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Ozet

Bu calismada; X-1s11 radyasyonun farkli dozlarinin (0-200 Gy) S. nonagrioides pupalarinda
birey basina diisen toplam protein, karbonhidrat ve lipit iceriklerine etkisi arastirilmis ve
sonugta; birey basma diisen protein miktarinin kontrolde 1.38 mg iken, en fazla 150 Gy’de
2.74 mg’a; karbonhidratin 0.28 mg (kontrol)’dan 0.46 mg’a (100 Gy) ve lipit miktarini ise;
0.37 (kontrol) mg 150 Gy’de 0.75 mg’a yikseldigi kaydedilmistir. Dolayisiyla; belirtilen
molekiillerin viicut yapisinda anormal seviyede yiikselmesi bir¢ok fizyolojik anormalliklere
(hiicresel biitiinliigii bozulmasi, depo karbonhidratlarin serbest hale ge¢mesi, yapisal

proteinlerin kopmasi gibi) yol actig1 bilinmektedir.
Anahtar Kelimeler: S. nonagrioides, X-1511, Karbonhidrat, Protein, Lipit.

Research on X-ray Effects in Total Amounts Protein, Carbohydrate and Lipid of

Sesamia nonagrioides Lefebvre (Lepidoptera: Noctuidae) Pupae
Abstract

In this study investigated effects of different doses (0-200 Gy) X-ray radiation on total content
protein, carbohydrate and lipid per individual pupae of S. nonagrioides. Tests results; was
reported increases that protein was 1.38 mg in control and 2.74 mg at 150 Gy; carbohydrate
0.28 mg (control) and 0.46 mg (100 Gy); lipid 0.37 mg (control) and 0.75 mg (150 Gy) in



amount of per individual pupa. Increase in abnormal levels in the body structure is known that
lead these molecules several physiological abnormalities (such as; disruption of cellular

integrity, releasing of storage carbohydrates and breaking of structural proteins).
Keywords: S. nonagrioides, X-ray, Carbohydrate, Protein, Lipid.
1. Giris

Canlilar normal yasamini siirdiiriilebilmesi i¢in organik ve inorganik molekiillere
ihtiyag duymakta olup, ozellikle hiicrelerde yapisal ve endokrin sistemde diizenleyici gibi
birgok fonksiyonu olan protein; hiicre zarmin yapisal biitiinliigiine katkida bulunan, depo
organ ve gerektiginde enerji olarak kullanilabilen lipit ve gerek direkt gerekse depo edilerek
canlilarin enerji ihtiyacinin biliyiikk bir boliimii karsilayan karbonhidratlar canlilar i¢in en
onemli organik makro molekiillerdir. Diger canli gruplar gibi; bocekler de biiylime, gelisme
ve lireme faaliyetlerini devam ettirebilmek icin protein, karbonhidrat ve lipit gibi temel besin
maddelerine ihtiyag duymaktadirlar ve bunlart dogal kosullarda ¢esitli kaynaklardan
karsilamaktadirlar [1 - 7].

Duyulan gereksinimler bocek tiirleri ve gelisim evreleri arasinda da biiyiik farkliliklar
gosterebilmektedir. Ayn1 zamanda bir sonraki donemlerde (6rnegin; pupa ve ergin) larval
evrede depoladiklar1 besin rezervlerini de kullanabilmektedirler. Bu rezervler kisa yasam
siresine sahip bireylerde biiyiik 6l¢iide yeterli olabilmektedir [8 - 12]. Baz1 bdcek tiirlerinde
ise; Ozellikle ergin evrede seker eksikligine tolerans olmakta ve bu nedenle dogada siirekli
seker kaynaklarindan (polen, nektar, bitki 6zsular1 gibi) beslenmektedirler.

Boceklerin biiyiime ve gelismeleri i¢in protein sentezinde gerekli olan amino asitler,
bu Ozelliklerinin yaninda sinirsel iletimde, fosfolipitlerin sentezinde, enerji liretiminde ve
morfogenetik islemlerde onemli biyolojik role sahiptir [13]. Bundan dolayi; proteinlerin
besinsel degeri icerdigi nicel ve nitel amino asit igerigine bagli olarak biiylik bir degisiklik
gostermektedir ve farkli oranlardaki amino asitlerin boceklerin gelisimi iizerine olan etkileri
bircok arastirici tarafindan ayrintili bir sekilde incelenmistir [14 - 21].

Birgok bocek tiirli eseysel olgunluga ulasma ve yumurta iiretimi icin lipitlere
gereksinim duymaktadir [22 - 26]. Thtiya¢ duyulan bu lipitler, besin yoluyla alabildikleri gibi
viicutta depo edilmis protein ve karbonhidrat kaynaklarindan da sentezleyebilirler [27]. Son
yillarda yapilan ¢alismalarla, doymus ve doymamis yag asitlerinin yaninda boceklerin
sentezleyemedikleri ileri siirlilen baz1 asir1 doymamis yag asitlerini de sentezleyebildikleri

ortaya ¢ikartilmistir [28 - 31].

15



Bocekler icin karbonhidrat 6nemli bir makro molekiildiir. Viicuda alinan glikozun bir
kism1 glikojene doniistiiriilerek depo edilmekte ve gerektiginde ise; glikojenden glikoza
doniistirmek yerine bir disakkarit olan trehaloza doniistiirerek boceklerin hemolenfinde
gerekli fonksiyonlar i¢in kullanilmaktadir. Trehaloz 6zellikle Diptera ve Hymenoptera gibi,
ucabilen boceklerin ugma kaslarinin caligmasi i¢in gerekli enerjinin elde edilmesinde rol
almaktadir [32 - 35].

Zararli boceklere karsi kisirlastirma ve karantina ¢aligmalarinda radyasyon kullanimi
son zamanlarda belirli ¢evrelerden oldukca kabul gormektedir [36]. Bununla birlikte
radyasyon kullanimi boceklerde gelisim bozukluklarina, anormalliklere ve oliimlere neden
olmakta, buna ise direkt ve indirekt etkileri sebep olmaktadir. Boceklerin farkli gelisme
evrelerinde 6nemli role sahip olan protein, karbonhidrat ve lipit gibi makro molekiillerde
radyasyonun; hidrojen ve disiilfit baglarin kirilmasi, glikojen depolimerizasyonu, lipit
peroksidasyonu gibi olaylara neden oldugu bilinmektedir [37 - 39].

Bu calismada X-1s1mm1 radyasyonun Sesamia nonagrioide Lefebvre (Lepidoptera:
Noctuidae) ’in 5 giinliik pupalarinda protein, karbonhidrat ve lipit icerikleri lizerine etkileri

belirlenmistir.
2. Materyal ve Metot

Pupalar elde etmek i¢in Kahramanmaras ili ¢evresi musir tarlalarindan S. nonagrioides
larvalar1 toplanmig, laboratuara getirilerek 1 1t hacmindeki plastik kavanozlara 5’er adet
olmakla aktarilmistir. Besin olarak her giin taze misir danesi, yaprak yahut piiskiil verilmistir.
Ve kabin agzi iizerinde 1 mm delikler olan plastik kapakla kapanmistir. Kavanozlar
aydinlatmali iklim dolaplarinda 23,5-24 °C sicaklik, 16: 8 (aydinlik: karanlik) ve %65-70
orantili nemde tutulmustur. Larvalar pupa evresine girdiklerinden sonra kaplardan alinmistir.
Laboratuvar ¢alismalarinda Kog¢ ve Tiisiiz [40]; Sertkaya ve Kornosor [41]’un Onerdigi

yontemlerden faydalanilmstir.

Bes giinliik pupalar, Gaziantep Universitesi Onkoloji Hastanesi’nde yiiksek enerjili
Lineer Accelerator (Elekta, 6 MV, Sinerji Platform) cihazinda X radyasyonu (kontrol, 50,
100, 150 ve 200 Gy) ile 1sinlanmigtir. Hedeflenen dozlar radyokromik film dozimetreleri
(Harwell, Gammachrome YR, Perspex Dosimeter, Batch 62, Range 0.1-3 kGy) kullanilarak
gorlintiilenmistir. Deneyler 3 tekrarda ve her tekrarda 10 adet pupa {izerinde
gerceklestirilmistir. Pupalar 1sinlandiktan 3 saat sonra yas agirliklart alinmis ve dondurucuya

(— 80 °C) intikal edilmistir. Alt yap1 olusturulduktan sonra biyokimyasal tahliller yapilmistir.
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2.3. Biyokimyasal Analizler

Protein miktarinin tayininde Lowry ve ark. [42]’nin Onerdigi yontem ve standart
degerlerin belirlenmesinde serum albiimin (Sigma; A-2153) kullamlmustir. ilk asamada
orneklerin oda sicakliginda buzu c¢oziildiikten sonra melaninlesmeyi onlemek icin birkag
fenilthioure kristali eklenmis ve 1/5 oraninda fosfat tamponu (pH 7.4) ilave edilerek
homojenizator ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon isleminden sonra tiipler 6000
devir/dk da 30 dk santrifiijde tutulmustur. Tiiplerdeki siipernatanttan 0.3 ml alinmas, {izerine 3
ml ¢ozelti C ( %2 Na,CO; + %1 CuyS04.5H,O + %2 Na-K tartarat) eklenmistir. Oda
sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra 0.3 ml Folin-ciocalteu ayraci ilave edilmis ve
sonra 750 nm de kore kars1 absorbans degerleri okunmustur.

Karbonhidrat miktarinin tayininde Van Handel [43]’in yontemi kullanilmis ve standart
degerlerin elde edilmesinde saf glikojen (Sigma G-8751)’den yararlanilmistir. Oda
sicakliginda orneklerin buzu ¢oziildiikten sonra birkag¢ fenilthioure kristali ve 2 ml sodyum
stilfat ilave olunmus, homojenizator ile homojenize edilmistir. Bu igslemden sonra tiiplere 5 ml
kloroform/metanol (1/2) ¢6zeltisi eklenmis ve santrifiij edilmistir. Tiiplerdeki siipernatanttan 1
ml alinmis, i¢lerindeki kloroform/metanol ¢ozeltisi tamamen buharlasincaya kadar 90°C deki
su banyosunda 1sitilmis ve sogutulduktan sonra iizerlerine 5 ml antron ¢ozeltisi eklenmis,
tekrar 90°C sicaklikta 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra buzdolabinda sogutulan tiiplerin
absorbansi spektrofotometrede 625 nm de okunmustur.

Lipit miktar1 Van Handel [44]’in yOntemiyle yliriitiilmiis ve standart degerlerin elde
edilmesinde saf zeytinyagi kullanilmistir. Ornekler ilk asamada oda sicakliginda tutulmus,
buzu ¢oziildiikten sonra birka¢ fenilthioure kristali ve 2 ml sodyum siilfat ilave edilerek,
homojenize olmustur. Bu islemden sonra tiiplere 5 ml kloroform/metanol (1/2) ¢ozeltisi
eklenmis, santrifiije alinmistir. Sonra tiiplerdeki siipernatanttan 1 ml alinmus, iglerindeki
kloroform/metanol ¢ozeltisi tamamen buharlasincaya kadar 90°C deki su banyosunda
isitilmig, tiiplerde kalan lipit ¢okeleginin tizerine, 2 ml konsantre siilfiirik asit ¢ozeltisi ilave
edilmis, vortex ile karistirilmis ve 2 dk daha 90°C deki su banyosunda 1sitilmistir. Daha sonra
sogutulan her bir tiiplin iizerine, 5 ml vanilin-fosforik asit reaktifi ilave edilmis, tiipler 30
dakika oda sicakliginda birakilmig ve absorbans degerleri spektrofotometrede 525 nm dalga
boyunda kore kars1 okunmustur.

Protein standart degerlerinden y = 1.242x + 0,570 (R2 = 0,981); karbonhidrat standart
degerlerinden y = 0.393x + 0.504 (R* = 0.906) ve lipit standart degerlerinden y = 0.325x +

1.111 (R* = 0.814) denklemler elde edilmis, 6rneklerin okunan absorbans degerleri bu
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denklemlerde yerine konularak birey basma diisen toplam protein, karbonhidrat ve lipit
degerleri hesaplanmistir. Elde edilen veriler arasindaki farklar1 Varyans Analizi (One-Way
ANOVA), uygulamalar arasinda farklar oldugu takdirde ise Tukey’s ya da Tukey’s stundized
test metotlarindan yararlanilmistir (SPSS 15.0, 2006). Ortalamalar arasindaki fark 0.05
olasilik seviyesinde F degerinden biiylik oldugu durumda 6nemli kabul edilmistir.

3. Bulgular

0, 50, 100, 150 ve 200 Gy arasinda farkli dozlarda X-1s1nina maruz birakilmis
pupalarda birey basina diisen toplam protein miktar1 ve yiizde protein degerleri Tablo 1°de
gosterilmistir. Pupada birey basina diisen toplam protein miktart kontrolde 1.28 mg iken; 50,
100, 150 ve 200 Gy’de sirast ile 2.35, 2.21, 2.74 ve 2.54 mg olmustur. Tiim dozlarda toplam
protein miktar1 kontrol gurubu ile kiyaslandiginda yiiksek olmus ve 150 Gy’de ise protein

degerindeki artis istatistiksel acidan 6nemli olmustur (P<0.05).

Tablo 1. [sinlanmis pupalarda birey basina diisen toplam protein, karbonhidrat, lipit miktar ve

% degerleri

Doz Protein(%) Protein (mg) Karbonhidrat(%) Karbonhidrat(mg) Lipit (%) Lipit (mg)
(Gy) (Ort+Std. Hata)  (Ort+Std.Hata)  (Ort+Std. Hata) (Ort£Std. Hata) (Ort+Std.Hata)  (Ort£Std.Hata)

0 0.37+0.051 a 1.2840.054 a 0.08+0.070 a 0.28+0.051 a 0.13+0.10 a 0.46+0.070 a
50 1.14+0.070 b 2.35+0.048 b 0.15+0.057 b 0.31+£0.037 b 0.34+0.070 b 0.71+0.085 b
100 1.09+0.037 ¢ 2.21+0.056 ¢ 0.22+0.072 ¢ 0.46+0.070 ¢ 0.35+0.114 b 0.72+0.059 b
150  1.35+0.072d 2.74+0.051d 0.224+0.049 ¢ 0.45+0.086 ¢ 0.37+0.073 ¢ 0.75+0.063 ¢
200  1.16+0.050 b 2.54+0.070 e 0.12+0.038 d 0.28+0.058 a 0.33+0.153b 0.72+0.031 b

Ay harflerle gosterilen harflerin ortalama varyans analizi ve Tukey testine gore %5 diizeyinde istatiksel olarak Gnemli
degildir (Kontrol gurubu sifir (0) ile belirtilmistir).

Yiizde protein degeri kontrolde %0.37, 50 Gy’de %1.14, 100 Gy’de %1.09, 150 Gy’de
%1.35 ve 200 Gy’de %1.16 olmustur. Degerler arasinda kontrole gore en 6nemli artiglar 150
Gy’de saptanmis ve istatistiksel agidan da farkli (P<0.05) oldugu, bununla birlikte; 50, 100 ve
200 Gy’deki degerlerin kontrole gore yiiksek oldugu kaydedilmistir.

Isinlanmis pupalarda birey basina diisen toplam karbonhidrat miktar1 ve ylizde
karbonhidrat degeri Tablo 1’de sunulmustur. Kontrol gurubundaki birey basina diisen toplam
karbonhidrat miktar1 0.28 mg iken, 50, 100, 150 ve 200 Gy’deki degerler ise sirast ile 0.31,
0.46, 0.45 ve 0.28 mg olarak hesaplanmistir. Yiizde karbonhidrat degerleri kontrolde %0.08,
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50 Gy’de %0.15, 100 Gy’de %0.22, 150 Gy’de %0.22 ve 200 Gy’de ise 0.12 olarak
belirlenmistir. 100 ve 150 Gy’de elde edilen degerler kontrol gurubuyla kiyaslandiginda
onemli artiglar saglamis (Sekil 1) ve yiikselmeden kaynaklanan farkliliklar istatistiksel agidan
degerli kabul edilmistir (P<0.05). 150 Gy ve lzerindeki doz uygulamalar1 sonucu;

karbonhidrat oraninda azalmalar gozlemlenmistir.

Karbonhidrat

OYizde deger O¥izde deger

WToplam deger W Toplam deger

Gy

046

0,2 +8 OYuzde deger

W Toplam deger

Sekil 1. [sinlanmis pupalarda birey basina diisen toplam protein, karbonhidrat, lipit miktar ve

% degerleri dinamikleri

Farkli dozlarda isinlanmis pupalarda birey basina diisen toplam lipit miktar1 Tablo
1’de gosterilmistir. Kontrolde 0.46 mg, 50 Gy’de 0.71, 100 Gy’de 0.72, 150 Gy’de 0.75 ve
200 Gy’de 0.72 mg olmustur. 50-200 Gy arasindaki dozlarda lipit degeri kontrole gore yiiksek
olmus ve diger dozlarla karsilastirildiginda 150 Gy’de elde edilen sonuglar istatistiksel agidan
onemli bulunmustur (P<0.05). Isinlanmis pupalarda yiizde lipit degeri kontrolde %0.13 iken,
50, 100, 150 ve 200 Gy’de degerler sirast ile %0.34, 9%0.35, %0.37 ve %0.33 olarak
hesaplanmistir. Doz artisina bagl olarak lipit degerinde yiikselisler kaydedilmis ve buda

istatistiksel agidan 6nemli olmustur (Sekil 1).
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4. Tartisma

Calismada S. nonagrioides’in 5. giinlik pupalarina X-151m1 ile muamele edilmis ve
protein, karbonhidrat ve lipit igerikleri tayin edilmistir. Birey basina diisen protein kontrolde
1.28 mg; 50, 100, 150 ve 200 Gy’de siras1 ile 2.35, 2.21, 2.74 ve 2.54 mg ve ylizde protein
degeri kontrolde %0.37; 50 Gy’de %1.14, 100 Gy’de %1.09, 150 Gy’de %1.35 ve 200 Gy’de
%1.16 olmustur. Ortel [45] tarafindan Pimpla turionellae kadmiyumlu karisimli besin
verilmesi sonucu; su igeriginde artiglarin; total lipit ve protein miktarlarinda ise; 6énemli bir
azalmalarin oldugu belirlenmistir. Bagka bir ¢alismada nystatinin Pimpla turionellae L.’in
total protein seviyesini artirdifi, penicilin, streptomycin, rifampicin, tetracyline
hydrochloride, lincomycin hydrochloride, methyl-p-hydroxybenzoate, cycloheximide ve
sodium benzoate’1n ise tersine azalttigl kaydedilmistir [46]. Baska c¢alismada; azadirachtinin
Spodoptera litura (F.)’nin 48 giinlik pupalarinda total protein bilesenlerini azalttig
saptanmugstir [47].

Birey basina diisen karbonhidrat miktar1 kontrolde 0.28 mg iken; 50, 100, 150 ve 200
Gy dozlarda radyasyon uygulanan deneylerde ise bu degerler siras1 ile 0.31, 0.46, 0.45 ve 0.28
mg ve yiizde karbonhidrat degerleri kontrolde %0.08; 50 Gy’de %0.15, 100 Gy’de %0.22,
150 Gy’de %0.22 ve 200 Gy’de ise; %0.12 olmustur. Ortel [48] tarafindan yiiriitiillen baska
bir ¢calismada Cd, Pb, Cu ve Zn gibi agir metalli besinlerle beslenen Kir tirtili (Lymantria
dispar) larvalarinda her bir metalin artis miktarina bagl olarak hemolenf ve dokularinda
karbonhidrat seviyelerinin degistigi, Ozellikle kadmiyum ve c¢inko igeren besinler aldigi
takdirde trehaloz seviyesinde diisiislerin oldugu gozlenmistir. Ayrica; gama radyasyonunun
patates zararlist Phthorimaea operculella Zeller (Lepidoptera: Gelechiidae)’nin erginlerinde
karbonhidrat ve protein degerlerinde azalmalara, lipit degerlerinde ise; artislara neden oldugu
kaydedilmistir [49].

Isinlanmig pupalarda lipit miktar1 kontrolde 0.46 mg; 50 Gy’de 0.71, 100 Gy’de 0.72,
150 Gy’de 0.75 ve 200 Gy’de 0.72 mg ve yiizde deger kontrolde %0.13 iken; 50, 100, 150 ve
200 Gy’de ise sirast ile %0.34, %0.35, %0.37 ve %0.33 olarak kaydedilmistir. Hacioglu [50]
tarafindan konukgusuna 5-Aza-dC (5-Azacytidine) verilen endoparazitoit Apanteles galleria
Wilkinson (Hymenoptera: Braconidae)’nin disilerinde toplam lipit miktarinda disiislere,
digerinde belirli 6l¢iide artislar ve erkek bireylerde ise; lipit miktarinda artiglara neden oldugu
tespit edilmistir. Bagka bir aragtirmada radyasyonun bal arisi Apis mellifera L.’da
karbonhidrat, protein ve lipit seviyelerinde 6nemli 6l¢iide azalmalara yol actif1 belirlenmistir

[51].
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Deneyler sounucu; tiim dozlarda (50-200 Gy) X-isinina maruz birakilan S.
nonagrioides’in pupalarinda karbonhidrat, protein ve lipit miktarinda artislarin oldugu
belirlenmigtir. Ve bu yiikselisler 150 Gy uygulanan deneyde %38.6 (lipit), %39.1
(karbonhidrat) ve %53.2 (protein) olarak tanimlanmistir. Bu artiglara; radyasyonun polimer
yapidaki protein, karbonhidrat ve lipit gibi canliligin devaminda rol oynayan molekiiller
arasindaki baglarda kopma ve kirilmalara yol agmasi neden olmaktadir. Ozellikle yapisal
olarak kullanilan protein ve lipitlerde meydana gelen kopmalar ise hiicresel boyutlarda
anormalliklere ve ayrica hiicresel biitiinliigiin bozulmasina; depo karbonhidrat rezervlerinin
bozulmasina ve dolayisiyla fizyolojik dongilide aksamalara neden olarak boceklerde bir

sonraki evrelerin olusmasini 6nledigi bilinmektedir.
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