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Yiksek Lisans Tezi

IKi NOKTALI KIRMIZI ORUMCEK [TETRANYCHUS URTICAE (ACARI:
TETRANYCHIDAE)] AGININ YAPISAL KARAKTERIiZASYONU
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Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Salih DOGAN
Ortak Danisman: Dog. Dr. Cagri CIRAK

Bu ¢alismada, iki noktali kirmizi1 6rtimcek akari (Tetranychus urticae) tarafindan iiretilen ag
ipliklerinin bazi morfolojik ve yapisal 6zellikleri atomik kuvvet mikroskobu (AFM), taramali
elektron mikroskobu (SEM), enerji dagilimli X-Isin1 spektofotometre (EDX) ve seyreltilmis
toplam yansima-Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (ATR-FTIR) kullanilarak
aydmlatild.

AFM goriintiilerinden, gerek disi gerekse erkek akarlar tarafindan oriilen ag ipliklerinin
sekillerinin benzer ve i¢biikey silindirik bir yapiya sahip olduklari, genel olarak disi akarlar
tarafindan oOriilen ag ipliklerinin erkek akarlarinkinden nispeten daha piiriizsiiz bir yapida
oldugu gozlendi. Bunun yaninda hem disi hem de erkek ag ipliklerinin tekli ve ikili yapida
naksedildikleri anlasildi.

Akarlarin biyiikliigiine bagli olarak disi ve erkek bireyler tarafindan iretilen aglarin
boyutlarinda 6nemli farkliliklar tespit edildi. Ancak gerek disi gerekse erkek akarlarin viicut
Olciileri ile yaptig1 aglarin boyutlar1 arasinda istatistiksel olarak bir anlam bulunamadi.

Ag malzemesinde agirlikli olarak C, N ve O elementlerinin bulundugu ve az miktarlarda ise
Al, P, Cl ve K elementlerinin yer aldig1 belirlendi. iki noktali kirmizi 6riimcek akari
tarafindan salgilanan ag ipliklerinin ATR-FTIR spektrumunda agin yapisinda bulunan
rastgele sarim ve P-tabaka konformasyonlarina sahip protein yapisinin amid gruplarma ait
karakteristik IR bantlar1 gozlendi.

Iki noktali kirmizi 6riimcek aginmn ozelliklerinin belirlenmesi; biyomalzeme iiretimi ve
malzeme bilimleriyle ilgili diger alanlarda yapilacak arastirmalar i¢in pratik 6neme sahip
olabilelcegi degerlendirildi.

2017, 89 sayfa

Anahtar Kelimeler: Tetranychus urticae, ag ipligi, AFM, ATR-FTIR, SEM EDX.
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ABSTRACT

Master Thesis

STRUCTURAL CHARACTERISATION OF THE SILK OF TWO-SPOTTED
SPIDER MITE [TETRANYCHUS URTICAE (ACARI: TETRANYCHIDAE)]

Mustafa CAGLAR

Erzincan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Salih DOGAN
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cagr1 CIRAK

The present investigation was undertaken to obtain information about the structural and
morphological properties of the silk of two-spotted spider mite Tetranychus urticae Koch
(Acari: Tetranychidae) by means of the atomic force microscope (AFM), scanning electron
microscope (SEM), energy dispersive X-ray spectrophotometer (EDX) and attenuated total
reflection Fourier transmission infrared spectroscopy (ATR-FTIR) techniques.

AFM images show that the shapes of silken threads produced by both female and male mites
are similar and have concave cylindrical structure. In general, the appearance of silks
produced by female mites is smoother than those of the male mites. In addition, it is
determined that the silk threads produced by both female and male individuals have single
and double stranded structure.

There were obvious differences in the thread dimensions of the female and male which could
be depend on the body size of the mites. However, there is no statistically meaningful
relation between the body size of the mites and their thread dimensions.

The silk material was found to consist predominantly C, N and O elements and minor
fractions of Al, P, Cl and K. The ATR-FTIR spectrum of the silk of two-spotted spider mite
exhibited characteristic vibrational modes originating from amid groups, which were
attributed to random coil and B-sheet molecular conformation in the protein structure of the
silk of two-spotted spider mite.

Understanding the features of the two-spotted spider mite silks may be of practical
importance for the future studies related to biomaterial and material science.

2017, 89 pages

Keywords: Tetranychus urticae, silk, AFM, ATR-FTIR, SEM, EDX.
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1. GIiRiS

1.1. Genel Bilgiler

Kiiltiir bitkilerinin verim ve kalitesini azaltan biyotik etkenler arasinda zararlilar
olarak bilinen hayvanlar bocekler, akarlar, nematodlar, salyangozlar, kemirgenler,
memeliler ve kuglardir. Bu organizmalar kiiltiir bitkileri ve tirtinlerini kemirip yemek,
bitki 6z suyunu emmek, bitki dokularini ¢iiriitmek, bitki hastalik etmenlerini saglikli
bitkilere tasimak, salgilar1 ve diger c¢ikartilar1 ile trtinleri kirletmek ve kaliteyi
diisiirmek suretiyle ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Bunlar arasinda fitofag
akarlar, kiltiir bitkilerinin verim ve kalitesini azaltan organizmalarin basinda
gelmektedir. Akarlardan ozellikle iki noktali kirmizi 6riimecek Tetranychus urticae
Koch (Acari: Tetranychidae) (Sekil 1.1-3) diinyanin diger tarimsal bolgelerinde
oldugu gibi, iilkemizde de hemen hemen tiim tarimsal alanlarda bulunmaktadir

(Ozbek vd., 1998; Ozbek ve Hayat 2003; Seeman ve Beard, 2005).

/2014 HV pressure | mag [ WD det -, — 50 pm ——
PM | 5.00kV | 150Pa | 1467 x | 12.2 mm | GSED [eatrd Erzincan Universitesi

Sekil 1.1. Tetranychus urticae (Larva)
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mag [ [ ND o . I — L L

kv | 150Pa | 700x i Erzincan Universitesi

2 | mag O I WD
28 PM | 5.00 kV 50 Pz 1234x | 12.2 mm | GSED Erzincan Univ

Sekil 1.3. Tetranychus urticae (Erkek)
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T. urticae iklim kosullarinin uygun oldugu yerlerde kis aylarinda da faaliyetini
stirdiiriir. Soguk ydrelerde ise kis1 dollenmis disi halinde aga¢ ve calilarin gévde ve
dallarindaki gizlenebilecegi yerlerde, yaprak ve bitki kirmtilar1 arasinda gegirir.
[Ikbaharda havalarin 1smmastyla aktivitelerini artiran ve kislama yerlerinden ¢ikan
akarlar yabanci otlardan kiiltiir bitkilerine geger. Yapraklarin alt yilizeylerinde ag orer
ve yumurtalarini bu ag icerisine birakirlar (Sekil 1.4). Beslenmek i¢in bitkinin korpe
kisimlarini tercih etmekle birlikte, popiilasyon yogunlugu arttiginda yasli yapraklari
da tercih etmektedirler (Ozbek vd., 1998; Ozbek ve Hayat 2003; Zhang, 2003;
Gerson ve Weintraub, 2007).

Sekil 1.4. (A) Tetranychus urticae (B) Feslegen bitkisinde olusturdugu ag yapisi

T. urticae beslendigi bitkide bitki 6z suyunu emdigi igin yapragin rengi sararir ve
bitkinin klorofil miktar1 azaldig1 i¢in fotosentez hizi azalir. Bu yapraklar kivrilarak
dokiiliir ve sonug olarak zararlinin beslendigi bitkide biiyiik verim kayiplar1 goriiliir.
Bu zararlarinin yaninda T. urticae’nin birgok bitki viriis hastaliklarina vektorliik
ettigi de belirtilmektedir. T. urticae; kiiltiir bitkilerinden domates, kavun, karpuz,
hiyar, kabak, patlican, fasulye, bezelye, boriilce, pamuk, cilek, yer fistig1 ve
ayciceginde ayrica siis bitkileri ve meyve agaglarinda beslenen polifag bir zararl
akar tiiriidiir (Ozbek vd., 1998; Ozbek ve Hayat 2003). Hemen hemen tiim diinyada
bahge ve tarla bitkilerinde zarar olusturdugu rapor edilmistir (Zhang vd., 2002;
Zhang, 2003).
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Zararlimin yaprak hiicresini delmesiyle enzim salgilar ve klorofili eritir, sonra
icerigini emer. Sonugta yaprakta soluk bir leke olusur, hiicre kurur, bitisikteki
hiicreler zarar goriir. Bu akar cesidinin en karakteristik 6zelliklerinden birisi ag
ormeleridir (Sekil 1.4). Akarlar pedipalpleri sayesinde hareket ettikce aglarini agac
govdeleri ve yapraklarin tizerine 6rmektedir. Zararlimin yogun oldugu bitkilerde,
yapraklarin kuruyup diismelerine ve ag ile kaplanip erken Olmelerine sebep

olmaktadir (Zhang, 2003).

Ag yapma yetenegi hayvanlar icerisinde eklembacaklilara (Arthropoda) 6zgiidiir (Le
Goff vd., 2011). T. urticae, oriimcekler gibi ag iretme yetenegine sahiptir. Bu
hayvanlar i¢in kullanilan “Oriimcek akari” tabiri bu 6zelliklerinden kaynaklanir.
Akarlar (Acari) arasinda ag liretme yetenegi Bdellidae, Eriophyidae, Erythraeidae,
Camerobiidae, Cheyletidae, Cunaxidae, Hydrachnidia, Tetranychidae ve
Trombidiidae tiiyelerinde bilinmektedir (Shatrov, 2014; Ray ve Hoy, 2014).
Akarlardan baska ag yapma, Lepidoptera ve Hymenoptera grubu bdceklerde,
oriimcek (Araneae) ve yalanciakrep (Pseudoscorpionida) gibi bazi Arachnida

tiyelerinde de goriiliir (Clotuche vd., 2012, 2013a).

Oriimcek akarinin ag ipligi, ikinci ¢ift {iyeleri olan palp tarsusundaki birer biiyiik
yapilt Opathidiyum tarafindan salgilanir (Sekil 1.5). Farklilasmis tiikrik bezleri
olarak kabul edilen bu terminal organ sayesinde iplik iiretimi gergeklesir. Akar
hareket ederken palplerini substrata degdirerek ag ipligini salgilar (Saitd, 1977a,b;
Zhang vd., 2002; Le Goft, 2011).
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vac mode | mode | det HV mag ] WD pressure 7
ESEM SE | GSED | 5.00kV | 2522x | 13.0mm | 100 Pa & s 4 ERZINCAN UNL-CENTRAL RES. LAB.
Sekil 1.5. Tetranychus urticae (Palpler)

T. urticae agmin birincil islevi, yamurtalar1 ve koloninin hayvanin yirtict avcilart ve
rakipleri gibi biyotik etkenlerden, asir1 sicaklik ve nem kosullari, yagmur, riizgar ve
akarisid gibi abiyotik etkenlerden korumaktir. Iplik; hayvanin hareketi, dagilim ve
mikrohabitat segimine de hizmet eder. Ayn1 zamanda da esey feromonlarina substrat
teskil eder (McGregor, 1950; Saitd, 1977a, 1979; Sabelis, 1985; Sabelis ve Bakker,
1992; Zhang vd., 2002; Yano, 2008; Tienvd., 2009; Clotuche vd., 2009, 2011, 2012,
2013a,b, 2014; Le Goff, 2011; Le Goff vd., 2011).

Bitki paraziti olan iki noktali kirmizi Oriimcek akarinin saglikli bir bitkiye
bulasmasinda agin 6nemi biiylktiir. Saglikli bir konak¢1 bitkiye ulasan akar, once
yapragin alt yilizeyine ag orer, sonrasinda bu agin altina yumurtalarini birakir. Ag
ipliginin yukarida belirtilen fonksiyonlarinin yaninda hayvanin taginiminda da 6nemi
buytiktiir. Kiiciik yapili olan akarlarin riizgarin etkisiyle taginmasi s6z konusudur.
Tetranychidae iiyelerinin de hava akimiyla taginimi gozlenmistir (Clotuche vd.,

2011, 2013b, Dogan, 2012).
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Hayvanlar tarafindan iiretilen ag ipligi saglam yapiya sahip oldugundan dolay1 uzun
siiredir tekstil iirlinlerinde ve son zamanlarda dikis malzemelerinde kullanilmaktadir
(Asakura vd., 2013; Hudson vd., 2013). Agin yakin zamanda biyomalzeme olarak
kullanim1 umut verici goriinmektedir (Vepari ve Kaplan, 2007; Siri ve Maensiri,
2010; Zhang vd., 2012). Bu nedenle hayvanlar tarafindan iiretilen cesitli ag
ipliklerinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin bilinmesi konusunda bilim

camiasinda biiyiik bir ilginin oldugu sdylenebilir.

Gliniimiize kadar iki noktal1 kirmizi 6riimecegin biyolojisi ve kontrolii {izerine yogun
caligmalar yapilmistir. Bunun yaninda kirmizi 6riimcek aginin fonksiyonlari iizerine
de caligmalar bulunmasina ragmen, agin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ilgili sadece
AFM kullanilarak agin morfolojik 6zellikleri lizerine sinirli ¢caligma bulunmaktadir
(Clotuche vd., 2009; Grbi¢ vd., 2011; Hudson vd., 2013). Yukarida belirtildigi iizere
agin saglikl bitkilere bulasmada ve koloninin korunmasinda 6nemli fonksiyonu
oldugundan, yapisal ozelliklerinin ortaya konmasi Onemlidir. Zira bitkilere
bulasmada 6nemli rolii olan agin mukavemeti ve elastikiyeti Ol¢lilmek suretiyle
dayanikliligiin belirlenmesi gelecek adina umut vaat edebilir ve yapilacak deneysel
calismalarla agin mukavemetinin azaltilmasi bu zararliya karsi alternatif miicadele
yontemlerinin gelistirilmesine kapi aralayabilir. Modern tarimda artik 6nemli bir
sorun olarak algilan bu akarlarin miicadelesinde yogun olarak kimyasallar
kullanilmaktadir. Kullanilan ilaglara karsi dayanikliligin ortaya ¢ikmasi ve ayrica
kimyasallarin insan ve ¢evre sagligi acisindan olumsuz yonleri goéz Oniine
alindiginda, oriimcek akarlarimin miicadelesinde alternatif olabilecek yontemlerin
gelistirilme zorunlulugu ortaya ¢ikarmistir (Seeman ve Beard, 2005, 2011). Ozellikle
son yillarda akarisitlere karsi kirilmasi1 zor ¢apraz dayaniklilik gelisimi (Kim vd.,
1994, 1995; Stumpf ve Nauen, 2001; Van Leeuwen vd., 2004; Ay, 2006; Yorulmaz
Salman ve Saritag, 2014), alternatif kontrol yontemlerine yonelmeyi ve bunlar1 bir

sistem igerisinde uygulamay1 zorunlu kilmaktadir.
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Bu c¢alismada, iki noktali kirmizi 6riimcek akari Tetranychus urticae tarafindan
salgilan ag ipliklerinin bazi morfolojik ve yapisal Ozellikleri atomik kuvvet
mikroskobu (AFM), taramali elektron mikroskobu (SEM), enerji dagilimli X-Isini
spektofotometre (EDX) ve seyreltilmis toplam yansima-Fourier doniigiimlii infrared
spektroskopisi (ATR-FTIR) teknikleri yardimiyla incelenmistir. Calisma ile ilgili
literatiir degerlendirmesinde, bu alanda benzeri kapsamli bir calisma yapilmamis
oldugu goriilmektedir. Bu c¢alismanin neticesinde, bu hayvanlar hakkindaki
bilgilerimize katki saglamak suretiyle, ¢caligmanin literatiirdeki ilgili boslugu nispeten
doldurabilecegi ve ileriki caligmalara onciiliik ve kaynaklik edebilecegi de {imit
edilmektedir. Ayrica bu konuda olduk¢a sinirli ve ender arastirmalarin bulunmasi tez

konusunu anlaml1 ve degerli kilmaktadir.

Asagida iki noktali kirmizi 6riimeek ipeginin karakterizasyonunda kullanilan yontem

ve teknikler konusunda aydinlatic1 bilgiler verilmektedir.

1.2. Infrared ve ATR Spektroskopisi

Spektroskopi, farkli tiirdeki elektromanyetik i1simalarin madde (atom, iyon veya
molekiiller) ile etkilesmesi neticesinde madde tarafindan sogurulan (absorpsiyon)
veya yayinlanan (emisyon) fotonlart inceleyerek madde ile ilgili bilgi edinmemizi
saglayan bilim dalidir. Maddelerin elektromanyetik 1s1malar1 sogurmasini inceleyen
spektroskopi dalina absorpsiyon (sogurma) spektroskopisi, yaymasini inceleyen
spektroskopi dalina ise emisyon (yayinma) spektroskopisi denir. Ayrica
elektromanyetik 1s1manin molekiiller ile etkilesmesini inceleyen spektroskopi
molekiiler spektroskopi, atomlar ile etkilesmesini inceleyen spektroskopi ise atomik

spektroskopi seklinde adlandirilir (Skoog vd., 1998; Erdik, 1998).

Glinlimiizde temel bilimlerde yaygin olarak kullanilan spektroskopi c¢esitleri

sunlardir (Banwell ve McCash, 1996; Akar, 2011).

1. Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS)

2. Atomik emisyon ve atomik floresans spektroskopisi,
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Ultraviyole-goriiniir bolge absorpsiyon spektroskopisi (UV-Vis.)
Floresans ve fosforesans spektroskopisi

Infrared spektroskopisi (IR) ve Raman spektroskopisi

Niikleer magnetik rezonans spektroskopisi (NMR)

Molekiiler kiitle spektroskopisi

X-151n1 spektroskopisi (XRD)

o ® N v kW

Gama 1511 spektroskopisi

Ozellikle temel bilimler alaninda bu yontemlerden biri veya birkaci kullanilarak
maddelerin kalitatif ve kantitatif analizi, reaksiyon kinetigi, molekiiler yapilarinin ve
stereokimyasal Ozelliklerinin belirlenmesi, denge sabitlerinin bulunmasi ve saflik

miktarlarinin tespiti yapilabilmektedir.

Infrared spektroskopisi (kirmizi Otesi spektroskopisi) organik, inorganik ve
biyokimyasal maddelerin yapilarinin aydinlatilmasinda kullanilan 6nemli bir
tekniktir (Skoog vd., 1998). Bu teknik, molekiillerin veya molekiil i¢i gruplarin
infrared bolgesindeki biitiin  frekanslar1  igeren elektromanyetik 1s1malari
sogurmasmin Sl¢iimiinii temel alan bir yontemdir. Infrared 1simasi, Sekil 1.6.’da
gosterildigi gibi elektromanyetik spektrumda goriiniir bolge ile mikrodalga bolgesi
arasinda yer almaktadir. IR 1sinlar1 dalga boyu 0,78-500 um, dalga sayis1 biriminden
ifade edecek olursak 12500-20 cm™ araliginda yer alan 1sinlardir. IR spektroskopisi
uygulamalar1 yakin IR bolgesi (12500-4000 cm™), orta IR bolgesi (4000-400 cm™)
ve uzak IR bolgesi (400-20 cm™) olmak iizere baslica ii¢ bolgede yapilir. Yakin IR
bolgesinde molekiil titresimlerinin iist ton (overton) ve harmonikleri gézlenir ve
ayrica kiikiirt, karbon dioksit, su, diisiik molekiil kiitleli hidrokarbonlar ve amin
tuzlar1 gibi basit maddelerin kantitatif tayini gerceklestirilir. Uzak IR bodlgesinde ise
daha cok inorganik ve metal-inorganik gibi agir atomlarin titresimleri ile Orgii
titresimlerinin incelenir (Skoog vd., 1998). Organik ve bazi biyokimyasal bilesiklerin
yapilarinin aydinlatilmas:1 ise molekiillerin hemen hemen biitiin titresimlerin
gbzlendigi orta IR bolgesinde gerceklestirilir (Skoog vd., 1998; Erdik, 1998). IR

spektroskopisi ile bir molekiiliin yapisinda hangi fonksiyonel gruplarin bulundugu,
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iki bilesigin ayn1 olup olmadigi ve bazi numunelerdeki bir maddenin kantitatif tayini
yapilabilir (Skoog vd., 1998; Erdik, 1998). Biitiin spektroskopik tekniklerde oldugu
gibi IR spektroskopisi de molekiillerin elektromanyetik 1simalar ile etkilesmesi
temeline dayanir. Numune IR bolgesinde yer alan tim frekanslardaki
elektromanyetik 1s1malara maruz birakilarak gecen veya sogrulan i1sima incelenir.
Sogurulan IR 1ginlar1 molekiildeki atomlar arasindaki baglar1 kirmaya ve molekiilde
elektronik uyarilmayr gergeklestirecek enerjiye sahip olmadigindan sadece
molekiillerin titresim ve donme enerji diizeylerini uyarabilir. Ancak bu gecislerin
gerceklesebilmesi ve dolayisiyla IR spektroskopisinde gozlenebilmesi igin titresim
esnasinda molekiilde net bir dipol moment degisikligi meydana gelmelidir ve bu
dipol moment degisimi de titresimin frekansiyla uyumlu olmalidir. IR 1sinlar1 O2, N2,
Cl> gibi tek cins atomlu (homoniikleer) molekiillerde dipol moment degisikligi
yapmadigindan otiirii bu molekiiller IR 1sinlarin1 absorplamazlar ve IR cihazinda
kayd: miimkiin olmaz. Bu gibi dipol moment degisikligi gostermeyen molekiillerin
(IR inaktif molekiillerin) titresimlerinin incelenmesi i¢in Raman spektroskopisi

kullanilir.

| The Electromagnetic Spectrum —
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Sekil 1.6. Elektromanyetik spektrum
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Molekiilleri olusturan atomlar siirekli hareket halinde olduklarindan 6tiirii molekiiller
Otelenme, donme ve titresim hareketleri yapmaktadirlar. Bu hareketleri ti¢ boyutlu
uzayda tam olarak tanimlayabilmek icin serbestlik derecesi kullanilir. n tane atom
bulunan bir molekiil i¢in, her atom ii¢ eksen (x, y ve z ekseni) boyunca hareket
edeceginden serbestlik derecesi 3n’dir. Eger molekiil a¢ili bir yapiya sahipse
(cizgisel degilse) bu hareketlerden 3’ii otelenme, 3’ii donme ve 3n-6 tanesi de
titresim hareketlerine aittir. Eger molekiil ¢izgisel (dogrusal) ise bu hareketlerden 3’i
otelenme, molekiiliin déonmesi i¢in iki eksen olacagindan 2’si donme ve 3n-5 tanesi
de titresim hareketi icin olacaktir. Boylece ¢ok atom bulunduran molekiiller igin
temel IR absorpsiyon piklerinin sayisi, titresim hareketleri sayis1 kadar olmaktadir.
Bir kimyasal bagin uzunlugunun periyodik olarak azalip c¢ogalmasina veya

molekiildeki agilarin periyodik olarak degismesine neden olan titresim hareketleri;

1- Gerilme titresimleri

a) Simetrik Gerilme b) Asimetrik Gerilme

2- Egilme titresimleri

a) Diizlemic¢i Egilme b) Diizlemdis1 Egilme

olmak tizere iki ana baslik altinda toplanir (Skoog vd., 1998; Erdik, 1998).

Gerilme titresimleri; bag ekseni boyunca iki atom arasindaki mesafenin yani bagin
uzaylp kisalmasiyla iliskilidir. Simetrik gerilmede; bag atomlar1 ayni anda
birbirinden uzaklasir veya yakinlasirken asimetrik gerilmede ise iki tarafta bulanan
atomlarin yaptig1 baglardan biri uzarken digeri kisalir (Sekil 1.7.). Egilme titresimleri
ise bag acilariin periyodik olarak degistigi titresimlerdir. Sekil 1.7°de gosterildigi
gibi yedi farkli egilme titresimi bulunmaktadir (Akar, 2011). Gerilme titresimlerinin
enerjileri egilme titresimin enerjilerinden daha biiylktir. Dolayisiyla gerilme
titresimleri egilme titresimlerine nispeten daha biiyiik frekansta ve dalga sayisinda
gbzlenir. Cok atomlu molekiillerde gozlenen bu titresimler baz1 durumlarda birbirini
etkileyerek tahmin edilen titresim miktarindan az veya ¢ok sayida titresimler de

gozlenebilir (kapling, overton veya Fermi rezonans bant1 gibi). IR spektroskopisinde

4000-1500 cm™! arasindaki bolgede numunedeki fonksiyonel gruplara ait absorpsiyon
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bantlar1 gdzlendiginden otiirii bu kisma fonksiyonel grup bolgesi, 1500-400 cm™!
arasindaki bolgede ise molekiile 6zgii titresimlerin oldugu ve her bir molekiil i¢in

farkli IR bantlarinin elde edildigi bu kisma ise parmak izi bolgesi denir.

—» -— —» - -
) O O O O O
a) Simetrik gerilme v; b) Asmetnk genlme vz
= »
~O—O ‘é<2
c) Agi bikilme & ) = =
d) Makaslama 3; €) Sallanma Py f) Dalgalanma W

F +

?
g Kwnimat T h) BurulmaT 1) Duzlem dist a1 biikitlme v

Sekil 1.7. Molekiillerde titresim tiirleri (Akar, 2011)

IR spektroskopisinde en ¢ok kullanilan numune hazirlama teknigi KBr ile pelet
(disk) hazirlamadir. Bu teknikte ilk olarak kati numune ile KBr belirli oranlarda
karistirilir ve homojenlik saglana kadar ogiitiiliir. Ardindan bu karisim yaklasik
10000 psi’lik bir basing altinda sikistirilarak saydam bir disk hazirlanir. Elde edilen
bu disk nemden uzak tutularak spektroskopi cihazinda Olgiimleri alinir. IR
spektroskopisinde son zamanlarda kullanilan diger 6nemli bir teknik ise KBr ile pelet
hazirlamaya gerek duyulmayan ATR (seyreltilmis toplam yansima) teknigidir. ATR-
FTIR tekniginde IR 151nin elmas veya ZnSe gibi yiiksek kirilma indisli IR gegirgen
bir kristal boyunca gecisine izin verilerek 1smin burada birka¢ defa yansitilmasi
saglanir (Caglar, 2008). Bu kristal yiizeyinde sikistirilmis durumda yerlestirilen
numune igerisine yansitilan 1sinin belirli bir kismi niifuz eder ve her yansimada bu
tekrarlanir ve sonunda sagilan 15in kristalden ¢ikarak spektrometredeki normal 1s1n

yoluna girer (Sekil 1.8.). Ornek igerisine niifuz eden 151n kaybolan dalga ya da
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kaybolan alan olarak ifade edilir (Caglar, 2008). ATR tekniginde 1sinin kirinimini
elde etmek icin gelen 151n agisinin daima kritik agidan biiyiik olmas1 gereklidir. ATR
teknigi malzeme, polimer, boya ve tekstil endiistrisinde ¢oziiniirliigii az olan katilar,
koptikler, filmler, yapistiricilar, lifler, tozlar, kaplamalar ve yumusak maddelerin

analizinde siklikla kullanilan 6nemli ve yaygin bir tekniktir.

Numune

4

ZnSe kristal
Gelen IR 151m1 Cikan IR 15101

Sekil 1.8. ATR spektroskopisi

Son yillarda 6riimcek aglari gibi biyolojik materyallerden tekstil iiriinleri ve biyomalzeme iiretiminin
gitgide 6nem kazandigi goriilmektedir. Hem bu biyomalzemelerin hem de sadece driimcek aglarmin
molekiiler diizeyde yapisini incelemek igin biiyilk 6neme sahip olan gerek FTIR gerekse ATR-FTIR
spektroskopisi atomik kuvvet mikroskobu (AFM), taramali elektron mikroskobu (SEM) gibi yiizey
analiz teknikleri ve niikleer manyetik rezonans (NMR), yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) gibi diger tekniklerle birlikte kullanildiginda yapi analizlerinde ¢ok faydali olmaktadir.
Oriimcek ag1 temel yapisinda baslica glisin, alanin, serin, tirosin, valin ve az miktarda aspartik asit,
16sin, glutamik asit, treonin, arginin, prolin, fenilalanin, lizin, sistein, histidin ve triptofan gibi
aminoasitlerden olusmus bir proteindir. (Tablo 1.1°de Bombyx mori, S.c.ricini, A. pernyi ve A.
yamamai; Tablo 1.2°de ise Gonometa rufobrunnea, Gonometa rufobrunnea, B. mori ve Gonometa
postica ag ipliklerinde bulunan aminoasit yilizdeleri gosterilmistir (Zhao ve Asakura, 2001; Mhuka
vd., 2013). Ozellikle bu protein yapisinin nitel teshisi ve sahip oldugu molekiiler konformasyonlarinin
belirlenmesi ¢ok iyi tamimlanmis tipik IR pikleriyle miimkiindiir. Literatiirde belirtildigi gibi
proteinlerin amid bantlar1 i¢in azalan frekans sirasina gore A, B ve I-VII seklinde olmak {izere dokuz
adet IR bant1 mevcuttur. Bu IR bantlarindan genellikle amid I, II ve III bantlari protein yapilarint ayirt
etmek icin kullanilir. Tablo 1.3’de IR spektrumunda gdzlenen bu ii¢ amid bant: ile ilgili genel bilgiler
yer almaktadir. Proteinlerin amid I bantt diger bantlar ile iist iiste ¢akisma sansi ¢ok az oldugundan
yapi tayinlerinde dncelikli olarak kullanilir. Ipek boceginin (Bombyx mori) ipegine ait amid I banti

bdlgesindeki titresim bantlarinin dalga sayilar: ve bunlara karsilik gelen titresim tiirleri Tablo 1.4.’de
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gosterilmigtir. Bazi durumlarda ise ag proteinlerinin konformasyon gecis degerlendirme siirecini
basitlestirmek i¢in a-sarmal (o-helical) ve rastgele sarim (random coil) yapilarinin her ikisi ag I
yapisi, B-tabaka (B-sheet) konformasyonal yapisi ise ag II yapist olarak adlandirilmaktadir. Tablo
1.5.°de ise B. mori ag fibroinlerine ait IR bantlar1 ve bu bantlara karsilik gelen titresim tiirleri

gosterilmistir.

Tablo 1.1. B. mori, S.c. ricini, A. pernyi ve A. yamamai ag fiberlerinde NMR analizi
ile bulunan aminoaist yilizdeleri gosterilmistir (Zhao ve Asakura, 2001)

Aminoasit B. mori S.c. ricini A. pernyi A. yamamai

Glycine 42,9 33,2 26,70 26,10
Alanine 30,0 48,4 48,10 48,10
Serine 12,2 5,50 9,10 9,00
Tyrosine 4,80 4,50 4,10 3,90
Aspartic acid 1,90 2,70 4,20 4,50

Arganine 0,50 1,70 2,90 3,50

Histidine 0,20 1,00 0,80 0,80
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Glutamic acid 1,40 0,70 0,80 0,70
Lysine 0,40 0,20 0,20 0,10
Valine 2,50 0,40 0,70 0,70

Leucine 0,60 0,30 0,30 0,30
Isoleucine 0,60 0,40 0,40 0,40

Phenylalanine 0,70 0,20 0,30 0,20

Proline 0,50 0,40 0,30 0,40
Threonine 0,90 0,50 0,50 0,60
Methionine 0,10 [z miktar Iz miktar [z miktar

Cysteine [z miktar [z miktar Iz miktar Iz miktar
Tryptophan - 0,30 0,60 0,70

Tablo 1.2. Gonometa postica, G. rufobrunnea ve Bombyx mori ag ipliklerinde misel
elektrokinetik kilcal kromatografisi analiziyle belirlenen aminoaist yiizdeleri

Aminoasit Gonometa postica G. rufobrunnea B. mori

Polar olmayan

Glycine 36,89 33,15 44,94
Alanine 28,14 26,02 29,15
Proline 2,54 2,30 0,53
Valine 1,60 1,42 2,44
Leucine 1,47 1,24 0,71
Isoleucine 0,82 0,71 0,36

Methionine 0,31 0,30 0,22



Polar
Serine
Threonine
Cysteine
Asidik
Aspartic acid
Glutamic acid
Bazik
Arganine
Lysine
Histidine
Aromatik
Tyrosine
Phenylalanine
Tryptophan
Gly/Ala orani
UZA/KZA orani
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12,10 13,10 9,60
0,87 0,66 0,33
0,08 0,08 0,09
4,22 2,96 0,30
1,16 1,15 0,60
6)54 5’91 0720
1,06 0,92 0,63
0,23 0,25 0,20
8,29 9,17 9,62
0,77 0,65 0,72
1,31 1,27 1,54
0,30 0,38 0,19

UZA: uzun zincirli aminoasitler, KZA: kisa zincirli aminoasitler

Tablo 1.3. IR spektroskopisinde gozlenen amid bantlarinin (I-III) 6zellikleri (Pelton,

ve McLean, 2000; Shang, vd., 2013)

Bant tiirt

Ozellikleri

Amid [

a-sarmal konformasyonuna sahip proteinler 1650 ve 1655
cm’!' arasinda kuvvetli bir amid I bantina sahiptirler. p-
tabaka hidrojen baglayici kuvvetleri nedeniyle esneklik ve
biikiim egilimine daha degiskendir. 1612 ve 1640 cm
arasinda kuvvetli bir bant ve 1685 cm-! civarinda zayif bir
bant B-tabaka konformasyonu i¢in karakteristiktir.

Amid 11

Amid II bant1 kuvvetli olarak 1510-1525 cm™! araliginda ve
zayif bir omuz seklinde 1540-1550 cm™ araliginda
gozlenir. Antiparalel B-tabaka yapili peptidler ve proteinler
1510-1530 cm™ araliginda giiclii bir amid II bantina
sahiptirler. Paralel B-tabaka yapili peptidler ve proteinler
ise biraz daha yiiksek frekanslarda (1530-1550 cm™)
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titresim bantina sahiptirler.

Amid III

Amid III bant1 olduk¢a zayiftir ve protein yapist ile iliskili
olmayan titresimlerin (CH egilme, tirozin ve fenilalanin
halka titresimleri) bolgesinde gozlenir.

Tablo 1.4. Ipek boceginin (Bombyx mori) ipegine ait amid I bant bdlgesindeki
titresim bantlariin dalga sayilar1 ve bunlara karsilik gelen titresim tiirleri (Hu vd.,

2006)
Dalgasayis1 aralig1 (cm™) Karsilik gelen titresimler

1605-1615 Tyrosine yan zinciri ve y18in kiyilari
1616-1621 Y1gin B-kiyilary/ B-tabaka
1622-1627 Molekiiller aras1 B-tabaka (giiclii pik)
1628-1637 Molekiiller i¢i B-tabaka (giiclii pik)
1638-1646 Rastgele sarim (random coil)
1647-1655 Rastgele sarim (random coil)
1656-1662 o-sarmal (o-helical)
1663-1670 Donmeler, sarimlar
1671-1685 Donmeler, sarimlar
1686-1696 Donmeler, sarimlar
1697-1703 B-tabaka (zayif pik)

Tablo 1.5. Bombyx mori’nin ipegine ait IR bantlar1 ve karsilik gelen titresimler

(Koperska vd., 2014)

Dalgasayist (cm™) Karsilik gelen titresimler
1699 Amid I (peptit bag1 %80 C=0 gerilmesi, %10 C-N
gerilmesi ve %10 N-H egilmesi)
1165 Amid I ( antiparalel B-tabaka konformasyonu)
1656 Amid I (rastgele sarim ve a-sarmal konformasyonu)
1620 Amid I (paralel B-tabaka konformasyonu)
1595 Tryptophan’dan kaynaklanan C=C-C gerilmesi
1524 Amid II (peptit bag1 %60 N-H egilmesi ve %40 C-N
egilmesi)

1442 Alanine’deki CH2 ve CHs egilmeleri
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1405 Aspargine’deki CHz egilmesi

1367 C-H egilmesi

1334 Fenilalanin’deki C-H egilmesi

1261 B-tabaka konformasyonuna sahip Amid III (peptit bagi

%30 C-N gerilmesi, %30 N-H, %10 C=0 gerilmesi,
%10 N-C=0 egilmesi ve % 20 diger )

1230 Rastgele sarim konformasyonuna sahip Amid III

1164 Tyrosine’deki C-N gerilmesi

1083 CH3 biikiilme + C-N gerilme

1065 Fenilalanin’deki C-N gerilmesi

997 Glycine -Alanine’deki CHj3 biikiilme

977 Glycine-Glycine ve Glycine-Alanine’deki iskelet
gerilmesi

880 C-C iskelet gerilmesi, Tryptophanin aromatik halkasina

ait =C-H diizlemdis1 egilmesi

IR teknigi ile aglarin konformasyonal bicimi ve kalitatif tayini yukarida belirtilen
karakteristik bantlarin yorumlanmasiyla yapilabilir. Ayrica bu piklerin dlgiilen
siddetinden veya pik alanindan da kantitatif tayini miimkiindiir. Ancak yari-nicel bir
teknik olan IR spektroskopisinde gesitli faktorleri ayarlamak ve eksiklikleri telafi
etmek oldukga giictiir. Bu sebepten 6tiirii birgok durumda giivenli nicel tayinler i¢in
termik analiz verileri, SEM-EDX o6l¢timleri, NMR analizi, kromotografik teknikler

ve diger kimyasal metotlarla ulasilacak sonuclarla birlikte degerlendirilmelidir.

1.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Her gegen giin gelisen bilim ve teknoloji ile birlikte biyoloji, tip, malzeme bilimi ve
diger bilimsel alanlarda mikrometre diizeyinde veya daha kiigiik boyutlardaki
cisimlerin ylizey yapilarinin incelenmesi 6nem arz etmektedir. Isik mikroskoplarinda
goriintii elde etmek icin aydinlatma kaynagi olarak kullanilan 1s181in sinirh dalga
boylarina sahip olmasindan 6tiirli atom ve atom boyutuna sahip maddeleri gormemizi

saglayacak olan yiliksek biiylitmeler elde edilemez. Bu sebepten dolayr bilim
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adamlar1 151k yerine vakum ortaminda elektromanyetik lenslerle odaklanmis
hizlandirilmis elektron demeti kullanarak malzeme hakkinda bilgi edinmeye imkan
saglayan ayrintili gorlintiiler veren farkli bir mikroskop tiirii gelistirmislerdir.
Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) adi verilen bu cihaz; tungsten, lantan hekza
borit veya alan emisyonlu tabancadan (FEG) ¢ikan kiiclik dalga boylu elektronlarin
analiz edilecek malzeme yiizeyine gonderilerek malzemenin yapisi, sekli, bigimi ve
diger morfolojik 6zellikleriyle beraber kimyasal bilesimleri hakkinda ayrintili bilgi
edinmemizi saglar (Sekil 1.9.). Isik mikroskoplarina nispeten yiiksek biiyiitme,
bliyiik alan derinligi, yliksek ayrim giicii, ii¢ boyutlu goriintii, net gébrme orani ve net
gorilintli kalitesi gibi 6nemli avantajlara sahip olan elektron mikroskoplarindaki
goriintii; esas olarak yiiksek enerjili elektron demetinin numune ylizeyi ile yaptigi
etkilesimler (elastik, elastik olmayan ve diger etkilesmeler) sonucu meydana gelen
fotonlarin detektorler tarafindan toplanmasi ve kaydedilmesiyle elde edilir.
Hizlandirilmis elektron demeti (birincil elektronlar) numune yiizeyine carptiginda
meydana gelen sinyaller; geri sacilan elektronlar, ikincil elektronlar, Auger
elektronlari, karakteristik X-isinlar1 fliloresans ve farkli enerji seviyelerine sahip
fotonlardir. SEM goriintiisii olusturmak i¢in meydana gelen bu sinyallerden en ¢ok
ikincil elektronlar kullanilmakla beraber geri sagilan elektronlarda taramali elektron
mikroskopi tekniginin temelinde yer almaktadir. Ikincil elektronlar, elektron
demetindeki elektronlarin (birincil elektronlarin) numunedeki atomlarla yaptigi
elastik olmayan carpisma (birincil elektronlar enerjilerini numune yiizeyindeki
atomlarin elektronlarma aktarirlar) neticesinde olusurlar. Enerjileri diisilk olan
(yaklasik 50eV) ve numune tarafindan kolaylikla sogurulan ikincil elektronlar
numune yilizeyinin yaklasik 2-10 nm derinliginde olusurlar. Malzemeden gelen bu
ikincil elektronlar foto ¢ogaltici tiip vasitasiyla toplanip, numunenin tarama sinyali
konumuyla iligkilendirilerek numunenin yiiksek ¢oziiniirliiklii topografik goriintiisii
elde edilir (Cirak, 2005). Gelen elektron demeti (birincil elektronlar) numune
arasinda meydana gelen elastik etkilesmeler sonucunda olusan diger bir elektron
grubu ise geri sagilan elektronlardir. Enerjileri ve hizlar1 degismeyen bu elektronlarin
yonleri degisir ve gelen elektron demetiyle yaklasik 180 lik a¢1 olusturacak sekilde
sacilirlar. Numune yiizeyine gelen birincil elektronlarin sagilma orani yiizeydeki

atomlarin agirliklarina baghdir ve atom numarasi arttik¢a bu oran artmaktadir. Auger



29

elektronlar1 ise gelen elektron demetinin numunedeki atomlarin i¢ tabaka elektronlari
ile yaptiklar1 elastik olmayan etkilesimler sonucunda ortaya ¢ikan diisiikk enerjili
elektronlardir ve malzeme bilesimi hallinda bilgi veren Auger spektroskopisinin
temel caligma ilkesini olusturur. Yiiksek enerjili birincil elektronlarin numune
ylzeyine carptiginda olusan diger bir etkilesim ise karakteristik X-iginlarinin
olustugu durumdur. Gelen elektron numunede bulunan atomun i¢ tabakasindan bir
elektron koparir, elektron eksikligi olan bu tabakaya bir iist tabakalardan elektron
gecer ve boylece bu iki tabaka enerji seviyesi arasindaki enerji farki miktaria sahip
X-1ginlar1 yayilir. Her element ve her kabuk i¢in karakteristik enerji ve dalga boyuna
sahip olan bu X-isinlari,  numune ylizeyinin nitel ve nicel analizlerinde

kullanilmaktadir (Enerji dagilimhi X-1s1n1 (EDX) spektrometresi).

Elektron demeti -+—— Elektron tabancasi

SRR

T e—— Y o unlastirma lensi

TV ekram

Anot

Gerisacihm elektron
dedektora \w{uy
S Ikincil elektron dedektdri

Numune platformu —e Numune

Sekil 1.9. Taramal1 elektron mikroskobunun sematik gosterimi (Egerton, 2005)

Taramali elektron mikroskobu hem 6riimcek aglarinin hem de bu aglardan yapilan

malzemelerin yiizey morfolojik 6zelliklerini incelemek icin kullanilan en 6nemli
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cihazlardan biridir. Bu cihazla elde edilen goriintiilerle aglarin sekli, bigimi, kalinligi,
hem de ag yapisinda bulunan kirlilikler gibi konularda 6nemli bilgiler edinilebilir.

Sekil 1.10. ve Sekil 1.11.”de gesitli ipeklerin SEM goriintiileri verilmistir.
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Sekil 1.11. Kirmizt dokumact karincalar tarafindan iiretilen ag ipliklerin SEM goriintiisii (Siri ve
Maensiri, 2010)
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1.4. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Taramal1 u¢ mikroskobu ailesinden olan atomik kuvvet mikroskobu (AFM) taramali
kuvvet mikroskobu olarakta adlandirilmaktadir. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)
elektronik, iletisim, biyoloji, kimya, otomotiv, uzay ve enerji endiistrilerinde
malzemelerin ylizey morfolojilerinin incelenmesinde kullanilan ileri arastirma
cihazlarindan en 6nemlilerinden birisidir. AFM ile malzeme yiizeylerin iki veya ii¢
boyutlu topografyasin1 angstrom seviyesinden 100 mikron seviyesine kadar
gostermek miimkiindiir. AFM cihazlarinda goriintii, incelenen malzeme yiizeyinde
bulunan atomlarin bu malzeme yiizeyinde hareket ettirilen atomik boyuta sahip ¢cok
hassas sivri bir igneye (uca) uyguladiklari kuvvetinin (nano Newton biiytikliigiinde)
algilanmasiyla elde edilir. Numune ylizeyine yaklastirilan ignenin numune
yilizeyindeki farkli bolgelerdeki (girinti ve ¢ikint1) asag1 veya yukar1 hareketlerinden
elde edilen veriler bilgisayar ortamina aktarilir ve akabinde bilgisayarda kullanilan
mikroskop yazilim aracilifi ile malzeme yiizeyinin yiiksek ¢oziiniirliige sahip tli¢
boyutlu goriintiisii elde edilir. Burada gezici igne ucu numune iizerinde gezdirilirken
dikey dogrultuda yapilan hareketler bu igne ucuna bagli destegin ters tarafina
gonderilen bir lazer 1511 yardimiyla Slgtiliir (Sekil 1.12.). Gezici igne ucu genellikle
silikon, silikon oksit veya silikon nitrit malzemelerinden yapilir. AFM tekniginde
temasli, temassiz ve vurma olmak tizere ii¢ farkli yontem kullanilir. Temash (¢ekici
mod) yontemde kullanilan igne (uc) incelenen ylizeye temas ederken, temassiz (itici
mod) ise ignenin ylizeye temas etmemektedir (degmemektedir, dokunmamaktadir).
Ignenin incelenen yiizeye vurularak (dokunup-cekilir) uygulandigi yonteme ise
vurma (tiklatma modu) yontemi olarak adlandirilir. Temasli yontemde daha yiiksek
¢Oziinilirliige sahip goriintiiler elde edilir ama numunede ylizey hasarlar1 olusabilir.
Temassiz yontemde ise igne ucu malzeme yiizeyine degmediginden bazi yumusak
biyolojik numunelerin incelenmesinde bu yontem tercih edilir. Tiklatma yonteminde
ise yiizey hasarlar1 aza indirilir ve yliksek ¢ozlniirliikli goriintiiler elde edilir. AFM
teknigi yiizeylerin topografik goriintiilerini olusturmanin yani sira malzemenin
elektrik, iletkenlik ve manyetik gibi baz1 karakteristik 6zellikleri hakkinda bilgi elde
etme, ylizeyde bazi atomlarin olup olmadigini tespit etme ve ylizeydeki atomlarin

yerlerini degistirme gibi amaglar i¢inde kullanilmaktadir. AFM kullanim kolaylig1 ve
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incelenen malzemeye zarar vermemesinden Otlirii SEM teknigine nispeten oldukca
tercih edilen ylizey analiz teknigidir. Ayrica, numuneyi vakum ortaminda incelemek
zorunlulugunun olmamasi, iletken olmayan numunelerin de ylizey ozelliklerinin

incelenebilmesi ve ucuz olmasi diger avantajlaridir.

Geri Bildirim

Mekanizmast

Fotodiyot

, Lazer
T

IS
L

Taranan Yiizey Manivela ve Sivri Ug

Piezoelektronik Tarayict

Sekil 1.12. AFM’nin sematik gdsterimi (Anonim)
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2. KAYNAK OZETLERI

Hayvanlar tarafindan iiretilen ipek saglam yapiya sahip oldugundan dolay1r uzun
siiredir tekstil iirlinlerinde ve son zamanlarda dikis malzemelerinde kullanilmaktadir
(Asakura vd., 2013; Hudson vd., 2013). Ipegin yakin zamanda biyomalzeme olarak
kullanim1 umut verici gérinmektedir (Siri ve Maensiri, 2010; Zhang vd., 2012). Bu
nedenle hayvanlar tarafindan iiretilen ¢esitli ag ipliklerinin fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zelliklerinin bilinmesi konusunda bilim camiasinda biiyiik bir ilginin

oldugu soylenebilir.

Shao vd. (1999), dort farkli tiir 6riimcek (Araneus diadematus, Nephila edulis,
Latrodectus mactans ve Euprosthenops sp.) tarafindan yapilan ag ipliklerinin
floresan - Raman spektrumlarint Bombyx mori aginin spektrumuyla karsilastiriimali
olarak ayrintili bir sekilde inceleyerek elde edilen spektrumlar vasitasiyla ag
ipliklerinin konformasyonal yapisini belirlemiglerdir. Diger biitiin 6riimcek aglarinin
Bombyx mori’nin ag ipligine nispeten daha az -tabaka ve daha ¢ok rastgele sarim
ve/veya a-sarmal malzemesine sahip oldugu tespit edilmistir. Polarize spektrumlari
oriimcek ag ipligi molekiiler zincirlerinin, fiberin eksenine paralel hizalanmis
oldugunu gostermistir. Dogal ve bazi ¢oziiciilerle modifiye edilmis ag ipliklerinin
mekanik Ozelliklerindeki farkliliklar [-tabaka icerigine baghh olarak degistigi
belirtilmistir. Oriimcek ag ipliklerinin ¢oziiciiler icerisindeki kasilma (daralma,

incelme) mekanizmas1 ile aglarin supramolekiiler yapisindaki konformasyonal

degisikliklerle iliskili oldugu ifade edilmistir.

Tsukada vd. (2010), bir Japon nehrinde yasayan Stenopsyche marmorata larvanin
yuvasindan toplanan ipek bezlerinden ipek lifleri hazirlamiglar ve elde edilen bu
liflerin fiziksel 6zelliklerini SEM, WAXRD, FTIR, DSC, DMTA, TMA teknikleri ile
incelemisglerdir. Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi ve X-igmnlari kirinim
Olctimleriyle ipek liflerinde rastgele sarim ve az miktarda p-tabaka yapilarin oldugu
belirtilmistir. Numunelerin diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) verilerinde 230

ve 320 °C’de agin termik bozunmasindan kaynaklanan iki adet yayvan endotermik
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piklerin oldugu tespit edilmistir. Ayrica kuru ve 1slak haldeki ipek protein ipliklerinin

gerilme mukavemetinde dikkate deger farkliliklar olmadigi ifade edilmistir.

Siri ve Maensiri (2010), Oecophylla smaragdina dokumaci karincalar1 tarafindan
yapilan dogal ipek iplikleinin bazi 6zelliklerini arastirmiglar ve bunlarin hiicre
matrisi olarak uygulamalar1 tiizerine calisma yapmiglardir. Dokumaci karinca
elyafinin 266 ile 3056 nm arasinda degisen ¢aplarda dokunmamis orgii ihtiva ettigini
tespit etmislerdir. Elyaflarin ortalama ¢apini, kalinligini, kiitlesini ve yogunlugunu
sirastyla 766 + 326 nm; 39,0 £ 9,8 m, 0,8 + 0,1 mg/cm? ve 0,22 £ 0,03 g/cm’ olarak
belirlemislerdir. Su temas agis1 analizi ile yapilan dl¢limlerde yeni yapilan ipliklerin
oldukca hidrofilik, daha eski liflerin ise hidrofobik oldugu gozlenmistir. TG-DTA
analiz 6l¢timleri baslica kiitle kaybinin ipek bocegi fibroinine benzer sekilde 260 ile
360 °C sicaklik aralifinda oldugu belirtilmistir. Numunenin FTIR spektrumunda,
dokumaci karinca lifinin protein yapisindaki rastgele sarim ve [-tabaka
konformasyonlarina ait amid I, amid II, amid III, C-H ve C-O piklerinin oldugun

belirtilmistir.

Kino vd. (2007), Bombyx mori ipeginin havada kurutulmasi SF (silk fibroin) filmler
ve metanolle muamele edilmis SF filmlerin kiitlece % 5’den fazla CaCl: ihtiva eden
ve standarttan 1,5 kat daha fazla iyon konsantrasyonuna sahip bir yapay viicut sivisi
icinde bekletilmesiyle de Hidroksiapatit (HAp) igceren cok tabakali HAp-SF filmler
hazirlamistir. Calismada ¢ok katmanli HAp/SF filmlerinin yaklasik kalinligi 3-5 um
olan HAp katmanlarina ve yaklasik kalinlig1 40-70 um olan SF katmanlarina sahip
oldugunu tespit ediltmistir. Maksimum T-styrilma kuvveti ve B-tabaka icerigini elde
etmek icin en iyi sartlarin 4 dakika boyunca 130 °C oldugu belirtilmistir. Ayrica
HAp-SF ve SF filmlerinin aymi hiicre yapismasmi ve aym alkalin fosfataz

aktivitelerini gosterdikleri vurgulanmistir.

Mehta ve Hede (2005), Pholcus phalangoides 6riimcegi tarafindan oriilmiis aglarin
esneklik ve mekanik mukavemet gibi ozelliklerini anlamak i¢in oriimcek agi

tizerinde  kalsit  kristallerinin  biiyiitilmesiyle = olusan  organik-inorganik
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kompozitlerinin incelenmesine dair basit ve ekonomik bir yontem gelistirmistir. Bu
yontemle elde edilen kompozit malzemenin kalsiyum karbonatin (kalsit polimorf)
biyo-mineral 6zellikleriyle 6riimcek aginin mekanik 6zelliklerinin kombinasyonunu
icerdigini tespit etmislerdir. Ayrica bir kemik gibi sert ve bir bag dokusu gibi esnek
Ozellige sahip bu ideal kompozitin yapay eklemler ve protez sektoriinde biiylik umut

vaat edebilecegi belirtilmistir.

Nimmen, vd. (2008), Araneus diadematus, A. pernyi ve Bombyx mori ipeklerinin
ikincil yapisini arastirmak i¢in FT-IR spektroskopik tekniklerinin uygulanabilirligini
arastirmiglardir. Ag proteinlerini hem gegirgen (KBr disk yontemi ve gecirgen
mikroskopi) hem de yansima yontemleri (daginik yansitimli ve seyreltilmis toplam
yansima) ile incelemislerdir. Gegirgen (KBr disk yontemi ve gecirgen mikroskopi)
yontemleriyle zayif kaliteli spektrumlarin kaydedildigi belirtilmistir. Daginik
yansitimli infrared sepektroskopisi (DRIFT) ve seyreltilmis toplam yansima (ATR)
yontemleriyle alinan spektrumlarin ise daha iyi kalitede oldugu tespit edilmistir.
Bununla beraber en iyi teknigin daginik yansitimli infrared sepektroskopisi (DRIFT)
oldugu vurgulanmis ve bu teknik ile aglarin konformasyonal yapilar1 detayl sekilde

incelenmistir.

Zhang vd. (2015), ipekbdcegi ve bazi Oriimeek tiirleri tarafindan iiretilen ipeklerin
mekanik Ozelliklerini anlamak icin 1limli kosullarin belirlenmesi gerektigini
vurgulamiglardir. Bu sebeple, ¢alismada CaClo—formik asit ¢ozeltisi i¢inde yiiksek
kaliteli liflerin korunabilecegi yeni bir ¢dziinme davranigini rapor etmislerdir. ipek
atiklarinin geri dontisiimii ve ipek tabanli fonksiyonel malzemelerin {iretimi i¢in bu
islemin basit, yiiksek verimli, diisitk maliyetli, ¢cevresel uyumlu ve biiyiik olgekli

sanayilesme potansiyeline sahip oldugunu belirtmislerdir.

Khan vd. (2007) B. mori ipek ipliklerini iyot ¢ozeltisiyle muamele ederek karbon
fiberler hazirlamiglar ve bunlarin karbon verimi, fiber morfolojisi, yapis1 ve mekanik
Ozelliklerini arastirmiglardir. Bu malzemelerin hazirlanmasi icin tek veya ¢ok

asamali karbonizasyon proseslerinin kullanildigi ifade edilmistir. Tek asamali
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islemde ag liflerinin 25-800 °C sicaklik araliginda 1sitma hizi1 5 °C/dakika olacak
sekilde argon atmosferinde 1sitildig1 belirtilmistir. Bu islemde elde edilen karbon
liflerinin kismen eridigi ve ¢ok kirilgan oldugu belirlenmistir. Cok asamali islemde
ise ilk olarak ag liflerinin 100 °C'de 12 saat boyunca iyot buharina maruz birakildigi
ve ardindan 25-800 °C sicaklik araliginda argon atmosferinde 1sitildig1 belirtilmistir.
Bu ¢ok asamali islemde elde edilen karbon liflerinin yapisal olarak saglam ve kararl
bir goriinlimde ve daha iyi mekanik 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica

elde edilen her iki malzemenin amorf bir yapida oldugu vurgulanmustir.

Wang vd. (2014), farkli bir yontemle ipekbdcegini besleyerek karbon nanotiip iceren
yiiksek mukavemetli ag lifleri elde etmistir. Calismada elde edilen lifler XRD ve IR
teknikleri ile incelemistir. IR spektrumlarinda amid I ve amid III yapilarinin arttigini,
amid II yapisinin ise azaldigi gozlenmistir. Karbon nanotiip iceren aglarin hem
termik kararliliginin hem de elektriksel 6zelliklerinin saf aglara nispeten Onemli

ol¢iide arttig1 tespit edilmistir.

Dogan vd. (2016) bir 6riimcek tiirii olan Steatoda paykulliana’nin tirettigi agin bazi
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini atomik kuvvet mikroskobu, taramali elektron
mikroskobu, enerji dagilimhi X-Isin1 spektofotometre ve seyreltilmis toplam

yansima-Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi kullanilarak aydinlatmiglardir.

Normandeau vd. (2014), FTIR ve STXM teknikleri ile siyah ve sar1 Bahce Oriimcegi
(Argiope aurantia) ve Kara Dul (Latrodectus hesperus) aglarinin protein yapisini
analiz etmislerdir. Orta IR bolgesinde biitiin 6riimcek aglarinin benzer spektrumlara
sahip oldugu ve ayn1 amid I ve amid II protein bantlarin1 gosterdigini belirtmislerdir.
Ayrica bu aglarin hem su hem de 0,001M siilflirik asit ¢ozeltisindeki yapilarini
arastirmiglar ve ag proteinleri yapisina asit yagmurunun kesin bir etkisinin

olmadigini tespit etmislerdir.
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Mhuka vd (2013), tarafindan Gonometa postica ve Gonometa rufobrunnea
ipliklerininn kimyasal, yapisal ve termik ozellikleri Bombyx mori iplikleri ile
karsilagtirilmali olarak incelenmistir. G. postica ve G. rufobrunnea ipliklerinin
benzer Ozelliklere sahip oldugu ancak B. mori ipliklerinin bu ikisinden farkli
ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Ipek ipliklerinin aminoasit analizlerinde
hepsinde toplam aminoasit igeriginin %70’den fazlasini gilisin, alanin ve serinin
olusturdugu belirtilmistir. G. postica fibroinlerindeki polar amino asitlerin miktar: B.
mori fibroinlerinkinden dikkate deger Ol¢iide fazla oldugu ve bununda kimyasal
aktiviteyi arttirdigi tespit edilmistir. Bunlara ilaveten, G. postica fibroinlerinde bazik
aminoasitlerin varliginin bunlarin hiicre ve doku Kkiiltiirii i¢inde potansiyel
biyomateryal olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir. Ayrica TGA ve DSC
verileriyle G. postica ipliginin kendi yapisal farkliliklar sebebiyle B. mori ipek
ipliginden daha yiiksek termik kararliliga sahip oldugu ifade edilmistir.

Clotuche vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada iki farkli evredeki (yetiskin disi ve
larva) Tetranychus urticae tarafindan Oriilmiis ag ipligi ¢apinin bireylerin viicut
blyiikligi ile iliskisinin olup olmadig1 arastirilmistir. Larvalar tarafindan salgilanan
ag caplarmin 0,021 ile 0,113 pm arasinda, yetiskin disi akarlar tarafindan salgilanan
ag caplarinin ise 0,042 den 0,207 um arasinda degistigi ve ag ipliklerin capi ile

akarlarin viicut biiylikligii arasinda bir iliskinin olmadig1 belirlenmistir.

Hudson vd. (2013), yetiskin ve larva Tetranychus urticae ag ipliklerinin mekanik
ozelliklerini atomik kuvvet mikroskobu ile ii¢ noktali egilme testi uygulayarak tespit
etmiglerdir. Calismada larvalar tarafindan oriilen ag iplik ¢aplarinin diger yetigkinlere

nispeten daha kii¢iik oldugunu belirlenmistir.

Literatiir incelendiginde, bu dl¢ekte kapsamli bir ¢alisma su ana kadar yapilmadigi
soylenebilir. Onceki sinirli ¢alismalarda (Clotuche vd., 2009; Grbi¢ vd., 2011) AFM
kullanigsmis olsa da, farkli cinsiyetteki bireyler tarafindan yapilan ipegin yiizey
morfolojilerinde farkliliklarin olup olmadiginin ilk defa aydinlatilmis olmasi

calismaya deger katmakta ve gorece 0zgiinlilk kazandirmaktadir. Ayrica ilk defa bu
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calismada EDX ve ATR-FTIR yontemleri kullanilarak ag yapisinin aydinlatilmasi
amaglanmistir. Ozetle calisma, T. urticae agmin bazi fiziksel ve kimyasal

ozelliklerini ortaya koyma potansiyeli tagimaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin esas materyalini Tetranychus urticae ipegi olusturmaktadir. Calisma

stiresince kullanilan malzemelere asagida deginilmistir.

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Akar oOrneklerinin agartilmasi ve temizlenmesinde % 60°lik laktik asit ¢ozeltisi
kullanildi. Akarlarin daimi preparatlart Hoyer (200 g kloralhidrat, 30 g kristalin arap
zamki, 20 ml gliserin, 50 ml saf su) ortaminda yapildi.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

1. Akarlarin konake1 bitkisi 960 C, JRS biiyiitme kabinine yetistirildi.

2. Mikroskobik imcelemeler ve viicut ol¢limleri Leica EZ4 stereo mikroskop ve

DM 4000 B model faz-kontrast donanimli 151k mikroskobunda gerceklestirildi.

3. Ipegin yiizey morfolojisi ve boyutlar1 XE-150 Park Systems atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) ve Quanta FEG 450-FEI alan emisyon kaynakli taramali
elektron mikroskobu (SEM) yardimiyla kaydedildi.

4. Numunelerin element analizleri enerji dagilimli X-Isimn1 spektofotometresiyle

(EDX) belirlendi.

5. 1Ipegin ATR-FTIR spektrumlari ThermoNicolet 6700 spektrometresiyle
kaydedildi.
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6. Karnstirma ve tartim islemlerinde sirasiyla Elektro-mag ve Cat/M 1s1 kontrollii
manyetik karistiricilar ve Chyo ve Avery Berkel 0,0001g duyarlikli teraziler
kullanildi.

3.2. Yontem

Tetranychus urticae ipegini tiretmek igin aromatik Ozellikteki Ocimum basilicum
(feslegen) bitkisi kullanildi. Feslegen, T. urticae’nin dogal bir konakgist olup baharat
olarak kullanimi nedeniyle genis capli tarimi yapilan bir bitkidir. Feslegen
tohumlarinin ekimi yapilarak 960 C, JRS yetistirme kabininde L16:D8, 25/18 °C
sicaklik ve % 60 nem sartlarinda 6 hafta biliylimesi saglandi (Sekil 3.1 ve 3.2). Daha
sonra Erzincan Universitesi Biyoloji Boliimii Laboratuvari’ndan temin edilen akar
ornekleri 0 numara firca yardimiyla bitki yapraklarina aktarildi. 2 hafta siireyle
akarlarin konake1 bitki lizerinde ag yapmasi saglandiktan sonra (Sekil 3.3 ve 3.4)
farkli cinsiyetteki (disi ve erkek) bireyler 00 numarali igne yardimiyla stereo
mikroskop altinda ayr1 ayr1 cam disklere alindi (Sekil 3.5). Diskler 24 saat
bekletilerek, akarlarin iizerine ag yapmalar1 saglandi (Sekil 3.6) ve bu siire sonunda
akarlar uzaklastirilarak cam disklerindeki ag ornekleri inceleme ve analiz igslemleri

i¢in muhafaza edildi.

Akarlarin viicut uzunlugu, viicut genisligi, gnatozoma uzunlugu ve palp biiytkligi
Leica DM 4000 B model faz-kontrast donanimli 151k mikroskobuna entegre
goriintiileme sistemine ait LAS V 3,8 programi yardimiyla, tekli ve ciftli ag
ipliklerinin yiiksekligi ve genisligi ise XE-150 Park Systems atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) yardimiyla um cinsinden 6l¢iildii.

Agn yiizey morfolojisi ve ag boyutlar1 AFM ile temassiz modda (non-contact) ve
5kV hizlandirma gerilimi altinda, Quanta FEG 450-FEI alan emisyon kaynakli
taramali elektron mikroskobu (SEM) yardimiyla incelendi (Liao, vd., 2011; Humenic
vd., 2014). Numunelerinin kimyasal bilesimleri elementel analiz cihaz1 ve enerji

dagilimli X-Isin1 spektofotometresiyle (EDX) belirlendi (Zhou vd., 2015). ATR-
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FTIR spektrumlar1 KBr ile disk hazirlamadan, numunenin elmas kristal iizerine
yerlestirilip sikistirma kelepgesiyle preslenmis hali kullanilan ATR teknigiyle
Thermo Nicolet 6700 spektrometresinde 4000-400 cm™ dalga sayisi araliginda
kaydedilerek aglarin bazi yapisal ozellikleri incelendi (Nimmen vd., 2008; Caglar
vd., 2009).

3.3. Verilerin Analizi

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
for Windows version 20.0 (Chicago, IL, USA) programi kullanilarak yapildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak
incelendi. Gruplar arasi karsilastirmalar yapilirken dagilimi bozuk veriler ig¢in
nonparametrik testlerden Mann-Whitney U testi kullanildi. Korelasyon analizinde
parametrik veriler i¢in Pearson Korelasyon testi kullanildi. P degerinin 0,05’den

kiiciik oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



43

Sekil 3.1. Bitki biiyiitme kabininde yetistirilmekte olan Ocimum basilicum (feslegen)
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Sekil 3.3. Tetranychus urticae’nin Ocimum basilicum (feslegen) yapraklarinda olugturdugu hasar
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Sekil 3.4. Ocimum basilicum (feslegen) tizerinde bir disi Tetranychus urticae bireyi

Sekil 3.5. Tetranychus urticae bireyleriin alindig1 cam diskler
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Sekil 3.6. Tetranychus urticae bireylerinin 24 saat bekletilerek ag yapmalariin saglandigi cam diskler
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. SEM/EDX Verilerinin Degerlendirilmesi

Iki noktal1 kirmizi1 ériimcek akari (Tetranychus urticae) tarafindan salgilanan ipegin
SEM/EDX deseni Sekil 4.1. ve 4.2’de ve kiitlece element yiizdeleri Tablo 4.1°de
gosterilmistir. Buna gore, ipegin yapisinda agirlikli olarak C, N ve O elementlerinin
bulundugu ve az miktarlarda ise Al, P, Cl ve K elementlerinin yer aldigi
goriilmektedir. C, N ve O miktarlarinin dikkate deger 6l¢iide fazla olmasi iki noktali
kirmizi  Oriimcek tarafindan salgilan ipegin protein yapisinda olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu durum, ATR-FTIR spektrumunda ag ipligindeki protein
bilesenlerinden kaynaklanan piklerin gozlenmesiyle de desteklenmektedir. Ag
yapisinda Al, P, Cl ve K elementlerinin az miktarda olmasi, ag orgiisiinde bulunan
yumurta, Ol akarlar, deri pargalar1 ve akarlarin digki triinlerinden kaynaklandigi
disiiniilmektedir. Calisma kapsaminda elde edilen element analiz verilerinin
literatiirde yapilan ¢aligmalarla uyum igerisinde oldugu tespit edilmistir (Clotuche

vd., 2009; Grbi¢ vd., 2011, Mhuka vd., 2013).
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8/29/2014 HV pressure | mag [] WD det — 100 ym — @ @ @
6:06:09PM | 5.00kV | 120Pa | 1200x | 12.4 mm | GSED Erzincan Universitesi

Sekil 4.1. Tetranychus urticae yumurtasi ve ipeginin SEM goriintiisii

Tablo 4.1. Tetranychus urticae ipeginin elementel analiz verileri
C N (0] Al P Cl K
Kiitle (%) 69,82 8,55 17,51 0,37 0,76 0,90 2,10
Kiitlece Atom (%) 76,14 7,99 14,34 0,18 0,32 0,33 0,70

110K T
99K K||L Element [Weight (%) |Atomic (%)
aK C 69.82 76.14
sex | N 8.55 7.99
77K 0 17.51 14.34
Al 0.37 0.18
66K
P 0.76 0.32
35K Cl 0.90 0.33
44K K 2.10 0.70
33K
22K oK
1k L Cl Ke
p LN K Al K P K ClKB K Ka k KB
0K —— pa.
0.00 0.67 134 201 2.68 3.35 402 469 5.36 6.03
Lsec: 83.8 0 Cnts 0.000 keV Det: Octane Plus Det

Sekil 4.2. Tetranychus urticae ipeginin SEM/EDX verileri
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4.2. iki Noktah Kirmizi Oriimcek Agimin ATR-FTIR Verilerinin Degerlendirilmesi

Iki noktali kirmiz1 riimecek akari tarafindan salgilanan ipegin ATR-FTIR spektrumu
Sekil 4.2°de, 6nemli karakteristik titresim bantlar1 ve dalga sayilar ise Tablo 4.2°de
gosterilmistir. Infrared spektroskopisi &riimcek ve ipekbdcegi aglarindaki protein
yapilarinin  molekiiler konformasyonunu arastirmak i¢in kullanilan en Onemli
tekniklerden birisidir (Shao wvd., 1999; Nimmen vd., 2008). Molekiiler
konformasyonun tayininde protein yapisinda bulunan amid grubuna ait amid I, amid
II ve amid III bantlar1 olarak adlandirilan ve 1200-1700 cm™ araliginda gelen titresim
pikleri temel alinir. Amid I bantlar1 C=0O gerilmesinden kaynaklanir ve genellikle
1590-1700 cm! arahiginda gdzlenmektedir. Bu bantlar protein yapisindaki farkl
molekiiler konformasyonlardan en fazla derecede etkilenir. Amid II bantlar1 ise N-H
egilme titresimleri ve C-N egilme titresimlerinden dogmaktadir ve 1460-1590 ¢cm’!
arahiginda gelmektedir. 1190-1280 cm™! araliginda gozlenen amid III bantlari ise NH
egilme ve O-C-N gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Tsukada vd., 2010;
Koperska vd., 2014). Ozellikle amid I bantinin pozisyonu ve sekli molekiiler
konformasyonu belirlemede siklikla kullanilir. 1618-1640 cm™ araliginda gelen amid
I bantlar1 B-tabaka (B-sheet) konformasyona karsilik gelir. Rastgele sarim (random
coil) konforformasyonu belirleyici amid 1 bantlar1 ise 1640-1650 cm™ araliginda
gozlenir. 1650-1660 cm™ araligindaki amid I bantlar1 da a-sarmal (a-helical)
konformasyon i¢in belirleyicidir (Siri ve Maensiri, 2010; Tsukada vd., 2010;
Koperska vd., 2014).

Iki noktali kirmiz1 ériimeek ipeginin ATR-FTIR spektrumunda 3282, 2970, 2940,
1642, 1632, 1524, 1415, 1371, 1230 ve 1059 cm’de pikler gézlenmistir. 3282 cm’
’de gozlenen genis ve yayvan pik protein yapisindaki N-H gerilme titresiminden
kaynaklanirken, 2970 ve 2930 cm™!*deki pikler ise sirastyla antisimetrik ve simetrik
C-H gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir. 1642 ve 1632 cm™’deki gdzlenen
amid [ bantlari, ag yapisinda sirasiyla rastgele sarirm ve [-tabaka
konformasyonlarinin varligini gostermektedir (Shao vd., 1999; Siri ve Maensiri,
2010; Tsukada vd., 2010; Koperska vd., 2014). 1524 ve 1230 cm’deki sirasiyla

amid II ve amid III bantlarindan kaynaklanirken, rastgele sarim konformasyonun
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oldugunu isaret etmektedir. Bunlara ilaveten 1415, 1371 ve 1059 cm™’de sirasiyla

antisimetrik C-H egilme, simetrik C-H egilme ve C-N gerilme pikleri mevcuttur.
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Sekil 4.3. Tetranychus urticae tarafindan salgilanan ipegin ATR-FTIR spektrumu

Tablo 4.2. Tetranychus urticae tarafindan salgilanan ipegin ATR-FTIR titresim
bantlar1

Dalga say1s1 (cm™) Titresim Tiirii

3282 N-H gerilme

2970 Antisimetrik C-H gerilme

2940 Simetrik C-H gerilme

1642 Amid I bant1 (C=O gerilme, rastgele sarim
konformasyonuna ait)

1632 Amid I bant1 (C=O gerilme, B-tabaka
konformasyonuna ait)

1524 Amid II bant1 (N-H egilme ve C-N egilme)

1415 Antisimetrik C-H egilme

1371 Simetrik C-H egilme

1230 Amid IIT bant1 (N-H egilme ve O-C-N gerilme,

rastgele sarim konformasyonuna ait)
1059 C-N gerilme
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4.3. iki Noktah Kirmizi Oriimcek Agimin AFM Verilerinin Degerlendirilmesi

Disi ve erkek Tetranychus urticae tarafindan yapilan ag ipliklerinin yiizey
morfolojisi ve boyutlart AFM teknigiyle tespit edilmistir. Bu aglarin iki boyutlu ve
farklr agilardaki iic boyutlu AFM goriintiileri Sekil 4.4 ve 4.23 araliginda verilmistir.
AFM gorintiilerinden, gerek disi gerekse erkek akarlar tarafindan oriilen ag
ipliklerinin sekillerinin benzer ve igbiikey silindirik bir yapiya sahip olduklar
gozlenmistir. Genel olarak, disi akarlar tarafindan oriilen ag iplikleri erkek akarlar
tarafindan oriilen ipliklere nispeten daha piirlizsiiz bir yapidadir. Bununla beraber
hem disi hem de erkek ag ipliklerinin tekli ve ikili yapida naksedildikleri tespit
edilmigtir. Bu durum ag ipliklerinin boyutsal analizlerinde ¢ok degiskenlige sebep
olacagindan otiirti disi-tekli, disi-¢iftli, erkek-tekli ve erkek-¢iftli ag iplikleri

basliklar1 altinda incelenmistir.

Disi-tekli ag ipliklerinin yiikseklikleri, genislikleri ve yiikseklik/genislik degerleri
sirastyla 0,040-0,139 pum, 0,408-0,582 pum ve 0,070-0,340 aralifinda; ortalama
degerler ise sirasiyla 0,100+0,029 pm, 0,490+0,055 um ve 0,242+0,074 olarak
Olclilmiistiir (Tablo 4.3.-5, Sekil 4.24-45). Disi-¢iftli ag iplikleri ic¢in yiikseklik,
genislik ve ylikseklik/genislik degerleri sirasiyla 0,062-0,186 um, 0,746-1,078 pm ve
0,069-0,210 araliginda yer alirken; ortalama degerler ise sirastyla 0,112+0,033 um,
0,904+0,100 um ve 0,126+0,039 olarak belirlenmistir (Tablo 4.3.-5, Sekil 4.24-45).
Disi-tekli ve ¢iftli ag ipliklerinin Olglim degerleri kiyaslandiginda yiikseklik
degerlerinde Onemli bir degisme gozlenmezken, ¢iftli ag ipliklerinin genislik
degerlerinin tekli ag ipliklerine gore yaklasik iki kat1 oldugu tespit edilmistir. Erkek-
tekli ag ipliklerinin yiikseklik, genislik ve yiikseklik/genislik degerleri sirasiyla
0,031-0,061 pm, 0,365-0,693 um ve 0,052-0,118 araliginda; ortalama degerleri ise
sirastyla 0,04440,075 pm, 0,544+0,115 pm ve 0,083+0,017 olarak o6l¢iilmiistiir
(Tablo 4.3.-5, Sekil 4.24-45). Erkek-ciftli ag iplikleri i¢in yiikseklik, genislik ve
yiikseklik/genislik degerleri ise sirasiyla 0,035-0,070 um, 0,708-1,118 um ve 0,032-
0,072 araliginda yer alirken; ortalama degerleri ise sirasiyla 0,051+0,001,
0,880+0,156 um ve 0,059+0,012 olarak belirlenmistir (Tablo 4.3.-5, Sekil 4.24-45).
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Erkek ag ipliklerinde de disi ag ipliklerinde oldugu gibi bariz degisiklik, ipegin

genislik degerlerinde gozlenmistir.

Disi akarin viicut uzunlugu, genisligi, uzunluk/genislik orani, gnathozoma uzunlugu
ve palp genisligi degerleri sirastyla 499-582 um, 299-378 um, 1,480-1,735, 103-120
ve 80-95 um araliginda; ortalama degerleri ise sirasiyla 538+25,43 um, 336+22,64
pm, 1,602+0,069, 112+4,402 pum ve 87,97+3,624 pum olarak Olc¢lilmiistiir. Erkek
akarlar i¢in bu viicut biiyiikliikleri sirastyla 276-362 pm, 165-209 um, 1,594-2,084,
72-92 um ve 57-68 pum araliginda; ortalama degerleri ise sirasiyla 323+£22,26 pum,
180+10,84 pm, 1,798+0,099, 79,70+4,76 pm ve 61,20+2,82 pum olarak tespit
edilmistir. Hem disi hem de erkek akarlarin yaptigi ag ipliklerinin boyutlar1 kendi
gruplart (disi tekli-erkek tekli ve disi ciftli-erkek ciftli) arasinda, akarlarin viicut
biiytikliikleri ile istatiksel olarak karsilastirilmali olarak incelenmistir. Erkek ve disi
akarlara ait gerek tekli ve gerekse ciftli aglar kendi aralarinda karsilastirildiginda;
hem tekli hem de ¢iftli aglarin yiiksekligi, yiikseklik/genislik oranlar1 arasinda
anlamli farklilik tespit edilmistir (p < 0.001). Ancak naksedilen bu aglarin
geniglikleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p > 0.05)

(Tablo 4.3).

Disi akarlar tarafindan oriilen ag ipliklerinin yiiksekligi, yiikseklik/genislik oranlar
erkek akarlar tarafindan oOriilen ipliklere nispeten daha biiyiiktiir. Bu durum, ag
ormede fonksiyon goren palp biiyiikliigi ile iliskilendirilebilecegi gibi viicut
biiyiikligii de iligkilendirilebir. Akarlar ve ag yapan diger canlilar, kendilerini
tagiyabilecek ve diismanlarindan korunabilecek kadar saglam ag iplikleri

yapmaktadirlar (Clotuche vd., 2012).

Bunlara ilaveten yapilan istatiksel degerlendirmede hem erkek akarlarin viicut
Olciileri ile yaptig1 aglarin (tekli veya ¢iftli) boyutlar1 arasinda hem de disi akarlarin
viicut Olgiileri ile yaptigr aglarin (tekli veya c¢iftli) boyutlar1 arasinda bir anlam
bulunamamistir. Bu durum, hayvanin ag 6rme hizi, beslenme durumu, stresi,

bulundugu ortam yiizeyi, ortam sicakligi ve nemi gibi faktorlerle de iligkili olabilir.
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Tablo 4.3. Tetranychus urticae erkek ve disisinin yaptig1 tekli ve ciftli aglar arasindaki iligki

Agin Yiiksekligi Agin Genisligi Agm Yiikseklik / Genislik Oram
Tekli Ag Ciftli Ag Tekli Ag Ciftli Ag Tekli Ag Ciftli Ag
(Ort- P* (Ort- P* (Ort- P* (Ort- pP* (Ort- P* (Ort- pP*
Std.Sap) Std.Sap) Std.Sap) Std.Sap) Std.Sap) Std.Sap)
0,043 -
Erkek 0.007 0,051 - 0,009 0,543 - 0,114 0,880 - 0,155 0,083 - 0,017 0,059 - 0,012
<0,001 < 0,001 > 0,05 > 0,05 <0,001 <0,001
Disi 061(?209_ 0,112 -0,033 0,490 - 0,055 0,904 - 0,102 0,210-0,074 0,125 - 0,038

P* : Mann Whitney-U testi; Ort: Ortalama; Std. Sap: Standart Sapma
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Tablo 4.4. Tetranychus urticae (Erkek) viicut dlgiileri ile tekli ve ¢iftli ag1 arasindaki korelasyon

Tekli Ag Ciftli Ag
T 4 . P P
Ol¢iim Degerleri (um) Ortalama-Standart sapma Ry) Ortalama-Standart sapma Ry)
Uzunluk/Genislik Orani 1,798 — 0,099 1,798 — 0,099
> 0,05 > 0,05
(- 0,002) (-0,152)
Agin Yiikseklik/Genislik Oram 0,083 - 0,017 0,059 -0,012
Gnatozoma 79,70 — 4,764 79,70 — 4,764
> 0,05 > 0,05
0,375) (-0,119)
Agin Yiikseklik/Genislik Orani 0,083 - 0,017 0,059 -0,012
Palp 61,20 - 2,821 61,20 - 2,821
> 0,05 > 0,05
(0,488) (0,023)
Agin Yiikseklik/Genislik Oram 0,083 -0,017 0,059 -0,012

* Pearson korelasyon test; Rs: Korelasyon katsayisi
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Tablo 4.5. Tetranychus urticae (Disi) viicut olgiileri ile tekli ve ¢iftli ag1 arasindaki korelasyon

Tekli Ag Ciftli Ag
A 4 . P P
Ol¢iim Degerleri (um) Ortalama-Standart sapma R,) Ortalama-Standart sapma Ry)
Uzunluk/Genislik Orani 1,602 — 0,069 1,602 — 0,069
> 0,05 > 0,05
S . - (0,073) (- 0,290)
Agin Yiikseklik/Genislik Oram 0,210-0,074 0,125 -0,038
Gnatozoma 112,00 — 4,402 112,00 — 4,402
> 0,05 > 0,05
S . - (- 0,162) (0,127)
Agin Yiikseklik/Genislik Oram 0,210-0.074 0,125 -10,038
Palp 87,97 — 3,624 87,97 — 3,624
> 0,774 > 0,05
(- 0,061) (0,110)
Agin Yiikseklik/Genislik Oram 0,210-0,074 0,125 -0,038

* Pearson korelasyon test; Rs: Korelasyon katsayisi
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Sekil 4.4. Tetranychus urticae (Disi). Tekli ipligin iki boyutlu AFM goriintiisii
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Sekil 4.5. Tetranychus urticae (Disi). Tekli ipligin ti¢ boyutlu AFM goriintiisii (6n)
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Sekil 4.6. Tetranychus urticae (Disi). Tekli ipligin ti¢ boyutlu AFM goriintiisii (yan)
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Sekil 4.8. Tetranychus urticae (Disi). Tekli ipligin ti¢ boyutlu AFM goriintiisii (yan)
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Sekil 4.9. Tetranychus urticae (Disi). Ciftli ipligin iki boyutlu AFM goriintiisii
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Sekil 4.10. Tetranychus urticae (Disi). Ciftli ipligin ti¢ boyutlu AFM gériintiisii (6n)
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Sekil 4.11. Tetranychus urticae (Disi). Ciftli ipligin ti¢ boyutlu AFM goriintiisii (yan)
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Sekil 4.14. Tetranychus urticae (Erkek). Tekli ipligin iki boyutlu AFM goriintiisti
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Sekil 4.16. Tetranychus urticae (Erkek). Tekli ipligin ti¢ boyutlu AFM goriintiisii
(yan)



64

nm

320 —
s

2801 320

| 280 ol
240
200

.

Sekil 4.17. Tetranychus urticae (Erkek). Tekli ipligin ii¢ boyutlu AFM goriintiisii (yan)
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Sekil 4.18. Tetranychus urticae (Erkek). Tekli ipligin ii¢ boyutlu AFM goriintiisii (yan)
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Sekil 4.19. Tetranychus urticae (Erkek). Ciftli ipligin iki boyutlu AFM goriintiisii
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Sekil 4.20. Tetranychus urticae (Erkek). Ciftli ipligin ti¢ boyutlu AFM goriintiisti (6n)
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Sekil 4.21. Tetranychus urticae (Erkek). Ciftli ipligin ti¢ boyutlu AFM goériintiisii
(yan)
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Sekil 4.22. Tetranychus urticae (Erkek). Ciftli ipligin ii¢ boyutlu AFM goriintiisii (yan)
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Sekil 4.23. Tetranychus urticae (Erkek). Ciftli ipligin ii¢ boyutlu AFM gériintiisii (yan)
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Sekil 4.25. Tetranychus urticae (Disi). Viicut genisligine ait degerler
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Sekil 4.27. Tetranychus urticae (Disi). Gnathosomanin uzunluk degerleri
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Sekil 4.31. Tetranychus urticae (Disi). Tekli ipligin yiikseklik/genislik degerleri
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Sekil 4.33. Tetranychus urticae (Disi). Ciftli ipligin genislik degerleri
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Sekil 4.35. Tetranychus urticae (Erkek). Viicut uzunluguna ait degerler
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu c¢alismada iki noktali kirmizi o6riimeek ipeginin bazi fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinin atomik kuvvet mikroskobu (AFM), taramali elektron mikroskobu
(SEM), enerji dagilimli X-151mm1 spektofotometre (EDX) ve seyreltilmis toplam
yansima-Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (ATR-FTIR) kullanilarak ortaya

cikarilmaya caligilmastir.

Calisma tasarlanirken hedefleri su sekilde belirlenmis idi;

1. Iki noktali kirmiz1 driimcek aginin elementel dzelliklerinin tayini,
2. Agin yiizey morfolojisinin aydinlatilmasi,

3. Farkli cinsiyetteki akarlarin iirettigi iplikler arasinda morfolojik farkliliklarin

olup olmadiginin aydinlatiimasi,

4. Viicut ve agiz parcalariin (gnatozoma ve palp) biiyiikligii ile tekli ve ¢iftli ag
ipliginin boyutlar1 (genislik ve yiikseklik) arasindaki iliskinin istatistiksel
bakimdan karsilastirilarak ortaya konulmasi,

5. Tekli ve ciftli ag ipliklerinin AFM goriintiileri ve 6l¢im verilerine dayanarak,

hayvanin ag 6rme sekilleri hakkinda ¢ikarimlarin yapilmasi.

Calismanin bu haliyle hedeflerine ulastigi sdylenebilir. Arastirma sonucunda; iki
noktali kirmiz1 6riimeek akari tarafindan iiretilen ipegin hem rastgele sarim hem de
B-tabaka konformasyonlarindan olusan protein yapisina sahip oldugu, ipegin ylizey
morfolojisinin i¢biikey silindirik bir yapida oldugu ortaya ¢cikmustir. Cinsiyete gore
ag ipliklerinin boyutlar1 arasinda yapilan istatiksel analizde hem tekli hem de ¢iftli
aglarin yiiksekligi, ylikseklik/genislik oranlar1 arasinda anlamli farkliliklar tespit
edilmistir. Fakat bu aglarin genislikleri arasinda farkliliklar bulunsa da bu farkliligin
istatistiki olarak anlamli olmadigi anlasilmistir. Ayrica gerek disi gerekse erkek
akarlarin  viicut Olciileri ile yaptigi aglarin boyutlar1 arasinda bir anlam

bulunamamustir.
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Alanyazin incelendiginde, iki noktali kirmiz1 6riimcek aginin fonksiyonlar1 {izerine
bazi ¢aligmalar bulunmasina ragmen, agin fiziksel 6zellikleri sinirlt 6l¢iide bilindigi
anlasilmaktadir (Clotuche vd., 2009; Grbi¢ vd., 2011; Hudson vd., 2013). Ozellikle
agin mimarisi hala kesfedilmis durumda degildir. Grbi¢ vd. (2011) esas olarak T.
urticae genomunu ortaya koydugu calismada, agin SEM ve AFM ile genel bir
goriintlislinli alarak AFM yardimiyla mekanik testler yaptigi, Hudson vd. (2013)’iin
yine agm mekanik Ozelliklerini AFM ile belirlemeye c¢alistigi, Clotuche vd.
(2009)’un ise yeni bir protokol gelistirmek suretiyle floresan mikroskopta T. urticae

aginin genel goriintiisiinii ortaya koydugu sdylenebilir.

Tez calismasi ile biyoinspired materyallerin tasarimi ve iiretimi agisindan temel
bilgiler ortya kondugu sdylenebilir. Medikal ve farmakolojik degeri yiliksek olarak
bilinen bu gibi biyomateryallerin incelenmesinin endiistriye katki saglamasi
muhtemeldir. Elde edilen veriler bu alanda ve temel bilimler diizeyinde literatiir
eksigini bir olglide giderecek ve katki saglayacak niteliktedir. Tez konusu ayrica

interdisipliner arastirmanin glizel bir 6rnegini sergilemektedir.

Calismada kullanilan yontemler ipegin goriintiileme ve molekiiler analizleriyle
sinirhidir. Ipeklerinin karakteristik farkliliklarini veren en dnemli yapisal parametreler
nanoskalada belirlenen alanince zengin 3D kristalin olusumlar ile glisince zengin
plaka seklindeki nano olusumlardir. Malzemeye mekanik oOzellikler (esneklik ve
saglamlik) kazandiran yap1 bu olusumlar ile karakterize edilebilir. Bunlarin analizleri
icin ortalama kristalit bliylikliigiinii belirlemede XRD yontemi kullanilabilir. En
ayritili analizler ise genis skalada SAXS (1-100 nm)ve WAXS (1-10 A) yéntemleri
ile yapilabilir. Buna ragmen calisilacak deneysel yoOntemlerle de optimum
karakterizasyonlarin yapilabilecegi aciktir. Ozellikle rezolusyonu yiiksek SEM

analizleriyle nanoskalada tamamlayic1 bilgilere ulasilabilir.

Ipek iplikleri ikincil yapilar olup ag1 érmek icin 6nciil protein ve tuz karigtmindan
olusan bir yapistiric1 sividan olusmaktadir. Bu nedenle ¢ogunlukla amorf yapili

organik proteinleri icerdiginden tez siiresince yiiriitilen ¢alismalar yapiy1
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aydinlatmada yetersiz sayilabilir. XRD, elemental analiz gibi yontemler spesifik
tiirlerin neler olabilecegi konusunda karmasik bilgiler sunmaktadir. Organik yapinin
inorganik icerikten ayrilmasi analizde daha dogru bir yaklasim olacagi
diisiiniilmektedir. Ozellikle protein yapmin analizi “nondestructive” analizlerle
tamamlanamayacak ve pek ¢ok analiz sadece yapilmis olmakla kalacaktir. Ileride bu

yonde caligmalar yapildig: takdirde daha anlamli olacaktir.

Calismamizda, konaker bitki olarak feslegen kullanilmistir. Farkli konaket bitkiler
kullanilarak bitki degisikliliginin agin yapisal ve morfolojik Ozellikleri {izerine
etkisinin olup olmadig1 arastirilabilir. Bilhassa, alifatik ve aromatik konake1

bitkilerde oriilen aglarin 6zellikleri incelenebilir.

Basta ziraatciler olmak iizere diger alanlardaki arastirmacilarla disiplinlerarasi
calismalar yaparak dogal ve kimyasal miicadele ortaminda oriilen aglarin 6zellikleri

ayrintili olarak arastirilabilir.
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