumurtalarin
ortalama biiyiikliikleri 0.57-0.30 mm’dir [48]. Larvalar krem renkte ve killarla kapli,
kil diplerinde kahverengi pigment halkalari bulunmaktadir, olgun larvalar 10-19 mm
boyunda, pupalar ise sarimsi renkte ve 9 mm boyundadir. Gelisimlerinin 40 giintinii

larva olarak gegirirler ve sonra kahverengi olurlar [48]. Larvalar olgunlasinca kiiltiir



ortaminindan ayrilip pupa i¢in uygun olan catlak, girinti gibi yerlerde kokon yani ag

orerler. Pupa evresi 8-12 giin arasindadir. Sonra ergin hale gegerler [48].

E. kuehniella’nin erginleri dumanli gri renkte ve 10-14 mm boyunda olup, 6n
kanatlar tizerinde enine zikzak bantlar bulunmakta genis, uglar1 sagaklidir ve kanat
acikligi 16-25 mm’dir (Sekil 2.2). Sicakliga ve beslenmeye bagl olarak yilda 2-6 dol
verebilirler [48]. Zarar1 un, hurma, kuru sebze, kepek, makarna ve biskiivide goriiliir.
E. kuehniella tiirlerinde giftlesme kisa siirer ve genellikle karanlikta gergeklesir.
Erkek bocekler yasami boyunca 5-8 disi ile giftlesebilirken her bir ¢iftlesme

sonucunda yumurtalarin déllenme verimi diiser [49-52].

Bu bocekler genellikle hava karardiktan sonra u¢maya baglarlar ve safak vaktine
kadar hareketlidirler. Erkeklerin hareketliliginde safak vaktinden hemen sonra bir
artig goriliir [53]. Disileri un ya da diger tozlar cezbeder [54]. Bu zararlinin seksenin
tizerinde dogal diismani vardir. Bu nedenle biyolojik miicadelesi miimkiindiir. En
etkili diismanlar1 parazitlerdir. E. kuehniella’nin yumurta, larva ve pupa paraziti
bulunmaktadir [55].

1.1 cm

Sekil 2.2. Ergin E. kuehniella [32].

Entomolojide radyasyonla ilgili son 50 yilda yapilan caligmalar incelendiginde
radyasyona en dayanikli bocek takimimin Lepidoptera oldugu goriilmektedir [56].
Lepidopterlerin  kromozomlar1 ¢ok kiigiik, kiiresel, ¢ok sayida ve belirli bir
sentromerik yapiya sahip degildirler. Buna ragmen metafaz asamasinda kardes
kromatitler diizgiin bir sekilde dizilirler ve diger jenerasyonlara diizgiin bir sekilde

aktarilirlar. Lepidopterler bu ozellikleriyle holokinetik kromozomlari olan bir tiir



olarak tanimlanmakta ve onlarin yiiksek radyasyon direncinin sebebinin

kromozomlariin bu 6zelliginden ileri geldigi distiniilmektedir [57].

2.3. Oksidatif Stres

Tiim canlilar i¢in hayati 6nemi olan oksijen, hiicre i¢in gerekli olan enerji iiretiminde
kullanilir. Enerji tretiminin dogal bir yan {irlinii olan serbest oksijen radikalleri
reaktif ve potansiyel olarak yiiksek diizeyde zararli maddelerdir [58]. Hiicreler,
serbest radikallerin zararl etkilerinden korunmak i¢in antioksidan iiretirler. Serbest
radikallerin olusumlar1 ve bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize edilmeleri
arasinda bir denge vardir. Bu denge sayesinde hiicreler serbest radikallerin olumsuz
etkilerinden zarar gérmez. Bu dengenin serbest radikaller lehinde bozulmasi halinde
hiicrede serbest radikaller artar. Serbest radikallerin hiicredeki bu artisina ve hiicre
fonksiyonlar: {izerinde yapmis oldugu olumsuz etkiye oksidatif stres denir [59].
Oksidatif stres, canli organizmadaki prooksidan/antioksidan sistemin dengesinin
bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Mitokondriyal elektron tasmimi ya da bazi
norotransmitterlerin (norepinefrin, dopamin gibi) otooksidasyonu sonucundaki
oksidan olusumunu ve doku hasarmi tetiklemektedir. Oksidatif stres temel olarak

sliperoksit ve nitrik oksit tiretimine dayanmaktadir [60].

2.4. Antioksidanlar

Serbest radikaller, iizerinde elektron fazlaligi veya eksikligi nedeniyle yiiklii olan
kimyasal olarak aktif atom veya molekiillerdir. Serbest radikallerin en onemlileri
ozellikle reaktif tiir oksijen icerenlerdir. Bunlar; hidrojen peroksit, alkoksit ve ozon
gibi eslesmemis elektronu bulunmayan oksijen tiirevleri ile hidroksil, peroksil, azot
oksit, azot trioksit ve siiperoksit radikallerini icerir. Iste bu serbest radikalleri ortadan
kaldiran, oksidasyonunu engelleyen ya da oksidasyon reaksiyonunun gecikmesine
neden olan maddelere antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir [61].
Yani antioksidanlar, serbest oksijen radikallerini etkisiz hale getirip, reaksiyonlari
yavaslatip, sonlandirp ya da serbest oksijen radikallerinin olumsuz etkilerini

azaltmaya caligirlar [62].

Canli organizmada normal metabolizma sirasinda ya da patolojik yolla ortaya ¢ikan

serbest radikaller ve buna kars1 koruyucu sistem olan antioksidan savunma sistemi



arasindaki dengenin serbest radikaller lehine kaymasi oksidatif stres olarak
adlandirilir. Normal fizyolojik sartlarda serbest radikal iirlinleri antioksidan sistemler
tarafindan dengelenir. Bu antioksidan molekiiller serbest oksijen radikallerinin
temizlenmesinde ve dolayisiyla oksidatif hasarin 6nlenmesinde olduk¢a onemlidirler
[35].

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin viicutta bircok savunma mekanizmasi gelismistir. Bunlar antioksidan savuna
sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak bilinirler. Antioksidanlar, peroksidasyon
zincir reaksiyonunu engelleyerek, reaktif oksijen tilirlerini toplayarak lipid

peroksidasyonunu inhibe ederler [63].

Hiicreler oksidatif hasara kars1 enzimatik ve enzimatik olmayan antoksidan sistem ve
molekiillerle korunurlar. Hiicresel seviyede etkili olan enzimatik sistemler iginde
biricil olan antioksidan enzimler arasinda SOD, CAT, GPx, GST enzimatik olmayan

antioksidanlara ise vitamen E, vitamin C ve glutatyon 6rnek olarak verilebilir [35].

SOD, siiperoksidin hidrojen perokside dismutasyonunu katalize eden bir enzimdir.
Stiperoksid radikallerinin dismutasyonu ile ya da direkt olarak olusan hidrojen
peroksit ise GPx ve CAT enzimleri tarafindan suya doniistiirilerek detoksifiye edilir
[64].

2.5.DNA Hasan

Dogada canlilar yasamlar siiresince pek ¢ok biyotik ve abiyotik stres etmeniyle karsi
karsiya kalmaktadirlar. Bu stres etmenleriyle miicadelede ¢esitli kimyasallar,
ozellikle pestisitler, kullanim kolayliklar1 ve etkilerinin kisa siirede ortaya ¢ikmasi
gibi nedenlerden dolay1 tercih edilmektedirler. Artan bu pestisit kullanimina bagh
olarak hem hedef organizma hem de hedef olmayan farkli canlilar iizerinde
fizyolojik, biyokimyasal, morfolojik ve molekiiler olarak tespit edilebilen farkl
toksik etkiler olusabilmektedir [65]. Gama 1sinlar1 gibi iyonize 1sinlarin
mikroorganizmalar {izerindeki etkileri hiicre igerisine giren 1smlarin atomlardan
elektron uzaklastirarak iyonize molekiiller olusturmasi ile gergeklestirilir. Bunun
sonucu hiicre DNA’st ve membranin fonksiyonlarinda 6nemli dl¢iide degisimler

olusur ve serbest radikaller meydana gelir. Serbest radikallerin reaktiviteleri de
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ikincil degisimlere yol acar. DNA hasar1 ve hasar derecesinin belirlenmesi
genotoksik etkilerin ortaya konmasi ag¢isindan Onemlidir. Simdiye kadar DNA
hasarimin belirlenmesi ile ilgili ¢ok sayida teknik kullanilmig, bunlarin bir¢ogunun
pahali ve uzun ¢alisma siiresi gerektirmesi ve kimi zaman da bir¢ok laboratuvar veya
tiniversitenin sahip olmadig1 radyoaktif calismalari igermesi ve hatta calisma
sonunda beklenen basarmin elde edilememesi bu alanda ¢alisma yapilmasinm
giiclestirmistir [32,66]. Ancak, son yillarda tip ve biyoloji alanlarinda belirtilen
sorunlara cevap verebilecek “Komet Testi” veya “Tek Tip Hiicre Jel Elektroforezi”
adinda giderek daha fazla kabul géren yeni bir molekiiler test sistemi gelistirilmistir.
Glinimiizde komet testinin, yaslanma, genetik toksikoloji ve molekiiler

epidemiyoloji gibi pek ¢ok alanda uygulamalar1 vardir [67].
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Sekil 2.3: DNA hasar1 ve hiicresel yanit [67].

240-400 nm dalga boyunda olan UV 1sinlar1t DNA iizerinde iki tip

hasar olusturabilir.

- Pirimidin dimerlerinin olusumu: UV i1sinlarina maruz kalan DNA’ da komsu
pirimidinler arasinda kovalent baglar olusur. En c¢ok siklobiitan pirimidin dimerleri

olugsmaktadir [68].
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- DNA c¢apraz baglan ve zincir kiriklari: UV radyasyon DNA-protein ve daha az
olmak tizere DNA-DNA c¢apraz baglarinin olusumuna neden olur [58,69]. Ayrica
UV’ye maruz kalan DNA’da zincir kiriklar1 olustugu bilinmektedir [68].

2.5.1. DNA Hasarina Hiicre Yaniti

Hiicrede DNA hasar1 meydana geldiginde dort onemli yanit olusur [69].

1- DNA hasar kontrol noktalarinin aktivasyonu ile hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin
engellenmesi, bu sekilde hasarli genetik materyalin onarimina imkan saglanmasi ve

hasarli kromozomlarin genetik gecisinin 6nlenmesi,

2- Hasarli DNA’nin ¢ikarilarak DNA ¢ift zincirinin dogru bir sekilde yeniden

yapilandirilmasi (DNA onarimi),

3- Hiicredeki bazi genlerin transkripsiyon diizeylerinin hiicrenin yararina olacak

sekilde degismesi (transkripsiyonel cevap),

4- Ciddi olarak hasar gérmiis hiicrelerin 6liimii (programli hiicre 6limii, apoptoz)

(Sekil 2.3.).

2.6. Komet Analizi Ve DNA Hasarmin Belirlenmesi

Hiicrelerde DNA hasart ilk kez 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan
belirlendi. Daha sonra bu teknik gelistirilerek hiicrelerde DNA hasar tespitinin
hassasiyetini arttirmak i¢in Ostling ve Johanson tarafindan elektroforez basamagi
eklendi. Bu yontemin gelistirilmesi i¢in atilan 6nemli son adim da sadece ¢ift sarmal
kiriklar1 degil tek sarmal kiriklarinin da anlasilmasi i¢in nétral degil alkali kosullarda
islemin yapilmasi idi. Bu nedenle 1988 yilinda Singh ve ark. yiiksek alkali ortamda
(pH >13) yontemi uygulamislardir. Bugiin hala Singh ve ark.’nin gelistirmis oldugu,
hem tek hem de g¢ift zincir kiriklarinin anlasilmasini  saglayan metod
kullanilmaktadir. Tek hiicreli jel elektroforezi veya diger adiyla “Komet Testi”
teknigi hiicre diizeyinde DNA hasarin1 saptamak ve derecesini belirlemek igin
uygulanan hizli ve hassas bir floresan mikroskobik yontemdir [70]. Yaslanma,
molekiiler epidemiyoloji, klinik ve genetik toksikoloji alanlarin da 6nemli

uygulamalar1 olan ‘‘Komet Testi’’ son yillarda giderek artan bir siklikta apoptoz,
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oksidatif stres antioksidan caligmalarinda da yer almistir [67]. Mikroskop lami
tizerindeki agaroz jel i¢cine gomiilen hiicreler, zarlarin pargalanip ¢ekirdekte bulunan
stipersarmal DNA’nin serbestlesmesi igin lizis islemine tabi tutulur. Alkali ortamda
stipersarmal yap1 gevser, agilir ve kiriklar ortaya ¢iktiktan sonra elektroforez etkisi
ile kirilmig DNA zincirleri anoda dogru go¢ edip kuyruklu yildiz goriintiisii
olusturur. Lizis basamagindan sonra ilave kiriklar olusmamasi igin islemler miimkiin

oldugunca karanlik ortamda gergeklestirilir [71].

2.6.1¢°Komet Testi’’ basamaklar
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Sekil 2.4: Komet testinin genel asamalar1 [71].

2.6.1.1. Hiicrelerin hazirlanmasi: Kiiltiire edilmis hiicreler, tam kan Ornekleri,
kemik iligi, doku 6rnekleri, sperm hiicreleri materyal olarak kullanilabilir. Tam kan
orneklerinde DNA hasar ¢alismasinda heparinize kan kiiltiir ortamina alinir, diigiik

erime noktal1 agaroz ile karistirilarak kullanilir. Kan 6rneklerinde hiicre fraksiyonlari
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histopak ile izole edildikten sonra kullanilir. Doku kiiltiirlerinde tampon ¢ozelti
kullanilarak DNA’nin izolasyonu gerceklestirilir. Fibroblast ve doku 6rneklerinde ise
tripsin-EDTA ile muamele edilerek Once proteinler uzaklastirilir. Semen
orneklerinde semen igeriginden hiicreler izole edilir. Bu tip 6n islemlerle serbestlesen

hiicreler agaroz jel ile kaplama yapilmis lamlar iizerine uygulanirlar [72].

2.6.1.2. Hiicrelerin jele gomiilmesi: Hiicreler hazirlanmadan 6nce normal erime
noktali agaroz jel mikroskop lamlarina tamamen yayilir. Diisiik erime noktali agaroz
jel iginde siispanse edilmis hiicreler kaplama yapilmis olan lamlarin iizerine yayilir.

Yaklasik 10.000 hiicre ile islemin gergeklestirilmesi en idealidir [72].

2.6.1.3. Lizis: Agaroz jel donduktan sonra yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan
iceren lizis c¢ozeltisinde bekletilir. Lizis islemi sirasinda membranlar pargalanir ve

hiicre igerigi ¢ekirdekten uzaklastirilir [72].

2.6.1.4. Alkali ortamda DNA siipersarmal yapisimin ¢oziilmesi: Hazirlanmis olan
preparatlar ¢ift sarmal DNA yapisinin agilmasi i¢in elektroforez dncesinde yiiksek
alkali ozellikteki (pH>13) elektroforez tamponunda inkiibe edilir. Alkali tampon
igersinde ¢ekirdekteki ¢ift sarmal DNA, zincir kiriklarimin bulundugu noktalardan
acilmaya baslar. Islem siiresi hiicre tipine gore degismekle birlikte genellikle 5-20 dk

olarak uygulanmaktadir [72].

2.6.1.5. Elektroforez: Alkali ortamda DNA sarmalinin a¢ilmasindan sonra, jel
icinde olusan tek zincir DNA alkali kosullarda elektroforeze tabi tutularak komet
olusumu saglanir. Elektrik akim1 uygulandigi zaman, anoda dogru hareket eden DNA
pargalar bir kuyruklu yildiz goriintiisii verir. Hasarsiz DNA ise ¢ekirdekten ¢ikamaz.
Spot seklinde goriiliir. Elektroforez 24 V, 300 mA akim ve yine hiicre tipine gore 14-
20 dk siire i¢inde gerceklestirilir [72].

2.6.1.6. Yikama: Alkali ortamda elektroforezden sonra, jel pH’sinin nétralizasyonu
ve elektroforez tampon ¢ozeltisinden arindirmak amaciyla 5 dk distile su ile yikanir.

Yikama isleminden sonra lamlarin boyanma islemine gegilir [72].

2.6.1.7. DNA’nin boyanmasi: ‘‘Komet’’in goriintiilenmesi i¢in floresan boya ve

uygun biiyiitme segcilir. Isaretleme igin en ¢ok kullamlan floresan boya etidyum
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bromiddir. Boyama sonrasinda floresan mikroskobunda anoda dogru go¢ eden DNA
fragmentleri kuyruklu yildiz goriintiisii verir, hasarsiz DNA ise yuvarlagimsi bir
sekilde gortliir [72].

2.6.1.8. Komet goriintiilerinin sayilmasi ve DNA hasarmmin belirlenmesi:
Giivenilir sonuglar elde edebilmek i¢in degerlendirme deneyimli bir Kisi tarafindan

yapilmalidir.*‘Komet’’lerin sayilmasinda iki farkli yol izlenebilir:

a) Gorsel analiz: Gorsel degerlendirmeye gore ‘‘komet’’ler DNA go¢ uzunluguna
gore 3 kategoride tanimlanir. Siniflandirma ‘‘komet”’lerin goriiniimiine gore soyle
tanimlanir: Parlak basli objeler ve goriinmeyen kuyruklar O kategorisine girer
(kuyruksuz yuvarlak seklindeki goriintiiler), ¢ok kii¢iikk basli kometler ve uzun
daginik kuyruklar 2. kategoriye girer, 0-2 Kategorileri arasinda yer alan ‘‘komet’’ler
kolaylikla ayirt edilebilecek sekilde yer alir. Sayim islemi i¢in her lamdan rastgele
100 “‘komet’” segilir ve her birine ig¢inde bulunduklar1 kategoriye gore bir deger

verilir.

b) Bilgisayarh goriintii analizi: Mikroskop ile baglantili olan kamera sistemi ile
“‘komet’’lerin goriintiileri tespit edilir. Bu islem i¢in iiretilen yazilimlar ile otomatik
degerlendirme yapilir. Programlar kuyruk uzunlugu, bas ve kuyruktaki floresans
yiizdesi, kuyruk momenti gibi ¢esitli parametreleri belirleyebilecek sekilde

tasarlanmistir [29].
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Ephestia Kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera:Pralidae) Kiiltiirlerinin
Kurulmasi

E. kuehniella stok kiiltiiri Adana Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii’nden temin
edilmistir. 3-3,5 litrelik plastik kaplarda %5 maya, 1 kg bugday unu ve 30 gr bugday
tohumundan olusan karigimda yetistirilmistir [73]. Bu karisim igerisine birakilan
yumurtalar 27+2 °C ve % 70+5 bagil neme ayarli iklimlendirme kabinlerinde, 14 saat
karanlik evre 10 saat aydinlik evre periyotlarinda yetistirilmistir. Olusan larvalar
ergin hale geldiginde (35-40 giin) vakum pompasi adi verilen toplama aleti ile
toplanip yumurtlama kaplarina alinmistir. Yumurtlama kaplar1 plastik kavanozlarin
altlar1 kesilip yumurtanin gegebilecegi biiyiiklikkte gozenekleri olan tiil ile
yapistirilmig, kapak kismi ise 5 cm capinda kesilip yine ayni tiil gegirilmis
malzemedir. Buraya alinan erginlerin yumurtlamas: ile kiiltiirin devamliligi

saglanmistir.

Sekil 3.1. E. kuehniella nin yetisme kaplari, [32].

3.2. Ephestia Kuehniella Larvalarimn UV Radyasyona Maruz Birakilmasi

1-2 giinliik E. kuehniella larvalarindan,
365 nm’de 15, 30, 45, ve 60 dk i¢in 10’ar adet se¢ilip petri kabina alindi.
254 nm’de 15, 30, 45, ve 60 dk i¢in 10’ar adet secilip petri kabina alindi.



Bu larvalara ayn1 ortam kosullarinda farkli dalga boylar1 uygulandi. 254 ve 365 nm
dalga boylar1 Azizoglu ve ark., (2011)’1na gore segilmistir [5]. Her bir parametre igin

uygulamalar 6 kez tekrar edildi.

3.3. Tek Hiicre Siispansiyonunun Hazirlanmasi
3.3.1. Larvalarin Hazirlanmasi

Larvalar nester ile 1 gr’lik ince dilimlere ayrildi. 5 ml’lik soguk fosfat tamponu
(FTT) behere aktarild1 ve 500 devirde 1 dk siireyle karistirildi. Siispansiyon dnce
500 upl daha sonra 200 upl bir bez ile siizildi ve 5 dk (+4°C) buzdolabinda
dinlendirildi [74].

3.3.2. Lamlarin Kaplanmasi

Hiicrelerin lama daha iyi tutulmasini saglamak ic¢in lam bir gece 6ncesinden ince bir
agaroz jel (% 0,5 lik) ile kaplanip buzlabinda (+4°C) bekletildi. Siipernatant, hiicre
stispansiyonu olarak kullanildi. Hiicre siispansiyonu 100 ml’lik diisiik erime noktalt
agaroz ile (FTT iginde % 0.8) ile karistirildi. Bu karisimin 100 pl’si kaplanmis
lamlara yayilip hava kabarcigi olmayacak sekilde lamel ile kapatildi. Hiicre
slispansiyonunu yaydigimiz lamlar donmasi amaci ile 20 dk siireyle buzdolabinda

bekletildi. Daha sonra lamel dikkatlice lamdan ayirildi [74].

3.3.3.Lizis

Kapli lamellerimiz boyama kaplarina dizildi ve 2-9 dk boyunca (0.045M TBE,
pH:8.4, %2.5 SDS) lizis tamponu igerisinde bekletildi. Buradan alinan lamlar 2 dk
elektroforez ¢ozeltisi icerisinde bekletildi [74].

3.3.4. Elektroforez

Alman preperatlar elektroforez tankina rodajli kisim katota bakacak sekilde,
aralarinda bosluk birakilmadan dizildi. 25 V da 4 dk siireyle akim uygulandi. Akim
kesildikten sonra dikkatlice ¢ikarilan lamlar noétralizasyonu saglamak maksadi ile
suya alind1 ve 2-5 dk distile edilmis suda bekletildi. Ardindan kurumaya birakildi
[74].
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3.3.5. Boyama

Boyama ¢ozeltisi olan 100 mg ethidium bromide 100 ml distile su eklenerek %1°lik
stok hazirlandi. Boyama esnasinda stok ¢ozeltisinden 70 pul alinarak her bir preparat
ayr1 ayrt boyandi. Boyanin her yere dagilmasi ve goriintiiniin netligi amaciyla
preparatlarimiz lamel ile kapatildi ve goriintiillemeye hazir hale gelen preparatlar

floresan mikroskopta goriintiilenmeye alind1 [74].

3.3.6. Goriintiileme ve Komet sayimi

Ayni sartlarda hazirlanan preparatlar floresan mikroskop (BS 200 Prop, floresanli)
kullanilarak dijital renkli video kamera ile 40x biiyiitme ile incelendi. Goz ile
degerlendirilen hiicrelerde, herbir slayt i¢cin yaklasik 100 hiicre rastgele se¢ildi ve
goriintli analiz sistemi (BAB Goriintilleme Sistemi, Ankara, Tiirkiye) kullanilarak

incelendi [74].

3.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii

3.4.1. Doku Toplama

MDA igerigi ve antioksidan enzim aktivitelerini belirlemek i¢in on adet larva
kullanildi. Larvalar, 5 dakika boyunca buz tizerinde donduruldu ve etanol ile sterilize
edildi. Sonra bunlar kesildi ve soguk homojenizasyon tampon maddesi (pH 7.4) ile
doldurulmus eppendorf tiiplerin i¢ine toplandi ve -80 ° C'de depolandi. Kullanmadan

once doku ¢oziilene kadar tiipler oda sicakliginda tutuldu.

3.4.2. Ornek Hazirlama

Larvalarin o6zleri 4 °C'de bir homojenizator (IKA T-18 temel Ultra Turrax
homojenlestirici) ile ve daha sonra santrifiijde (Niive NF8OOR) 4 °C'de 15 dk’da
santrifiij edildi. Daha sonra siipernatantlar analiz icin toplandi. Siipernatanlar 4
°C’de SOD ve CAT deneyleri i¢in 1000 g’da, GST ve GPx icin 16,000 g’da ve
MDA i¢in 4000 g’da santrifiij edildi. Antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA
seviyeleri spektrofotometre (Shimadzu UV 1800, Kyoto, Japonya) kullanilarak
orneklerin absorbansinin dlglilmesiyle belirlendi. Protein konsantrasyonu Lowry ve
ark., (1951)’e gore tespit edildi [75].
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3.4.3.Malondialdehit (MDA) Aktivite Tayini

Stipernatantlar MDA miktarmin tayini i¢in 10 dk. 4.000 g’de santrifiij edildi. MDA
diizeyi Ohkawa ve ark., (1979) tarafindan tarif edilen tiyobarbitiirik asit (TBA) testi
kullanilarak analiz edildi [76]. Absorbans 532 nm'de 6lgiildii. MDA seviyesi nmol /

mg protein olarak tanimlanmali.

3.4.4. Siiperoksit dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

SOD enzim aktivite tayini i¢in Marklund ve Marklund’un metodu kullanildt [77].
Kiivetlere Tris-EDTA tamponu ve farkli hacimlerde siipernatant eklenip iizerlerine
enzim kaynagi ilave edilerek bu karisimlara pyrogallol konuldu ve
spektrofotometrede 440 nm’de absorbans ol¢iimii yapildi. Hesaplamalar yapildiktan

sonra aktivite U/mg protein olarak verildi.

3.4.5. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

CAT enzim aktivitesinin tayini i¢in siipernatantlar 4 °C’de 10 dk. 1000 g’de santrifijj
edildi. Aktivite tayini Aebi tarafindan ortaya konulan metot ile gergeklestirildi [78].
Peroksizomlardaki CAT’1 agiga ¢ikarmak amaci ile silipernatantlara Triton X-100
ilave edildi, daha sonra H,O, eklenerek absorbans 240 nm’de ol¢iildi.

Hesaplamalarin ardindan enzim aktivitesi mmol/mg protein olarak verildi.

3.4.6. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivite Tayini

GPx enzim aktivitesinin tayini i¢in siipernatantlar 4 °C’de 20 dk. 16.000 g’de
santrifiij edildi. GPx aktivitesinin belirlenmesinde Paglia ve Valentine’in metodu
uygulandi [79]. Bu yontem, GR’nin 340 nm’de NADPH’1 (nikotinamid-adenin-
diniikleotid hidrojen fosfat) okside etmesi ile olusan absorbansin 6lgiilmesi
prensibine dayanmaktadir. NADPH’in NADP (Nikotinamid-adenin-diniikleotid
fosfat)’a yiikseltgenmesi 340 nm’de absorbansin azalmasina sebep olur, boylece
dolayli olarak GPx’in aktivitesinin tespitinde kullanilmaktadir. Bu karisimin iizerine
H,O, eklenerek enzimatik reaksiyon baslatildi ve 3 dk. boyunca 340 nm’de azalan

absorbanslar okundu. Enzimin spesifik aktivitesi nmol/mg protein olarak verildi.
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3.4.7. Glutatyon-S-transferaz (GST) Aktivite Tayini

GST enzim aktivitesinin tayini i¢in siipernatantlar 4 °C’de 20 dk. 16.000 g’de
santrifiij edildi. GST aktivitesinin belirlenmesinde Habig ve ark’nin metodu
kullanildi [80]. Enzim aktivitesi tayini 340 nm’de, GST enzimi tarafindan CDNB (1-
chloro-2,4-dinitrobenzen), indirgenmis GSH (glutatyon) ile konjuge edilerek GSH’1n
oksidasyonuna bagli olarak yapildi. Yapilan hesaplamalarin sonrasinda aktivite

umol/mg protein olarak verildi.

3.5. Verilerin Degerlendirilmesi

E. kuehniella larvalari iizerinde yapilan bu calisgmada, doz artis1 ve siireye bagl
olarak, MDA diizeylerinde artis meydana gelirken, SOD, CAT, GPx ve GST
aktivitelerinde azalma meydana geldigi goriilmiistiir. Degerler tek yonlii degisken
analizi kullanilarak hesaplandi ve hesaplamada Tukey coklu karsilastirma islemi
izlendi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Veriler E. kuehniella
larvalarina karst UV igmlarmin LT50 ve LT99 degerleri degerlendirmek i¢in ayni

istatistik programu ile probit analizine tabi tutulmustur [5].
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4. BULGULAR
4.1. UV Radyasyon’un Malondialdehit Diizeyi Ve Enzim Aktivitelerine Etkisi

MDA aktivitesi 254 nm UV’de kontrol ve uygulama gruplarinda maruziyet stiresi
artiginda MDA seviyesi artmistir. 365 nm UV’de ise 15 ve 30. dakikalarda MDA
seviyesinde artis az iken, 45 ve 60. dakikalarda MDA seviyesindeki artis daha
fazladir. 254 nm UV ve 365 nm UV ile kiyaslandiginda 254 nm UV’de MDA
seviyesinde 365 nm UV’ye gore daha fazla artis gostermistir. (Sekil.4.1.).
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Sekil.4.1. E. kuehniella larvalarmin MDA diizeyinde 254 ve 365 nm UV
radyasyonunun etkisi. a) Kontrol ve diger gruplarin karsilastiriimasi: b) 15. dk ve
diger gruplarin karsilastirilmasi. ¢) 30. dk ve diger gruplarin karsilastirilmasi. d) 45.

dk ve diger gruplarin karsilastirilmast.

4.2. UV Radyasyon’un Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesine Etkisi

SOD enzim aktivitesi 254 nm UV’de maruziyet siiresi arttik¢a bir azalma meydana
gelirken, 365 nm UV’de 45. dkdan sonra azalma orani artmistir. 254 nm UV ve 365
nm UV karsilagtirildiginda 254 nm UV’de SOD enzim aktivitesinde 365 nm UV’ye

gore daha anlamli bir azalma goriilmektedir (Sekil.4.2.).
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Sekil 4.2. E. kuehniella larvalarinin SOD enzim aktivitesi lizerine 254 ve 365 nm UV
radyasyonunun etkisi. a) Kontrol ve diger gruplarin karsilastirilmasi. b) 15. dk ve
diger gruplarin karsilastirilmasi. ¢) 30. dk ve diger gruplarin karsilagtirilmasi. d) 45.

dk ve diger gruplarin karsilagtirilmasi.

4.3. UV Radyasyon’un Katalaz Enzim Aktivitesine Etkisi

CAT enzim aktivitesi 254 nm ve 365 nm UV’de maruziyet siiresi arttikca CAT
enzim aktivitesinde azalma meydana geldigi gozlemlenmistir. 254 nm UV ve 365 nm
UV Kkarsilastirildiginda, 254 nm UV’de CAT enzim aktivitesinde 365 nm UV’ye

gore daha anlamli bir azalma goriilmektedir (Sekil.4.3.).
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Sekil 4.3. E. kuehniella larvalarinin CAT enzim aktivitesi lizerindeki 254 ve 365 nm

UV radyasyonunun etkisi. a) Kontrol ve diger gruplarin karsilastirilmasi b) 15. dk ve
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diger gruplarin karsilastirilmasi. c) 30. dk ve diger gruplarin karsilagtirilmasi. d) 45.

dk ve diger gruplarin karsilastirilmasi.

4.4. UV Radyasyon’un Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesine Etkisi

GPx enzim aktivitesi 254 nm ve 365 nm UV’de maruziyet siiresi arttikca GPx enzim
aktivitesinde azalma meydana geldigi gézlemlenmistir. 254 nm UV ve 365 nm UV
karsilastirildiginda 254 nm UV’de diizenli bir azalma meydana gelirken, 365 nm
UV’de 45. dkdan sonra azalma daha fazla olmustur (Sekil.4.4.).
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Sekil 4.4. E. kuehniella larvalarinin GPx enzim aktivitesi tizerine 254 ve 365 nm UV
radyasyon etkisi. a) Kontrol ve diger gruplarin karsilagtirtlmasi. b) 15 dk ve diger
gruplarin karsilastirilmasi. ¢) 30 dk ve diger gruplarin karsilastirilmasi. d) 45 dk ve

diger gruplarin karsilastirilmasi.

4.5. UV Radyasyon’un Glutatyon-S-Transferaz Enzim Aktivitesine Etkisi

GST enzim aktivitesi 254 nm ve 365 nm UV’de maruziyet siiresi arttikga GST
enzim aktivitesinde azalma meydana geldigi gézlemlenmistir. 254 nm ve 365 nm UV
kiyaslandiginda ise 254 nm UV’deki GST enzim aktivitesinde 365 nm UV’ye gore

daha anlamli bir azalma goriilmektedir (Sekil.4.5.)
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Sekil 4.5. E. kuehniella larvalarinin GST enzim aktivitesi tizerindeki 254 ve 365 hm
UV radyasyonunun etkisi. a) Kontrol ve diger gruplarin karsilastirilmasi. b) 15. dk ve
diger gruplarin karsilastirilmasi. ¢) 30. dk ve diger gruplarin karsilastirilmasi d) 45.

dk ve diger gruplarin karsilagtirilmasi.

4.6. Oliim Oranlar

254 nm UV’de LTsg (Min) degeri 25,19 iken 365 nm UV’de 42,70 dir. Ayn1 sekilde
kisa dalga (254 nm) ve uzun dalga (365 nm) LTgg (min) degerleride sirasiyla 76,18
ve 99,21 olarak hesaplanmistir. Burada 365 nm UV LTsg (min) ‘ye kiyasla LTgg
(min) degerlerindeki artis yiizdesi 254 nm UV dekinden daha fazladir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. E. kuehniella larvalarinin 254 nm ve 365 nm UV radyasyona maruz
kaldiklarinda LTso ve LTog degerleri.

UV kaynag | LTso (Mmin) | LTgg (Min) | Df Chi-square | P
254 nm 25.19 76.18 3 5.39 0.146

42.70 99.21 3 19.91 0.000
365 nm
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254 nm ve 365 nm UV’de maruziyet siiresi arttik¢a 6liim yiizdeleri artmistir. Ancak
15. ve 30. dakikalarda o©lim yiizdelerindeki artis fazla olmazken 45 ve 60.
dakikalarda oliim yiizdelerindeki artis oldukga fazladir. 365 nm UV deki 6lim
yiizdeleri 254 nm UV ye gore anlamli sekilde fazladir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. E. kuehniella larvalarinin 6liim oranina 254 ve 365 nm UV radyasyonunun
etkisi. a) Kontrol ve diger gruplarin karsilagtirilmasi. b) 15 dakikanin ve diger
gruplarin karsilastirilmasi. ¢) 30 dakikanin ve diger gruplarin karsilastirilmasi. d) 45

dakikanin ve diger gruplarin karsilagtirilmasi.

4.7. Komet Testi Bulgulan

Komet tahlil sonuglarina goére maruziyet siiresinin artmasi ile 254 nm UV’de DNA
kuyruk yiizdesi, kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu artmistir. 254 nm UV’de DNA
kuyruk yiizdesi 60. dk. da uyarilmisken 365 nm UV’de 45. ve 60. dk’larda uyarilma
gorilmiistiir. DNA hasar derecesi 254 nm UV’de 60. dk 365 nm UV’deki hasar daha
fazladir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. UV radyasyona maruz birakilan E. kuehniella larvalarinin komet ve
kontrol grubu goriintiileri ; (a) kontrol ,(b-c) 15 dk. ,(d-e) 30 dk. ,(f-g) 45 dk. ,(h-i) 60

dk. maruziyet siireleri i¢in sirasiyla kisa dalga (254 nm) ve uzun dalga (365 nm)

boylarindaki DNA hasarlarin1 gostermektedir.
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Tablo 4.2. Farkli dalga boylari ve siirelerde uygulanan UV’ nin kuyruk DNA
yiizdesi ,kuyruk uzunlugu ,kuyruk momenti {izerine olan etkisi.

Farkh 1smlama siireleri ve UV | Kuyruk Kuyruk Kuyruk
dalgaboyu DNA% uzunlugu momenti
Kontrol 51.90+0.28 11+0.70 5.71%1.17
15 dk 69.0+0.38° 16.00+1.20 11.72+1.35
254 nm 30 dk 80.13+1.95% 21.84+2.35% | 17.543.12%
45 dk 84.91+1.93% 31.55+1.75% | 26.79+3.45%
60 dk 94.55+£3.28%¢ | 91.75+1.68% | 86.75+4.96™
15 dk 64.86+1.08 11.65+2.74 7.56+2.03
365 nm 30 dk 64.95+0.75 19.61+2.35 12.19+2.64
45 dk 82.72+4.01%° | 26.7+1.12®° | 22.08+3.75®
60 dk 93.30+3.03% | 80.46+8.05% | 76.87+9.09%°
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Sekil 4.8. Ephestia kuehniella larvalarinin 254 nm ve 365 nm UV’de farkli maruz
kalma zamanlarinda komet kuyruk DNA'siin degisiklik yiizdesi (15. dk., 30. dk.,
45. dk., 60. dk.).
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Sekil.4.9. Ephestia kuehniella larvalarinda 254 ve 365 nm UV ‘de farkli maruz kalma
zamanlarindaki komet kuyruk uzunlugu degisiklikleri (15. dk., 30. dk., 45. dk., 60.
dk.)

28



100
90 -
80 1
70 A

60 -
50 A
40 -

——254 nm
—8—365nm

30 -
20 A
10 -

Kuyruk Momenti

Kontrol 15 dk 30 dk 45 dk 60 dk
Maruziyet suresi

Sekil.4.10. Ephestia kuehniella larvalarinda 254 ve 365 nm UV de farkli maruz
kalma zamanlarindaki kuyruk momenti degisiklikleri (15. dk., 30. dk., 45. dk., 60.
dk.).

29



5. TARTISMA VE SONUC

UV radyasyon, sitotoksik ve mutajenik etkilerinin yani1 sira DNA’da dolayl olarak
hasara neden olabilir [79]. Hasarat kontroli olarak kullanildiginda UV radyasyonun
avantajlar1 vardir. Avantajlarindan bazilar1 gidalarda istenmeyen kalintilarin
olmamasi, kimyasal ozelliklerde ya da gidalarin besleyici degerlerinde ¢ok kiigiik
degisikler ve haserelerin direncinin gelismemesi sayilabilir [80-81]. UV radyasyonun
yumurta koryonuna zarar verdigini ve yumurta sivi sizintisini indiikledigini
gostermistir. Guerra ve ark., (1968) Heliothis Virescens (Fabricius), 1777 ve
Heliothis zea (Boddie), 1850 (Lepidoptera: Noctuidae) yumurtalarii 254 nm UV
radyasyonuna maruz birakmis ve siireyi artirdik¢ca 6liim oraninin da belirgin 6lgiide
arttigin1  belirtmistir [67]. Bu calismalar1 destekleyen sonuglara gore, Tribolium
castaneum (Herbst), T. confusum Jacquelin du Val, 1863 (Coleoptera:
Tenebrionidae) ve Cadra cautella (Walker), 1863 (Lepidoptera: Pyralidae)
yumurtalart kisa dalga boylu UV radyasyona maruz birakildiginda da o6liim

oranlarinin arttig1 tespit edilmistir [16].

Bu c¢alisma 60 dakika 254 nm UV radyasyona muamele edilen larvalarin 6lim
oraninin % 95.5, 365 nm UV radyasyonda ise 83,83% oldugunu gosterdi. Bizim
sonuglarimiz 254 nm UV radyasyonun 6liim etkisinin 365 nm UV den daha etkili
oldugunu gostermektedir. UV dalga boylar1 kisaltildiginda, bocekler iizerindeki
zararli etkisi 6nemli Sl¢iide artmigtir [82]. Bunun yaninda, artan zaman araliklarina
baglt olarak , oliim oraninin arttigi bu ¢alismada tespit edilmistir. Boceklerde UV
radyasyona maruz kalma siiresinin artmasina bagli olarak, 6liim oranlarinin arttigi

Azizoglu ve ark. (2011) tarafindan belirtilmistir [5].

UV radyasyon, LPO’ya neden olan ve DNA’ya oksidatif zarar verdigi bilinen oksijen
tirevlerini igeren serbest radikaller {iretebilir [79,83]. LPO fototoksik etkileri
olusturabilecek bir mekanizmaya sahiptir [80]. MDA ¢oklu doymamis yag asitlerinin
ana oksidasyon iriiniidiir. Bu hem LPO diizeyini belirlemek i¢in hem de oksidatif
stres belirteci olarak kullanilir [18]. Miktarca en ¢ok {iretilen aldehit olan MDA,
proteinler ve fosfolipidler gibi biyomolekiillere baglanarak ve niikleik asitlerle Schiff
bazlarini meydana getirerek hiicrelerde hasara neden olur [18]. Bu calismada,

oksidatif stresin belirteci olarak degerlendirilen MDA ile antioksidan enzim



aktivitelerindeki azalma iliskili olabilir. Antioksidan enzimler oksidatif hasara kars1
hiicrelerin 6nemli koruyucularindandir [84]. SOD ve CAT dokularda sirasiyla
oksijen ve hidrojen peroksit (H,O,) i¢inde siiperoksit radikalleri dismutasyonundan
ve H,O;’nin Kkatalize edilmesinden sorumludur [85]. GPx enzim H,0, ‘nin H,O’ya
dontigiimiinde hiicre zarinin oksidatif hasarini 6nleyebilir [84]. GST, LPO iiriinlerinin
yok edilmesiyle oksidatif hasarin Onlenmesi ile ©Onemli bir detoksifikayon
Ozelligindedir [86]. Bocek dokularinda oksidatif stres derecesini arastirmak igin
MDA diizeyi ve antioksidan enzim aktiviteleri Biiyiikgiizel & Kalender, (2009);
Biiyiikgiizel ve ark. (2010) tarafindan incelenmistir [18,85]. Antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisiklikler ROT {iretimine bagli olabilir, ROT oksidatif strese,
bocek dokularinda kontrolsiiz lipid peroksidasyonuna, protein, enzim ve DNA
oksitlenmesine yol agabilir [86,87]. ROT’un bir kismi  askorbat, glutation,
tokoferoller ve karotenoidler gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin tarafindan
ortadan kaldirilir ama ¢ogu boceklerde bir takim antioksidan enzimlerle ortadan
kalkar [88]. Antioksidan enzimlerin bastirilmis faaliyetleri larva dokusundaki lipid
peroksidasyonunda eszamanli artis, reaktif tiirlerin yetersiz nétrlestirmesinden
kaynaklanan oksidatif strese baglanmistir [89].Bu ¢alisma, E. kuehniella larvalarinda
uygulanan UV radyasyon ile MDA diizeyinde 6nemli bir artig oldugunu, SOD, CAT,

GST ve GPx aktivitelerinde azalma oldugunu gostermektedir.

Hiicrelerde DNA, UV radyasyon hasari igin bir hedef olarak bilinmektedir. Son
yillarda, bu tiir radyasyon ve ¢evresel toksinler gibi ajanlar tarafindan uyarilan DNA
hasar1 aragtirmalari komet analizi ile yapilmistir [90]. Bu nedenle, bu ¢alismada,
komet tahlili, UV i1smlarina maruz kalan E. kuehniella larvalarinin DNA hasarini
incelemek i¢in kullanilmistir. Bu hizli ve duyarli yontemde, hasarli hiicre bas ve
kuyruk bolgelerinde bir kuyruk (komet) goriiniimiinii alir. Kuyruk uzunlugu ve
yogunlugu DNA’da tek zincirli kirilma sayisin1 gosterir. Ayrica, kuyruktaki DNA
yizdesi DNA hasarina niceliksel veri temin eder [79]. Daha once yapilan
caligmalarda da komet tahlili ile UV radyasyonun etkileri gosterilmistir [12,79,90].
Bu calismada kuyruk uzunluklarinin UV radyasyonunun 254 nm’de ve artan
maruziyet siiresinde artmis oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, 365 nm 'de, bu
artig sadece, 45 dakika ve 60 dakikada goriilmiistiir. E. kuehniella larvalart dokusu

tizerinde 254 nm’nin 365 nm’den daha etkili oldugu aciktir.
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Bu ¢aligma ile, 6liim oranlarinin, MDA diizeylerinin ve kuyruk uzunluklarinin arttig
gosterilmistir. SOD, CAT, GST ve GPx aktiviteleri, E. kuehniella larvalari tizerinde
UV radyasyonunun maruz kaldig1 zamana bagli olarak azalmistir. Bu calismada
sunulan veriler, UV radyasyon oksidatif strese neden olmaktadir ve DNA hasarini
uyarmaktadir hipotezimizi desteklemektedir. Buna bagli olarak UV radyasyon
(6zellikle kisa dalga) E. kuehniella larvalar tizerinde insektisidal aktiviteye sahiptir
demek miimkiindiir. UV radyasyon, kimyasal kontrol ig¢in bir alternatif olarak
kullanilabilir. UV radyasyon kullanim1 boceklerin kontrol edilmesi i¢in kimyasallara

gore daha giivenilir ve saglikli bir yontem olabilir.
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