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Yiksek Lisans Tezi
OZET

GRYLLOTALPA GRYLLOTALPA’'DAN ENTOMOPATOJENIK FUNGUSLARIN
[ZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Emine SONMEZ

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Ismail DEMIR
2012, 93 Sayfa, 16 Sayfa Ek

Bu calismada tarim alanlarinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan zararlilara
kars1 etkili bir fungal etmen tespit etmek amaciyla Gryllotalpa gryllotalpa’dan 15 adet
fungus izole edildi. Morfolojik (enfeksiyon sekli, koloni morfolojisi, spor sekli) ve
molekiiler (ITS1-5.8S ITS2 gen bolgesi, EF1-a, RPB1, RPB2a, RPB2b, Bloc ve B-Tubulin
sekanslari) karakterizasyonlar sonucunda izolatlarin Beauveria bassiana (ARSEF 11688),
Clonostachys sp. (ARSEF 11689, ARSEF 11690, ARSEF 11691, ARSEF 11693, ARSEF
11695, ARSEF 11700, ARSEF 11701, ARSEF 11702), Metarhizium anisopliae (ARSEF
11694) ve Myriodontium keratinophilum (ARSEF 11697,ARSEF 11698) oldugu belirlendi.
Bu izolatlarm tiimii G. gryllotalpa’dan ilk kez izole edildi. Spor siispansiyonlar1 1x10’
spor/ml yogunlugundaki spor siispansiyonlarmim model organizma Galleria mellonella
tizerinde yapilan insektisidal aktivite testleri sonucunda 15 giin iginde en yiiksek 6lim
orant %100 6lim orani ile B. bassiana (Gg-1), Clonostachys sp. (Gg-3), M. keratinophilum
(Gg-11) ve M. anisopliae (Gg-12)’den saglandi. G. grylotalpa iizerinde 20 giinlik deney
periyodunda en yiiksek 6liim orani da %86.7 olarak M. anisopliae Gg-12’den elde edildi.
Bu sonuglar, virulans: yiiksek olan izolatlarin dnemli tarim ve orman zararlilarina karsi

mikrobiyal ve entegre miicadele uygulamalarinda umut verici olduklarini1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Gryllotalpa gryllotalpa, mikrobiyal miicadele, entomopatojenik
funguslar

VI



Master Thesis
SUMMARY

Isolation and Characterization of Entomopathogenic Fungi from Gryllotalpa gryllotalpa
Emine SONMEZ

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. ismail DEMIR
2012, 93 Pages, 16 Pages Appendix

In this study, to determine a effective fungal agent against agricultural pests that
cause great economical damage to farming fields; were isolated 15 fungal strains from
Gryllotalpa gryllotalpa. After morphologic (infection contour, colony morphology, spore
contour) and molecular (ITS1-5.8S ITS2 gene area, EF1-a, Bloc, RPB1, RPB2a, RPB2b, B-
Tubulin sequences) characterizations studies, those strains were identified as Beauveria
bassiana (ARSEF 11688), Clonostachys sp. (ARSEF 11689, ARSEF 11690, ARSEF 11691,
ARSEF 11693, ARSEF 11695, ARSEF 11700, ARSEF 11701, ARSEF 11702), Metarhizium
anisopliae (ARSEF 11694) and Myriodontium keratinophilum (ARSEF 11697, ARSEF
11698). All isolates were isolated from G. gryllotalpa for the first time. Spore suspensions
were prepared as 1 x 10" spore/ml density. Insecticidal activity experiments done on model
organism Galleria mellonella resulted in a 15 days experiment period that, isolates B.
bassiana (Gg-1), Clonostachys sp. (Gg-3), M. keratinophilum (Gg-11) and M. anisopliae (Gg-
12) provide 100% death over Galleria mellonella. The highest death rate of 86,7%, obtained
from M. anisopliae (Gg-12) on the 20-day experimental period against G. grylotalpa. These
results are indeed promising, considering isolates with high virulence can be used for

microbial and entegrated management over the agricultural and forest pests.

Key Words: Gryllotalpa gryllotalpa, microbial management, entomopathogenic fungi
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Diinyada ve Tiirkiye'de hizli niifus artisina paralel olarak, tarimsal {iretimin ve gida
arzinin ayni oranda ve siirekli olarak arttirilmasi imkanlar1 kisitlidir. Bununla birlikte
ortaya ¢ikan aglik sorunu, kiiresel bir felaket halini almaktadir. Bu felakete engel olmak
i¢cin tarimda birim alandan elde edilebilecek verimi artirmak i¢in yeni tarim tekniklerinin
gelistirilmesi ve uygulanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yonde yapilan en Onemli
girigim yliksek verimli ¢esitlerle monokiiltiir iiretim ve {iretimde su basta olmak iizere girdi
kullaniminin yogunlagmasi sorunlarini beraberinde getirmistir.

Bu girdilerin en temel olanlar1 arasinda organik tarim, su, ilag ve suni giibre
sayilabilir. Organik tarim c¢evrenin ve dogal tarim kaynaklarinin korunmasini, bozulan
ekolojik dengenin yeniden tesisini, biyolojik cesitliligin devamini, kimyasal kirliligin
Oniine gecilmesini, olumsuz ¢evre kosullarinin iyilestirilmesini ve diinya niifusunun sosyal-
ekonomik refahini gelistirecek sistem ve uygulamalar1 igermektedir. Her gecen giin hizla
tilkenen dogal kaynaklarin dengeli kullanimini ve dogal dengenin korunmasini hedefleyen
bu sistemde, Ozellikle cevre kirliliginin biiyiik boyutlara ulastigi ve ¢evre bilincinin 6n
plana c¢ikti§1 giiniimiizde organik tarim ve biyolojik miicadele daha bilyiikk 6nem
kazanmigtir (Lampkin, 1994).

Tarimda meydana gelen bu ¢éziim Onerilerine ragmen, giiniimiizde ag¢lik sorunu
halen devam etmektedir. Bu sorun, Diinya’da iiretim miktarindaki azliktan ziyade gida
dagilimindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla, tarimda tiretim sistemlerinde
yeni arayislar ve saglikli gida elde edilmesi giderek onemi artan bir konu haline gelmistir.
Gida giivenilirligini tehlikeye iten en 6nemli faktorlerden birisi de iiretim sirasinda verimi
ve kaliteyi azaltan bitki hastalik ve zararlilarmma karsi kullanilan kimyasallardir. Uzun
stireden beri uygulanmakta olan kimyasal miicadele sonucu ortaya ¢ikan ciddi sorunlardan
dolay1, alternatif yontemler gelistirilmeye baslanmistir. Yogun kimyasal kullanimi
sonucunda, dogal denge tahrip olmus, ¢evre ve insan sagligi her gecen giin biraz daha

tehdit altina girmistir. Tiim bu sorunlar karsisinda g¢evre ile dost, uzun siire etkili bir



miicadele yontemi olarak biyolojik miicadele 6n plana ¢ikmistir. Siirdiiriilebilir tiretim
acisindan biyolojik miicadele kaginilmaz hale gelmistir (Seniz ve ark., 2005).

Tarim zararhilariyla kimyasal miicadelede yogun ve gereksiz ilag kullaniminin en
onemli sorunlarindan biri de zararlilarin kisa siirede kullanilan kimyasallara karsi direng
olusturmalaridir (Stumpf ve Nauen 2001). Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) direnci, normal
bir popiilasyondaki bireylerin ¢ogunu 6ldiirdiigi tespit edilen zehirli bir maddenin belirli
bir dozuna karsi, aym tiiriin diger popiilasyonundaki bireylerin tolerans kazanma
yeteneginin gelismesi seklinde belirtmektedir (Brown, 1958). Bir zararli bocege karsi bir
insektisit veya insektisit grubunun uzun siire devamli olarak kullanilmasi halinde
seleksiyon veya mutasyon yoluyla o bocekte ilaca karsi direng gelisebilmektedir
(Giray,1977). Tiim bu sonuglar dogrultusunda diger miicadele yontemlerinin gelistirilmesi
cabalar1 hiz kazanmistir. Alternatif yontem arayisi iginde ise biyolojik miicadele 6n plana
¢ikan yontemler arasindadir.

Biyolojik miicadele, zararli, hastalik ve yabanci otlarin diger canlilarin yardimryla
ekonomik zarar esiginin altinda tutulmasidir. Bir baska deyisle dogada zararli olan canlilari
tamamen yok etmeden dogal dengeyi koruyucu, onarici ve destekleyici onlemlerin
uygulanmasidir. Biyolojik miicadelede etkili olan dogal diismanlar predatorler,
parazitoidler ve patojenler olarak ii¢ ana grupta toplanmistir. Predatorler zararh {izerinde
dogrudan beslenerek etkili olan faydali boceklerdir. Parazitoidler, yumurtalarin1 diger bir
bdcegin ergin ya da ergin dncesi donemleri dedigimiz yumurta, larva ve pupa gibi gelisme
donemleri icerisine birakarak etkili olan genellikle ar1 grubundan faydalhidirlar. Patojenler
ise diger canlilarda oldugu gibi zararlilarda da hastalik yapan etmenlerdir. Hastalik
olusturan patojenler fungus, bakteri, viriis ve nematod gibi canlilardir (Weeden et al.,
2007). Biyolojik miicadelede ii¢ temel yaklasim vardir. Bunlar: (i) mevcut dogal
diismanlarin korunmast ve etkilerinin arttirilmasi, (i) dogal diisman popiilasyonunun
cogaltilmasi ve desteklenmesi ve (iii) dogal diismanlarin ithal edilmesidir. Bu ii¢ yontem
birbirinden bagimsiz olarak disiiniilmemelidir. Ciinkii, bu yontemler birbirinin
tamamlayicist durumundadir. Bunlar, ayni zamanda bir zararliya karsi uygulanacak
biyolojik miicadelenin asamalarini teskil eder.

Zararl1 bocekler, basta orman arazileri olmak iizere, tarla ve bahge bitkilerinde,
seralarda, siis bitkilerinde, koruma altina alinmis bolgelerde yetisen bitki tiirleri {izerinde,

depolanmis iiriinlerde biiyiik zararlara yol agmaktadir (Lacey vd., 2001). Ozellikle tarim



tiriinlerinde, tiretimin ve verimin diismesindeki en onemli etken zararli boceklerdir. Misir,
tiitlin, ay¢igegi, soya fasulyesi, pamuk gibi Tiirkiye ekonomisinde 6nemli yeri olan iirlinler
tizerinde pek ¢ok tarimsal zararli yasamaktadir. Bunlar, tiriinler iizerinde ¢esitli derecelerde
zararlar meydana getirerek biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Danaburnu (Gryllotalpa gryllotalpa) tiim diinyada oldugu gibi {ilkemizde de 6nemli
tarim zararlilarindan biridir. Bitki koklerine oldukga fazla zarar verdigi i¢in miicadelesinde
periyodik olarak ilaglama yapilir. Zararlinin miicadelesinde kimyasal insektisit kullanimi
oldukca yaygindir. Ancak giliniimiizde zararli ile miicadelede alternatif yontemler
arastirilmaktadir.

Tiirkiye’de Kimyasal insektisit tiiketimi 1979-2002 yillar1 arasinda % 45,29’luk bir
artis gostermistir (Delen ve ark., 2005). Pestisitlerin dezavantajlar1 ve yan etkileri artik
herkes tarafindan bilinmektedir. Her seyden 6nce, pestisit uygulamalari tiretim maliyetini
artirmaktadir. Kimyasal miicadele c¢ergevesinde kullanilan birgok kimyasalin
agrockosistemde bulunan ve hedef olmayan diger canlilar {lizerinde de etkili oldugu
saptanmigtir. Bunlar 6zellikle zararl tiirleri baski altinda tutan dogal diismanlar tizerinde
yan etkilere sahiptir. Diinyada da pestisitlerin yararli fauna tizerindeki olumsuz etkilerini
gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Zchenxian, 1988; Smilanick, 1996; Wiles,
1994; Inglesfield, 1989; Hernandez vd., 1993; Choi vd., 2001; Martinez ve Barcelo, 2001).
Bunun sonucu olarak zararlilar kontrolsiiz olarak ¢ogalmakta ve bu da ekstra miicadele
cabalarina ve maliyet artisina neden olmaktadir. Yine yogun kullanilan ilaglar, ortamda
bulunan diger tiirleri de 6ldiirdiigii icin dogada denge bozulmaktadir. Ayrica, yogun ilag
kullanim1 sonucu bitkilerde zarar yapan bazi bocek ve benzeri canlilar ile hastalik etmeni
bazi funguslarda da ilaglara kars1 direng gelismekte ve ilaglarin etkinligi azalmaktadir. Bu
da daha yogun ila¢ kullanimini beraberinde getirmekte ve bdoylece bir kisir dongii
olusmaktadir.

Pestisitler, uygulandiklarinda dogrudan veya dolayli olarak bitkiden, topraga
ulagmakta ve oradan yagmur sulari ile yikanarak yeralti sularina, akarsulara, gol ve deniz
sularina taginmakta, buralardan da besin zinciri yoluyla insana ulasmaktadir. Ekosistemde
iriin kaybina neden olan zararli, hastalik ve yabanci otlara karsi yapilan ilaglamalarda
atilan ilacin % 0.015-% 6.0’s1 hedef alinan canli lizerine ulasmakta ve yeterli etki
alinmakta, geri kalan kismi ise hedef olmayan organizmalara ve topraga ya da dogal

ekosisteme siiriiklenmektedir (Yildiz ve ark., 2005). Bir kismi da uygulama sonrasinda



buharlasarak dogrudan atmosfere karigmakta ve tekrar yagmur sulari ile topraga
diismektedir. Pestisitler bu dolasim sirasinda bu yasam alanlarinda yasayan canlilar
tizerinde ve insanlar {izerinde toksik etki gostermektedir.

Diinyada, danaburnu (Gryllotalpa gryllotalpa) ile kimyasallar, ¢esitli parazitler,
predatorler ve mikroorganizmalar kullanilarak miicadele edilmeye calisilmaktadir. Ancak
yapilan tiim ¢alismalar bocek popiilasyonunun zarar seviyesinin altinda tutmak icin yeterli
olmamis ve zararliyla miicadele halen etkin bir sorun olmaya devam etmektedir.

Zararhlara karsi uygulanacak bir biyolojik miicadele etmeninin hangi donem ve
kosullarda, nasil uygulanacagini belirlemek icin oncelikle zararliyr ¢ok iyi tanimak ve
biyolojisini bilmek gerekmektedir. Diger bir dnemli husus ise bu zararliya karsit hangi
biyolojik miicadele etmeninin kullanilacagidir. Boyle bir etmenin tespit edilebilmesi i¢in
ilk olarak mevcut biyolojik etmenlerin zararli {izerinde test edilmesi ve zararli bocekte
muhtemel hastalik olusturabilen yeni bir patojenin arastirilmasi gerekmektedir.

Tiim bu bilgiler dogrultusunda, iilkemiz ekonomisinde énemli bir paya sahip olan
tarim {rlinlerinde zarar olusturan danaburnu, tel kurdu ve patates boceginin uygulanmakta
olan miicadele yontemleriyle uyumlu hatta onlara alternatif olusturabilecek bir fungal
miicadele etmeninin tespiti biiylikk 6nem tasimaktadir. Bu siiregte, calismada zararlilara
karsi mikrobiyal miicadelede kullanilabilmesi amaciyla oOncelikle zararlidan fungus
izolasyonu  gergeklestirildi. izole edilen funguslarin morfolojik ve molekiiler

karakterizasyonlar1 yapildi ve zararli {izerindeki dldiiriicii etkileri test edildi.

1.2. Organik Tarim ve Biyolojik Miicadele

Organik tarim, ekolojik sistemde hatali uygulamalar sonucu kaybolan dogal dengeyi
yeniden kurmaya yonelik, insana ve ¢evreye dost iiretim sistemlerini igermekte olup, esas
itibariyle topragin siirdiiriilebilir bir verimlilige sahip olmasini saglama, bitkinin direncini
arttirma, bitki korumada biyolojik yontemleri de tavsiye eden, iiretimde miktar artisini
degil, {irtiniin kalitesinin  yiikselmesini amaclayan bir iiretim sistemi olarak
tanimlanmaktadir. Ayrica, hayvansal ve bitkisel {iretimi bir biitiin olarak tasarlayan,
oncelikle isletme iginden saglanan girdileri kullanmayi1 hedefleyen en son bilgi ve
teknolojiden yararlanan bir liretim teknigidir. Tohumdan topraga, girdiden isletmeye kadar

belirli kurallar1 olan ve kontrol edilip sertifikalandirilan bir tiretim bi¢imidir.



Oncelikle, tarmmsal iiretimde, iiretim ile iliskili tiim faktérler ve olaylar bir biitiin
olarak degerlendirilmeli ve organik iiretim yapan tarim isletmesinin kendi kendine
yeterliligi saglanmalidir. Bunun i¢in toprak, bitki, hayvan ve insan arasindaki ekolojik
dengenin dogal kokenli ham maddeler kullanilarak miimkiin oldugunca isletmenin kendi
icinden veya yakin ¢evresinden saglanmasina gayret edilmelidir.

Organik tarimin hedefleri, topragin biyolojik ve mineralojik yapisinin korunmasi ve
icindeki biyolojik yasamin dengesinin yeniden tesisi, eksilen organik maddelerin yeniden
kazandirilmasi, ¢ollesme ve batakliklasmanin 6nlenmesi yoluyla toprak verimliligini uzun
donemde korumak ve devam ettirmek, dogal flora ve faunanin korunmasini saglayarak
genetik cesitliligi devam ettirmek, tarimsal faaliyetten kaynaklanabilecek her tiirli kirliligi
onleyerek, iklim degisikliginin Onlenmesi ve sera etkisinin azaltilmasina katkida
bulunmak, sentetik tarimsal girdilerin, toprak {istlinde yasayan canlilarin (bitki, hayvan,
insan) saglig lizerinde olusturdugu tehditleri ortadan kaldirmak, tarimsal iiretimin sosyal,
ekonomik ve ekolojik boyutunu birlikte diisiinmek seklinde genisletilebilir. Organik
tarimda biyolojik miicadele ¢evre dostu bir uygulama olup, diger tarim sistemlerine gore

daha kalicidir.

1.3. Tiirkiye’de Uretilen Cesitli Tarim Uriinleri ve Bunlarin Ekonomideki Yeri

Tarim, insanlarin temel gereksinimi olan beslenme ihtiyacini karsilayan, sanayiye
hammadde kaynagi olusturan, niifusun 6nemli bir boliimiine istthdam yaratan ve iilke
ekonomisine ciddi katkilar saglayan, stratejik dneme sahip bir sektordiir. Ulkemiz, iklimi,
iriin cesitliligi, ekolojik yapisi, biliylik tarim havzalari bulunmasi ve cografi konumu
nedeniyle bu sektorde avantajli durumdadir. Tarimsal iiretimde, yirmiden fazla triinde
diinyada ilk on iilke arasinda yerini alirken bazi iiriinlerde de diinya tiretiminde ilk siralarda
bulunmaktadir.

Bag ve meyve bitkileri, sebze ve yem bitkileri, endiistri ve siis bitkileri ve hububat
olmak {izere Tiirkiye’de cesitli tarimsal iiretimler yapilmaktadir. Uretim alanlar1 ise
bolgeden bolgeye ve iirlinden {iriine degismektedir.

Diinya ekonomisinde ortaya ¢ikan gelismeler, uluslarin egitim bilgi ve teknoloji
diizeylerinin yiikselmesi Ozellikle gelir diizeyi yliksek iilkelerde pamuklu {irtinlerin

tilketiminin artmasina, dolayist ile diinya genelinde pamuk talebinin artmasina neden



olmaktadir. Pamuk bitkisi, yaygin ve zorunlu kullanim alaniyla insanlik agisindan, yarattig
katma deger ve istihdam olanaklariyla da tiretici iilkeler agisindan biiyiik ekonomik 6neme
sahiptir. Tim bu gelismelere bagli olarak pamuk dis ticareti de giderek Onem
kazanmaktadir. Sahip oldugu tarimsal potansiyel géz oniline alindiginda, lilkemizin pamuk
iretimi artirmali ve verimi diigiiren etmenlere karsi 6nlemler alinmalidir. Bu 6nlemlerin
basinda pamuk zararlilar1 gelmektedir. Gerek iirlin gerekse yapraklar lizerinde yasayan pek
cok zararh tirii bulunmaktadir. Bu zararlilar pamuk bitkisi tizerinde ¢esitli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir.

Ulkemizde insanlarin temel gida maddesi ekmektir ve ekmek yapiminda en ¢ok
tahillar kullanilir. Tahillar ic¢inde ilk sirayr bugday almakla birlikte, 6zellikle bazi
bolgelerimizde (Karadeniz Bolgesi) misir ekmegi de yaygin olarak tiiketilmektedir. Misir
bitkisinden iki sekilde yararlanilir. Bunlar tanesi ve otsu gévdesidir. Misirin taneleri insan
beslenmesinde dogrudan kullanildigi gibi (ekmek yapimi ve gerezlik olarak), yemeklik sivi
yag, nisasta, glikoz ve yem sanayinde de degerlendirilir. Otsu govdesi ise hayvan yemi
olarak kullanilir. Karadeniz Bolgesi’nde ve iilkemizde onemli yeri olan misir bitkisinin
iiretim miktarindaki diisiisiin sebeplerinden biri de zararli boceklerdir. Uretimde verimin
bu zararli bocekler tarafindan azaltilmasi, Tiirkiye ekonomisinde biiyiik kayiplara neden
olmaktadir.

Aygicegi, glinlimiiziin en 6nemli yag bitkilerinden biridir. Ay¢igegi yagi yemeklik
kalitesi yoniinden tercih edilen bitkisel yaglar arasinda ilk sirayr almaktadir. Dolayisiyla
Diinya’da birgok iilkede ekonomik diizeyde tarimi yapilmaktadir. Ulkemiz de yillara gore
degismekle beraber yaklasik 550-600.000 hektar arasinda aycicegi ekilmektedir.
Dolayisiyla tilkemiz aygigegi tiretiminde de basta gelmektedir.

Kendine 0zgii tat ve aromalariyla zevkle tiiketilen ve gilizel goriiniisleriyle
sofralarimiz1 siisleyen sebzeler, beslenmemizde &nemli bir yere sahiptir. Ozellikle
icerdikleri vitaminler ve mineral maddeler ile lif bakimindan zengin olan sebzelerin
bazilarmin protein icerikleri de goz ardi edilemeyecek kadar fazladir. lyi bir beslenme
programi ile yeteri kadar sebze tiiketildiginde, giinlikk vitamin ve mineral madde
ihtiyacinin tamaminin veya tamamina yakin bir boliimiiniin karsilandigi bilinmektedir.

Sebze tarimi birim alanda yarattig1 yiiksek verim ve sagladigi net gelir nedeniyle, her
gecen giin daha fazla dikkat ¢cekmektedir. Tiirkiye’de sebze iiretimi, 1960°tan 2000’e kadar
oldukga diizenli ve hizli bir artig egilimi izlemis, tiretim her 10 yillik dilimde yaklasik %50



oraninda artmistir. Tiirkiye, sebze dis ticaret dengesi bakimindan net olarak ihracatgi
konumundadir ve ihracat miktarlart da giderek yiikselme egilimindedir. Tiirkiye’nin sebze
thtiyacin1 karsilamak ve ihracat miktarini artirmak i¢in tarimda sebze zararlilar ile
kimyasal miicadele yonteminden vazgecilerek, derhal biyolojik miicadele ydntemine

egilim gosterilmelidir.

1.4. Gryllotalpa gryllotalpa (Danaburnu)’nin Biyolojisi ve Zarar Sekli

Danaburnu erginleri agik veya koyu kahverengi ve oldukea iri viicutlu boceklerdir.
Bag ileri dogru uzamis, antenler kisa ve kuvvetlidir. Agiz parcalar ¢igneyici tipte olup,
gozleri yanlarda ve iyi gelismistir. Pronotumu biiyiik ve genis olup kazdig: topraga sekil
verip saglamlastirmaya yarar. Kazici tipteki 6n bacaklart olduk¢a yassilagsmis ve kenarlar
kuvvetli dikenlerle donanmistir. Ust kanatlar1 kisa olmakla beraber, alt kanatlari iyi
gelismis ve ugma gorevi tstlenmistir (Sekil 1 A).

Yumurtalar1 ilk birakildiklarinda beyazimsi sar1 renkte olup, sonralari rengi gittikge
koyulasir ve elips seklindedir (Sekil 1 B). Nimfler erginlere benzer ancak daha kiiciik ve
beyaza yakin acik renklidir. Kanatlar1 da erginler kadar gelismemistir.

Danaburnu yagaminin ¢ogunu toprak altinda gecirir. Genellikle yasama yeri olarak,
galeri agmaya uygun olan kiiltiire alinmig, nemli, bol humuslu, killi-kumlu topraklari

segerler.

Sekil 1. Gryllotalpa gryllotalpa (Danaburnu) A: Ergin, B: Yumurta (URL 1)



Geceleri ve ¢ok bulutlu giinlerde faaliyet gosterirken, gilindiizleri genel olarak toprak
icinde actiklar1 galerilerde istirahat halinde bulunurlar. Mayis ayinda ciftlesen disiler
yumurtalarii topragim 10-20 cm derinliginde hazirladiklar1 odaciklar i¢ine grup halinde
birakirlar. Bir grupta 200-300 yumurta bulunur. Bir disi yasami boyunca 500-600 yumurta
birakabilmektedir. Dogal ortamda mayis aymda birakilan yumurtalar sicaklik ve nem
sartlarina gore degismek tlizere 10-20 giinde agilir. Haziran ay1 i¢inde yumurtadan ¢ikan
nimfler birka¢ hafta gruplar halinde bu yuvalar i¢inde kaldiktan sonra dagilirlar. Nimfler
sonbahara kadar 2 gomlek degistirir ve 3. donem nimf halinde topragin derinligine kadar
inerek kislar. Ilkbaharda havalarin 1sinmasiyla tekrar aktif hale gecerek 5 gomlek
degistirdikten sonra ekim ayinda ergin olur. Kisi geciren erginler ilkbaharda ciftlesip
yumurta birakip, bdylece gelismesini 1,5-2 yi1lda tamamlamais olurlar.

Danaburnu polifag bir zararli olup en ¢ok sebzeler, celtik, bugday, misir, aycicegi,
tiitlin, pamuk, siis bitkileri, meyve ve orman fidanlarinda hasara neden olur. Ergin ve
nimfleri toprak i¢inde galeri agarak ilerlerken rastladiklari tohum, kok ve yumru gibi her
tiir bitkisel materyale kesmek veya kemirmek suretiyle zarar verir. Ozellikle yeni dikilmis
veya yeni ¢imlenmis sebze fidelerinin koklerini keserek kurumalarina neden olur ve

yumrulu sebzelerin de yumrularini kemirerek {iriin veriminin diisiik olmasina yol agarlar.

1.4.1. Zararhlarla Genel Miicadele Yontemleri

Bazi bocek tiirleri bitkiler iizerinde ciddi zararlara neden olmaktadir. Ozellikle tarim
ve orman lriinleri lizerinde bu bocek tiirlerinin her yil tekrarlayan zararlar1 milyarlarca
liray1 bulan iiriin kayiplarina ve is giicliniin bosa gitmesine yol agmaktadir. Bu zararlilarin,
bitkilerde yaptiklar1 cesitli zarar diizeylerine, gerek dogal kuvvetler (dogal miicadele)
gerekse insan yardimiyla (uygulamali miicadele) Onlenmesine veya hi¢ olmazsa
azaltilmasina yonelik yontem ve harcanan cabalara zararlilarla miicadele denir. Bu
miicadele yontemlerini kiiltiirel miicadele, dogal miicadele, yasal miicadele, mekanik

miicadele, fiziksel miicadele, kimyasal miicadele gibi cesitli gruplara ayirmak miimkiindiir.



1.4.2. Kimyasal Miicadele

Cesitli kimyasallarin toz veya sulu halde kullanilmas1 suretiyle yapilan miicadeledir.
Ulkemizde ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmasina ragmen, gelismis iilkeler bu yontemi terk
etmektedir.

Onceleri zararlilarla miicadelede kimyasallarin kullanilmasi tek care olarak
belirlenmistir (Anonim, 2008). Kimyasal insektisitlerin biiyiik ¢ogunlugu bdceklerin
merkezi sinir sistemine etki ederek onlari éldiiriir. Oliimiin asil nedeni sinir sisteminin 6zel
duyarliligidir. Birinci hedefleri ¢ogunlukla baska yerler olan pestisitler bile en son
etkilerini sinir sistemine yaparlar. Kimyasal insektisitlerin uygulama sonrasi zararlinin
Olimiiyle sonuglanmasina ragmen, potansiyel olumsuz etkilerinden dolayir zararlilarin

miicadelesinde kullanilabilecek diger yontemlerin aragtirilmasi yararli olacaktir.

1.4.2.1. Kimyasallarin Cevreye Olan Etkileri

Kimyasal miicadele, 1940’11 yillarda sentetik pestisitlerin kesfedilmesi, bunlarin kisa
slirede etki gostermesi ve uygulamalarinin kolay olmasi nedeniyle 6zellikle 20. yiizyilin
ikinci yarisindan sonra zararlilar1 baski altina almada en yogun kullanilan yontem haline
gelmistir. Ancak, kisa siirede etki gosteren, uygulamasi kolay olan bu tiir kimyasallara,
zararlilar ve hastaliklarla miicadelede tek kurtarici olarak bakilmis ve uzun siireli olumsuz
etkileri 1950°li yillara kadar fark edilmemistir. Kimyasallarin uzun vadede gevreye
yaptiklar1 geriye doniisiimsiiz olumsuz etkileri ilk olarak 1962 yilinda Rachel Carson
tarafindan “Sessiz ilkbahar” (Silent Spring) adl kitapta anlatilmistir.

Zararli boceklerle miicadelede 1800°lii yillarin ortalarma kadar, zararlilarin
toplanmasi veya yikanmasi seklinde miicadele ediliyordu. Bu tarihten sonra 6nce kiikiirt ve
arsenik, daha sonralar ise kursun asetat, kryolite ve borik asit gibi ¢ok az kimyasal madde
boceklere karst kullanildi. Dikloro-difenil-trikloroetan (DDT)’nin kesfinden &nceki
1940’larin basina kadar zararlilar tarafindan {riinde meydana gelen kaybin diinya
ortalamas1 %7 iken, 1980’lerin sonuna dogru bu kayip %13’e yiikselmistir. Bu {iriin
kaybindaki iki katlik artig, ilag devriminden sonra baslamis ve ayni dénem iginde ilag

kullaniminda ise 12 katlik bir artis meydana gelmistir. Uriin kayiplarindaki bu artis,
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ilaglara dayanikliligin artmasi, potansiyel zararlilarin ekonomik zararli durumuna gegmesi
ve dogal diismanlarin o6ldirilmesinden kaynaklanmistir. Bunlara insan ve hayvan
sagliginin tehdit edilmesi, gida maddelerindeki ilag¢ kalintilar1, gevre kirlenmesi ve yiiksek
ilag fiyatlar1 da eklenince, kimyasal miicadeleye alternatif ¢evre dostu ve daha ucuz
miicadele yontemlerine gegilmesi zorunlu hale gelmistir.

Diinya Saghk Orgiitine (WHO) gore insektisitlere dayaniklilik, “normal bir
popiilasyondaki bireylerin ¢ogunu oldiirdiigii tespit edilen zehirli bir maddenin bir dozuna
kars1, aym tiiriin diger bir popiilasyonundaki bireylerin tolerans kazanma yeteneginin
gelismesi” olarak tarif edilmektedir. Bagka bir tanima gore ise dayaniklilik, “ bir arthropod
tiiriiniin bir 1rkinin, ayni tiiriin duyarli popiilasyonunda saptanmis olan LD1go degerinin iki
kat1 olan ila¢ dozundan etkilenmemesi” olarak agiklanmaktadir.

Insektisitlere dayamikliligin artmasi, doz artirimma gidilmesine ve uygulamalar
arasindaki siirelerin kisalmasina neden olmustur. Sonunda daha etkili ve zehirli
insektisitlere ihtiyag duyulmustur. Bunun maddi bedeli de 6l¢iilemeyecek kadar yiiksektir.
Ornegin, Nikaragua’da pamuk tarrm1 1950°1i yillarda basar1 kazanmis ve 1965 yilinda iist
noktaya ulasmistir. Ancak, bu basarida takip eden 5 yilda yanlis insektisit kullanimi sonucu
%16’ya yakin azalma olmustur. Hizla gelisen mukavemet sonucunda Heliothis zea ve
Spodoptera sunia populasyonunda patlama gergeklesmis ve miicadele imkansiz hale
gelmistir. Ayrica, sekonder zararli konumdaki birgok tiir 6nemli zarar durumuna gegmistir.
Sonug olarak, uygulama dozu 2 katina ¢ikarilmis, bazen bir uygulama sirasinda 5 farkl
insektisitin birden kullanildig1 olmustur. Bu da iiretim maliyetlerini ¢ok arttirmistir. Benzer
durum, Meksika’daki pamuk tarlalarinda gergeklesmistir. Yiiksek dozlarda ve daha zehirli
insektisit kullanimi sonucu insan zehirlenmelerinde biyilik artis olmus ve pamuk
tarlalarindan siiriiklenen ilaglarin komsu turunggil bahgelerindeki zararlilarin biyolojik
miicadelesine ters etkisi sonucu, turunggillere daha yogun pestisit uygulanmasi yapilmigtir.
Sonug olarak, ¢ok fazla uygulamanin getirdigi maliyet ve {iriin kayb1 sonucu 1970’lerde
pamuk tiretimi bitme noktasina gelmistir.

Insektisitlerin etki tarz1 bakimindan zararli ve faydali bocekler arasinda bir farklilik
yoktur. Fakat etkileri bakimindan farklilik vardir. Faydali bocekler olarak kabul edilen
predator ve parazitler insektisitlerden daha fazla etkilenmektedir. Ne yazik ki parazit ve

predatorlerdeki dayanikliligin olusumu, zararli boceklerdeki kadar cabuk olmamaktadir.
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Bunun sonucu olarak, zararli popiilasyonlar: {izerinde dengeleyici olan predatorler ve
parazitler ortadan kalkmakta ve zararlilar daha ¢abuk yayilmaktadir (Ecevit, 1988).

Insektisitlerin kullanildig1 alanlarda dogal olarak yasayan polinator canlilarda yok
oldugu i¢in bu alanlardaki zirai iirlinlerde tozlagsma orani azalmaktadir (Ecevit, 1988).
Bitkilerde tozlasmada 6nemli rol oynayan bal arilar1 ve yaban arilar1 insektisitlerden
etkilenen onemli bir canli grubunu olusturmaktadir. Ornegin, A.B.D’nin Kaliforniya
eyaletinde yogun insektisit kullaninmi1 sonucunda mevcut ar1 popiilasyonlar1 azalmis ve
bunun etkisi olarak tarimsal {irlinlerde yeterli tozlasma olmamistir. Bu durumdan
kaynaklanan tarimsal driinlerdeki kayip yaklasik 80 milyon dolart bulmustur. Yeterli
tozlagmay1 saglamak icin bolgeye getirilen ar1 kolonilerine yillik 6denen miktar ise
yaklasik 55 milyon dolara ulagmistir. Benzer durumlar Isparta’nin Kovada Vadisi’ndeki
meyve bahgelerinde ve 1988 yilinda Trakya’da yliriitiilen siine miicadelesi sirasinda da
tespit edilmistir (Unal, 1998).

Kimyasal insektisitler yalnizca bocek tiirlerine degil, dogada bulunan bitki ortiisiine
de zarar vermektedir. Kimyasal insektisitlerin dogada toprak ve bitkilerde birikmelerinden
dolay1 yok olmalari ¢ok uzun siirmektedir. Olusan bu birikim topraktaki normal mikrobiyal
popiilasyonu bozarak toprak veriminin diigmesine neden oldugu gibi bitkiler araciligiyla
besin zincirine dahil olarak besin zincirinin en iist seviyesindeki canlilara kadar
ulagmaktadir. Belli bir alana uygulansalar dahi kolayca yok olmadiklarindan, riizgar ve
yagmur gibi dogal olaylarla ¢ok daha genis alanlara yayilabilmeleri insektisitlerin zararini
daha da artirmaktadir (Unal, 1998).

Herhangi bir yolla sulara erisen kimyasal maddeler baliklar tarafindan alinir.
Baliklarin biiylime, lireme, kagma ve saklanma gibi bazi yetenekleri, insektisitlerin
biinyelerinde birikimlerine gore azalir veya tamamen yok olur. Rakipler karsisinda daha
kolay avlanmalar1 sonucu bazi tiirlerin biitiiniiyle ortadan kalkmasi s6z konusu olabilir
(Unal, 1998). Ekonomik 6neme sahip balik tiirlerinde biriken insektisitler beslenme
yoluyla insanlara gecer. Insektisitlerin baliklar1 &ldiirme etkilerinden baska sulardaki
oksijen miktarini da diisiirerek, su canlilarinin yasamini tehdit etmektedir.

Insektisit uygulamasi yapilan bolgelerde gezinen kuslar kimyasal maddelerden
bliylik zarar goriir. Zarar, kimyasal maddelerle dogrudan temas seklinde veya artigi
bulunan bitkisel veya hayvansal zehrin yenmesi seklinde olabilir. Toprakla beslenen

kuslar, ilagla bulasik toprak kurtlarini, yumusakgalar1 ve diger bocekleri yemek suretiyle
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insektisit kalintilarin1 bilinyelerine alir. Tarla kusu, ardig, karga ve agackakan bu kuslara
ornek verilebilir (Unal, 1998).

Insektisitler kullanildiklar1 alanlardaki bitkilerin ¢cimlenmesi, vejetasyonu ve iiremesi
tizerine de olumsuz etkiler yapmaktadir. Bazen bitkilerin belirli doku kisimlarinda,
Ozellikle yaprak ve siirgiinlerinde yanma denilen bir takim lekeler ile renk degisimlerinin
meydana gelmesine sebep olusturmaktadir. Hatta bazen tiim bitkinin 6ldigi goriliir
(Ecevit, 1988). Bitkilere bulasan insektisitler, bitki iizerinde biraktiklar1 kalintilarla,
besinin tat ve kokusunu bozabildigi gibi beslenme yoluyla insan viicuduna alinarak toksik

etkilere de yol agmaktadir.

1.4.2.2. insektisitlerin insanlar Uzerine Olan Etkileri

Insektisitler, uygulandiklarinda dogrudan veya dolayli olarak bitkiye, topraga
ulagsmakta ve oradan yagmur sulari ile yikanarak yeralti sularina, akarsulara, gol ve deniz
sularina taginmakta, buralardan da besin zinciri yoluyla insana ulagmaktadir. Pestisitlerin
insanlar tizerindeki toksik etkisi akut ve kronik olmak tizere iki sekilde ortaya ¢ikmaktadir.
Akut toksisite, tek pestisit dozunun bir defada alinmasi sonucu aniden ortaya c¢ikan
zehirliliktir. Daha ¢ok ilaclama yapan kisilerde ya da kazayla pestisitlerin i¢ilmesi sonucu
gorilmektedir. Kronik toksisite ise uzun bir siire i¢inde diisiik dozlarin siirekli olarak
alinmasi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Bu daha c¢ok tarim iirlinlerindeki ilag kalintilart
yoluyla olmaktadir.

Bursa’da 1963 yilinda, parathionla ilaglanmig seftali yiyen 32 kisiden 7’sinin ayni
giin Slmesi akut toksisiteye Ornek verilebilir. Insektisitlerin {iretim ve kullanimlari
sirasinda meydana gelen is kazalari, bu ilaglarin insan sagligina karsi olumsuz etkilerini
cok cabuk bir sekilde gdstermesine sebep olmaktadir. Ornegin, Hindistan’m Bhopal
kentinde 1984 yilinda, ABD’ye ait Union Corbide Sirketi’nin bir fabrikasindan ¢evreye
yayilan yaklasik 45 ton metil izosiyonat gazi, civardaki 2500 kisiyi uykularinda 6ldiirmiis
ve fabrika g¢evresindeki cok genis bir alam1 yasanmaz hale getirmistir. Aradan 4 yil
gectikten sonra dahi, fabrika ¢evresindeki koyliilerden her yil ortalama 500 kisinin dlmesi,
tehlikenin boyutlarmi gostermesi agisindan oldukga énemlidir (Unal, 1998).

Kronik toksisite ise bir kimyasalin akut toksisiteye neden olmayacak kadar diisiik

dozlarda uzun siire alinmasit halinde sicakkanlilarda meydana getirdigi fizyolojik
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diizensizlik olarak tammlanir (Unal, 1998). Insektisitlerle bulasik veya bekleme siiresi
bitmeden insektisit kalintis1i igeren bitkisel besinlerin yenmesiyle de kronik toksisite
meydana gelebilmektedir. Ornegin, Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde hekzaklorobenzenli
(HCB) insektisitle ilaglanmis tohumluk bugday1 yiyen 3000 kiside Porfiria (Karayara)
hastaliginin goriilmesi ve %11 oraninda 6lim meydana gelmesi, diinya capinda ilgi
uyandiran bir zehirlenme olayidir (Unal, 1998). Ayrica, diisik dozlarda alinan bu
insektisitlerin insan viicudunda birikimi sonucu, gelecek kusaklarda neler meydana
getirecegini de simdiden tahmin etmek oldukca zordur. Insektisitlerin sinir sistemi
tizerindeki enzimlere etkili olusu, 6nemlerini bir kat daha arttirmaktadir. Bugiin 6zellikle
fazla miktarlarda kullanilan klorlandirilmis hidrokarbonlarin insan ve hayvanlarin beyin,
karaciger, bobrek ve yag dokularinda toplanarak toksik etkide bulundugu bilinmektedir
(Ecevit, 1988).

Diinya Saglik Orgiiti'niin 1985 yili raporlarina gére, her yil 1.000.000 kisi
pestisitlerden zehirlenmekte ve bunlarin yaklasik 20.000°1 o6liimle neticelenmektedir.
Diinya pestisit tiikketiminin 1/3’l az gelismis iilkelerde gerceklesmesine ragmen, diinya
pestisit 8liimlerinin %751 bu iilkelerde meydana gelmektedir (Unal, 1998).

Tarimda zararli boceklerin miicadelesinde, uygulamanin kolay olmasi ve kisa siirede
etki gostermesi nedeniyle diger miicadele yontemlerine gore daha ¢ok kimyasal miicadele
tercih edilmektedir. Ancak, zararlilara karsi pestisitlerin bilingsiz kullanimi sonucunda
dogal dengenin bozulmasi, c¢evre kirliligi, yararli boceklerin olumsuz etkilenmesi ve
zararhillarin bunlara diren¢ kazanmasi gibi bircok problem ortaya cikmaktadir. Buna
ilaveten, pestisitlere ¢oklu ve ¢apraz direng kazanmis zararlilarda ayni1 veya farkli gruptan
ilaglar da etki gostermemekte ve bocekle miicadele daha da zorlagsmaktadir. Zararl
boceklerle miicadelede kullanilan insektisitlerin anlatilan yan etkilerinden dolayi, kimyasal
miicadelenin giiniimiizde miimkiin oldugunca kisitlanmasi ve bunun yerini ¢evresel agidan
daha giivenli olan biyolojik miicadelenin almas1 gerektigi diistiniilmektedir.

Son 25 yili askin bir siiredir, zararli boceklerle miicadelede yukarida bahsedilen
zararl etkileri nedeniyle kimyasal insektisit kullanmanin yerine alternatif veya destek
yontemleri arastirmaya baslanmis (Bernard ve Jack, 2003) ve bdylece biyolojik miicadele

cag1 baglamistir.
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1.4.3. Biyolojik Miicadele

Bilim adamlarinca biyolojik miicadelenin tanim1 uzun yillardan beri tartisilmaktadir.
Biyolojik miicadele terimi ilk kez 1919 yilinda Harry Smith tarafindan kullanilmis ve
basitge “zararli popiilasyonlarint dogal diismanlari vasitasiyla baski altina alma veya
diizenleme” seklinde ifade edilmistir. Yazar burada dogal diisman olarak sadece parazitoit,
predatér ve patojenleri kastetmistir. Van den Bosch vd., (1982), biyolojik miicadele

(13

teriminin hem “uygulamali biyolojik miicadele” yani insanlar tarafindan dogal
diismanlarin zararlilara karsi kullanilmasi” ve hem de “dogal biyolojik miicadele” yani
“insanin miidahalesi olmadan dogada kendiliginden olusagelen baskiy1” ifade etmek iizere
kullanildigin1 belirtmektedir. DeBach (1974) biyolojik miicadeleyi dogal miicadelenin bir
pargas1 olarak kabul etmekte ve ekolojik anlamda “parazitoit, predatdor ve patojenlerle,
herhangi bir zararlinin popiilasyon yogunlugunu, bu etmenlerin olmadigi zamanki
yogunlugundan daha diisiik diizeyde tutulmasini saglayan diizenlemeler” olarak tarif
etmektedir. DeBach (1974) dogal miicadeleyi ise “dogada canli popiilasyonlarinin belirli
bir zaman periyodunda inis ve ¢ikislarinin bir veya daha ¢ok dogal faktorler kombinasyonu
tarafindan diizenlenmesi” seklinde tarif etmekte ve bu faktorleri biyotik ve abiyotik olarak
iki gruba ayirmaktadir. Bu faktorler; dogal diismanlar, besin, tiir i¢i rekabet, tiirler arasi
rekabet, iklim ve diger fiziksel faktorler, yer ve yasam alani istekleridir.

Gilinlimiizde ise biyolojik miicadele, "zararli boceklerin yapmis oldugu zarar1 en aza
indirmek i¢in bu boceklerin dogal diigmanlarin1 kullanma" olarak tanimlanabilir. Dogal
diisman terimi, predatdor ve parazitlerle birlikte hastalik olusturan mikroorganizmalari
kapsamaktadir (Peter, 1984). Ancak, boceklerde hastalik olusturan mikroorganizmalarin
kullanimi, genellikle mikrobiyal miicadele olarak adlandirilir.

Biyolojik miicadele, kimyasal miicadelenin tiim olumsuz yonlerini ortadan
kaldirmas1 bakimindan son yillarda tercih edilmesi gereken bir miicadele yontemi halini
almistir.

Biyolojik miicadelenin bir alt kolu olan mikrobiyal miicadele, zararli boceklerle
miicadelede patojen mikroorganizmalarin kullanilmasimi kapsar. Entomopatojen olarak
adlandirilan bu mikrobiyal miicadele etmenleri (bakteriler, viriisler, funguslar, nematodlar,
protozoonlar) zararli boceklerde hastalik olusturarak bocek popiilasyonlarinin dengede

tutulmasin1 ve zararlarinin en aza indirilmesini saglamaktadir. Bu entomopatojenlerin
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biiyiik bir cogunlugu konaga 6zel oldugu i¢in yalnizca miicadele yapilmak istenilen
organizma iizerinde etkili olur. Bu 6zelligiyle, faydali ve predatdr bocekler, hayvanlar ve
insanlar gibi hedef dis1 organizmalar iizerinde herhangi bir risk olusturmaz. Tamamen
dogal olmalar1 sebebiyle bu etmenler ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmaz. Bu
ozellikleri, gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin alacagini
gostermektedir.

Biyolojik miicadele, diger miicadele yontemlerine gére dogal dengenin kurulmasina
yardimel olmasi, uzun vadede kalici sonuglar vermesi ve nihai hedefe ulastirabilmesi
bakimindan en ¢ok tercih edilmesi gereken miicadele yontemidir (Ogurlu, 2000).

Biyolojik miicadeleyi asil onemli kilan, ekosistemi bozmamasi ve zararl tlirler
tizerinde kalic1 ve dinamik bir etki meydana getirmesidir. Bu iki 6zellik diger miicadele
yontemlerinde bulunmaz. Biyolojik miicadele diger miicadele yontemlerine gore, yan
etkilerinin olmayisi, baslangicta masrafli olsa da ilerleyen yillarda ilk kurulus
harcamalarini tolere ederek en az masrafla en iyi sonucun alinabilmesine imkan vermesi,
etkisini uzun silire devam ettirebilmesi, zararlilarda dayanikliliga ve bagisikliga yol
acmamast ve zararliyr direkt olarak oOldiirmekten baska, ilireme giiciinii azaltma ve
gelisiminde dengesizlikler yaratma gibi dolayli faydalar saglamasi bakimindan bir¢ok
avantajlara sahiptir. Buna karsin esashi bilgi gerektirmesi, baslangicta risk tagimasi ve
neticenin ge¢ alinmasi gibi tolere edilebilecek dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Biyolojik miicadelenin ilk uygulama donemleri ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir.
Asya’da avcer karincalardan bu hususta yararlanildigi ve bu karincalarin M.S. 900-1200
yillar1 arasinda narenciye =zararlilarmna karsi kullamildigr bilinmektedir. Bin ikiyiizli
yillarda Yemen’de palmiye agaclarindaki zararlilara kars1 karincalarin kullanildigi ve
Arabistan’da her yi1l daglardan getirilen avci karinca kolonilerinin, hurma agaglarinda zarar
yapan bir diger karinca tiirline kars1 kullanildig1 kayithidir (Ogurlu, 2000).

Ingiltere’de (1770)’li yillarda tarim arazileri ve seralardaki cesitli bitkiler {izerinde
zarar yapan afitlerle miicadelede gelin boceklerinden faydalanilmistir. Fransa’da kavak
agaclarinda zarar yapan Lymantria dispar (L.) (Lepidoptera: Lymantriidae) tirtillartyla
miicadelede (1840 yilinda) kosucu boceklerden faydalanildigi bilinmektedir. Bir kurbaga
tirli olan Bufo marinus (L.) (Anura: Bufonidae) (1844 yilinda) zararli boceklere karsi

kullanilmak tizere Jamaika’dan Barbados’a nakledilmistir. Poecilia reticulata (Lepistes,


http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&cd=5&ved=0CCIQFjAE&url=http%3A%2F%2Fwww.akvaryum.com%2Fpoecilia_reticulata_%28lepistes%2C_guppy%29_tatlisur_5_194.asp&rct=j&q=lepistes&ei=0_chTJfiKcuMONXRtD8&usg=AFQjCNEKu0eQqv7tOJ_bLGD689zQwy5Okg
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Guppy), lepistes baliklar1 sivrisineklerle miicadelede bataklik bolgelerde halen
kullanilmaktadir.

Biyolojik miicadelede elde edilen bu basarilar, uygulayicilar1 cesaretlendirmis ve
giinimiize kadar biiylik bir gelisme gostererek ilerletilmistir. Son yillarda caligsmalar
agirhikli  olarak  boceklerde hastalik  olusturan — entomopatojenlerin  izolasyonu,

karakterizasyonu ve biyolojik miicadele de kullanimina yonelmistir.

1.4.3.1. Biyolojik Miicadelede Kullamilan Etkin Gruplar

Biyolojik miicadelede etkili bir sekilde kullanilan organizmalari predatorler,
parazitler ve mikroorganizmalar olarak 3 ana grup altinda toplamak miimkiindiir. Zararl
boceklerin dogal diismanlar1 olan bu canlilar, zararlilarla miicadelede biiyiik potansiyele

sahiptir.

1.4.3.1.1. Predatorler

Bocek predatdrleri, besin kaynagi olarak bocekleri yakalayan ve yiyen hayvanlardir.
Bu predatorleri baliklar, amphibiler, siiriingenler, kuslar, boceklerle beslenen cesitli
omurgasiz hayvan gruplart ve karnivor bdcekler olusturur. Ormanlarda zarar yapan
bocekler diisiiniildiigiinde bu gruplardan kuslar ve karnivor bdceklerin biyolojik
miicadelede kullanilma potansiyeli oldugu sdylenebilir. Kuslar i¢in mutlak yararli veya
mutlak zararli denilememekle birlikte, kuslar1 orman i¢in genelde faydali hayvanlar olarak
saymak miimkiindir. Zira zararli boceklerin erginlerini, pupalarini, larvalarini ve
yumurtalarini yiyen bir¢ok kus tiirii, bu yonleriyle dogal dengenin saglanmasinda 6nemli

rol oynamaktadir (Ogurlu, 2000).

1.4.3.1.2. Parazitler

Bocek parazitleri, hayatin1 tek bir konuk¢u ferdi iizerinde tamamlayan ve
konukcusunu zayiflatan, gerileten, gelismesine mani olan veya oOldiiren organizmalara

denir. Konukgu ise paraziti tasiyan canliya verilen isimdir. Buna gore parazitin ya belirli
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bir siire ya da tiim hayat dongiisii boyunca, kendisinden daha gelismis baska bir canlinin
lizerinde veya iginde yasamasi gerekir. Bu siire zarfinda parazit, konuk¢unun viicut
1sisindan, besininden ve hatta hormonlarindan faydalanarak konuk¢u organizmanin
zararina gelismekte ve cogalmaktadir. Bocek parazitleri kendi gelisimleri tamamlandiginda
her zaman bdcegi Oldiiriirler.

Bocek parazitizmi oldukga sik rastlanilan bir durumdur ve birgok bocek kendisiyle
baglantili bir veya cogunlukla birka¢ parazit tiire sahiptir. Biitlin parazit bocekler
baglandiklar1 konagin hayat dongiisii i¢indeki belli bir safthaya 6zellesmis durumdadir. Bu

yiizden bazilar1 pupa ve yumurta sathasi ile sinirlanmisken, bazilari da larval parazitlerdir.

1.4.3.1.3. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalardan iiretilen insektisitler, hedef bocek tiirii i¢in oldukca spesifik
olmalari, ayristirilabilir olmalart ve zararli boceklerde bu insektisitlere karsi direng
gelisiminin yavas olmasi bakimindan olduk¢a avantajlidir. Fakat diisiik tesirli olmalari ve
yiiksek tretim maliyetleri agisindan bakildiginda farkli uygulamalar i¢in kullanimlari
kisitlanmaktadir. Ancak, rekombinant DNA teknolojisi, bunun gibi birgok negatif 6zelligin
listesinden gelebilmek igin cesitli imkanlar saglar. Ozellikle Bacillus thuringiensis’lerin
insektisidal aktiviteleri ve bdcek baciiloviriisleri, etkili, glivenli ve spesifik olarak
gelistirilmis biyolojik miicadelede araglaridir.

Dogada bdceklerin hastalanmasina neden olan ve sonra onlar1 6ldiiren orjini bakteri,
viriis, nematod, protozoa ve fungus olan bir¢ok mikrorganizma mevcuttur (Demirbag,
2008; Demir, 2004). Bu mikroorganizmalar entomopatojen olarak adlandirilir. Dogada
bulunan entomopatojenler bocek popiilasyonlarinin dengelenmesinde biiyiikk Oneme
sahiptir. Bir¢ok entomopatojen mikroorganizma, tarla ve bahge bitkilerinde, seralarda, siis
bitkilerinde, koruma altina alinmis alanlarda yetisen bitki tiirleri iizerinde, orman
arazilerinde, depolanmus iiriinlerde, veterinerlik ve tibbi alanlarda zararlara yol agan vektor
ve zararl boceklerin biyolojik miicadelesinde kullanilir (Burges, 1981; Tanada ve Kaya,
1993; Lacey ve Kaya, 2000; Lacey vd., 2001).

Entomopatojenlerin yakin gelecekte, mikrobiyal miicadele etmeni olarak, sadece
fiyat ve etkinlik bakimindan degerlendirildiginde bile kimyasal pestisitlere gore daha

kullanisli hale gelecegi diisiiniilmektedir. Buna ek olarak, bu entomopatojenlerin
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mikrobiyal miicadele etmeni olarak kullanimi, ekosistemdeki biyolojik ¢esitliligin
stirdliriilmesi, zararli tiirlerin dogal diismanlarinin korunmasi, besinler iizerinde kalinti
birakmamasi, hedeflenmemis diger organizmalar ve insanlar agisindan giivenli olmasi gibi
bircok avantajlara sahiptir (Lacey vd., 2001).

Mikroorganizmalarin zararli boceklerle miicadele amaciyla kullanilmasi oldukga eski
tarihlere dayanir. Ik ¢alismalar 1726 yilinda Fransa’da Noctuidae larvalarindan Cordyceps
cinsi funguslarin izole edilmesiyle baglamistir (Ogurlu, 2000). 1879 yilinda Rusya’da yesil
bugday bocegi, Anisoplia austriaca Herbst. (Coleoptera: Scarabacidae)’ya Kkarsi
Metarhizium anisopliae (Metch.) fungusunun denemeleri yapilmis ve basarili sonuglar elde
edilmistir (Steinhaus, 1949).

Ancak, bu tarihten sonra 20. ylizyilin baslarina kadar mikroorganizmalarin zararl
boceklerle miicadelede kullanilmasi tizerine ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Bu konudaki
calismalar 1920 yilindan itibaren artmaya baslamig, 1950’den sonra da yogunlagmistir
(Ogurlu, 2000).

Zararli boceklerin diger dogal diismanlar1 gibi, entomopatojenler de tek bir tiir veya
gruba spesifiktir ve bazilar1 zararli boceklerin uzun zaman periyotlar1 boyunca
miicadelesini saglayabilir (Lacey vd., 2001). Entomopatojenlerin zararli boceklere karsi
kullanim stratejileri temelde diger biyolojik etmenlerinin kullanimlartyla aynidir (Hamm,
1984; Harger, 1987). In vitro kosullarda tretilip uygulanabildigi gibi, uygun kosullarda
saklanip dogal ortamda tekrar aktif hale gegebilirler.

Cok sayida virtis, bakteri, nematod ve fungus tiirii ve suslar1 mikrobiyal miicadelede
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Entomopatojenik funguslar, degisik habitatlarda
yasayan bir¢cok bocek tiiriinii enfekte edebildikleri icin farkli c¢evresel faktorlere uyum
saglamiglardir. Bu nedenle entomopatojenik funguslarin biyolojileri biiyiik ¢esitlilik
gostermektedir. Baz1 gruplar zorunlu hiicre i¢i parazitken, bazilari ortamda canli konagin
olmadig1 durumlarda saprofit olarak hayatta kalabilen firsat¢i patojenlerdir (Hajek, 1997).

Entomophthorales grubuna dahil olan entomopatojenik funguslar, zaman zaman
olusturduklar1 epidemilerle zararli bécek popiilasyonlarinin basarili bir sekilde kontroliinii
saglamaktadir. Fakat bu funguslarin primer konidlerinin kisa &miirlii olmasi, in vitro
kosullarda iiretimlerini zorlastirir. Bu neden, funguslarin zararli boceklerle miicadelede
kullanilmalar1 ve bunlardan olumlu sonuclar elde edilmesi oldukca giictiir (Lacey vd.,

2001). Deuteromycota’nin Hyphomycetes sinifina ait tiirler, basit hayat dongiileri ve eseyli
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tiremeden yoksun olmalar1 sayesinde genis bir konak spektrumuna sahiptir. Homoptera,
Thysanoptera, Isoptera, Orthoptera ve Coleoptera basta olmak {iizere, diger birgok bdcek
ordolarina ait tiirleri enfekte edebilirler (McCoy vd., 1988; Ferron vd., 1991; Fargues ve
Maniania, 1992; Khan vd., 1993; Zimmermann, 1993; Devi, 1994; Miller ve Prior, 1994;
Feng vd., 1994; Goettel vd., 1995, 2000; Lacey vd., 1996; Miller, 1997). Ayrica, bu gruba
dahil funguslarin in vitro lretimlerinin ucuz olmasit ve uzun siire saklanabilirlikleri
biyolojik miicadelede kullanilma potansiyellerini arttirmaktadir (Lacey vd., 2001).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda, entomopatojenik funguslarin insektisidal
aktivitelerinin arttirilmas1 i¢in diger biyolojik miicadele etmenleri ve ¢evresel
uygulamalarla kombine edilerek kullanilmasi gerektigi gosterilmistir. Ornegin, zararli
ergin boceklerin yakalanmasi i¢in hazirlanan feromon tuzaklarinda fungal patojenlerle
harmanlanmis yar1 kimyasallarin kullanilmasi, tuzaga gelen ergin boceklerin fungal
sporlarla kontaminasyonunu saglayabilecegi gibi bu sporlarin larvalarin yasadig
habitatlara kendiliginden yayilmasina da imkan saglar (Klein ve Lacey, 1999; Vega vd.,
1995; Furlong vd., 1995; Vega vd., 2000). Ayrica, son yillarda genetik miihendisligi
uygulamalariyla entomopatojenik funguslarin virulanslarinin arttirilmasi {izerine birgok
calisma yapilmistir (Ferron vd., 1991; Charnley vd., 1997; St.Leger ve Roberts, 1997).
Fakat, bu uygulamalar, bakteriler ve viriisler gibi diger mikrobiyal miicadele etmeni igin
gelistirilen rekombinant teknolojilerin ¢ok gerisindedir (Lacey vd., 2001).

Fungal patojenlerin neden oldugu dogal salginlar, zararli bocek popiilasyonlarinda
biiyiik bir azalmaya yol acar (McCoy vd., 1988). Fungal patojenler konak bdcegin dis
iskeletine saldirdiklari i¢in genelde emici ag1z yapisina sahip zararlilar tizerinde de etkilidir

(Latge ve Papierok, 1988; Lacey vd., 1996).

1.4.3.1.4. Entomopatojenik Funguslar (EPF)

Entomopatojenik funguslar bocek popiilasyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli role
sahiptir. Bes farkli siif igerisinde farkli bir dizilis gostermekte olan entomopatojenik
funguslar spesifik bocek tiirlerini enfekte eden zorunlu patojenler, pek ¢ok bocek tiiriinii
enfekte edebilen genel patojenler ve fakiiltatif patojenler olarak gruplandirilabilir. Fungal
epizootikler baz1 bocek tiirlerinde yaygin olmasina ragmen, bazi bocek tiirlerinde ise nadir

goriiliir (Goettel vd., 2005). Entomopatojenik funguslarin mikrobiyal miicadele etmeni
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olarak 100 yili agkin bir siiredir kullanilmakta oldugu bilinmektedir (Hall vd., 1982).
Simdiye kadar tanimlanan 700’tin iizerinde entomopatojenik fungus bilinmekte ve
bunlardan bazilar1 biyolojik miicadele etmeni olarak iiretilmekte ve kullanilmaktadir
(Strasser vd.. 2000). Entomopatojenik fungus orjinli yaklasik 150 ticari preparat 2007

yilindan itibaren kullanimdadir ve iiretimi devam etmektedir (Faria ve Wraight, 2007).

Kolay taninmalar1 ve dogal olarak yayilmalar1 nedeniyle en yaygin bdcek patojenleri
olarak kabul edilirler (Poinar, 1978). Yedi yiizii askin fungus tiirliniin bocekleri enfekte
ettigi  rapor edilmesine karsin, bunlardan ancak 10 tanesi zararli bdceklerin igin
kullanilmak amaciyla gelistirilme asamasindadir (Hajek ve St.Leger, 1994). Bocek patojeni
olan funguslar genellikle Deuteromycota ve Entomophthorales gruplarina dahildir (Hajek,
1997). Entomopatojenik funguslar ¢cok genis bir konak spektrumuna sahiptirler. Bir¢ok
bocek ordosuna ait tiirleri enfekte edebilirler. Bir entomopatojenik fungus birden fazla

bocek tiriinii enfekte edebilir.

1.4.3.1.4.1. Entomopatojenik Funguslarin Siniflandirilmasi

Fungi alemi igerisinde 700°den fazla entomopatojenik fungus yer almaktadir.
Bunlardan pek ¢ogu Ascomycota ve Zygomycota boliimleri igerisinde bulunmaktadir.
Ascomycota igerisinde ise pek ¢ok tiir Hypocreales, Zygomycote ve Entomophthoralean
takimlar1 igerisinde yer almaktadir (Roy vd., 2006). Entomopatojenik funguslarin
sistematik pozisyonlarina dayanarak ortaya ¢ikarilan gruplandirmada entomopatojenik
veya entomoparazitik funguslar Blastocladiomycota (Coelomomyces spp, Coelomycidium
simulii), Entomophthoromycotina, Kickxellomycotina (Harpellales ve Asellariales),
Eurotiomycetes (Ascosphaera ve diger cinsler), Laboulbeniomycetes (ektoparazitik
ascomycetes), Dothideomycetes (Myriangium), Sordariomycetes (¢ogunlukal Hypocreales
igerisinde) ve Pucciniomycetes (Septobasidium ve akrabalari) gruplari igerisinde yer
aldigini s6ylemek miimkiindiir (Humber, 2008). Bazi 6nemli entomopatojenik funguslarin
detayli siniflandirilmast Tablo 1’de verilmistir (Humber, 2008; Roy vd., 2006; URL-2,
2009).
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Tablo 1. Funguslarin siniflandirilmasi ve bazi énemli entomopatojenik funguslarin fungi
alemi icerisindeki taksonomik pozisyonlari

Filum Chytridiomycota W
Filum Neocallimastigomycota ﬁ
Filum Blastocladiomycota —
Filum Microsporidia S
Filum Glomeromycetes N = =
Alt filum Mucormycotina (filum atanmad) § = =
Alt filum Kickxellomycotina (filum atanmadi) 3 -
Orders Harpellales, Asellariales §
Alt filum Zoopagomycotina (filum atanmadi) 88
Alt filum Entomophthoromycotina (filum atanmadi) s
Takim Entomophthoralean
Familya Entomophoraceae
Cins Entomophaga
Entomophthora
Erynia
Eryniopsis
Furia
Massospora
Strongwellsea
Pandora
Tarichium
Familya Neozygitaceae
Cins Neozygites
Zoophthora
Alt alem Dikarya
Filum Ascomycota
Alt filum Pezizomycotina
Siif Eurotiomycetes
Siif Dothideomycetes
Siif Laboulbeniomycetes
Siif Lecanoromycetes (likenler)
Siif Orbiliomycetes
Sinif Sordariomycetes
Takim Hypocreales
Familya Clavicipitaceae
Cins
Telemorf Hypocrella
Metacordyceps
Regiocrella
Torrubiella
Anamorf Aschersonia
Metarhizium

Nomuraea
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Tablo 1’in devami

Paecilomyces-gibi®
Pochonia
Rotiferophthora
Verticillium-gibi?
Familya Cordycipitaceae
Cins
Telemorf Cordyceps s.str.
Torrubiella
Anamorf Beauveria
Engyodontium
Isaria
Lecanicillium
Mariannaea-gibi
Microhilum
Simplicillium
Familya Ophiocordycipitaceae
Cins
Telemorf Ophiocordyceps
Elaphocordyceps
Anamorf Haptocillium
Harposporium

Hirsutella
Hymenostilbe
Paecilomyces gibi’
Paraisaria
Sorosporella
Syngliocladium
Tolypocladium
Verticillium gibi®
Filum Basidiomycota
Alt filum Pucciniomycotina
Sinif Pucciniomycetes
Takim Septobasidiales
Alt filum Ustialginomycotina
Alt filum Agaricomycotina

1 Onceden Paecilomyces sect. Isarioidea igerisinde yer alan tiirler. Giiniimiizde bu tiirler
Paecilomyces’den ve Isaria’dan kesin bir sekilde ayrilmistir

2 Onceden Verticillium sect. Prostrata igerisinde yer alan tiirler. Giiniimiizde bu tiirler
Verticillium’dan kesin bir sekilde, ayrilmis fakat yeni siniflandirilmalart yapilmamistir
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14.3.1.4.1.1 Entomopatojenik Funguslarin Siniflandirilmasinda Kullanilan
Ozellikler

Entomopatojenik funguslarin simiflandirilmasinda ana olarak morfolojik ve 6zellikle
son zamanlarda molekiiler karakterler yaygin olarak kullanilmaktadir.

Morfolojik 6zellikler: Entomopatojenik funguslarin siiflandirilmasinda birgok farkl
morfolojik 6zellikler kullanilmaktadir. Bunlar sirasi ile, bocekte meydana gelen enfeksiyon
sekli, kat1 besiyerindeki koloni morfolojisi ve rengi, sporlarin sekli ve boyutlari, hiflerin
yapisi, havai ve septali olup olmadigi, synnema yapisi, sporlarin tek tek veya zincir
seklinde olup olmamasi, sporokarp (fruiting body) yapisi, konidiyogenez hiicrelerinin
yapist ve sekli, stroma yapisi, konidiyoforlarin yapisi, dinlenme yapilarinin (resting spores)
sekli ve biyiikligi, sporangiyum yapisi ve sekli, fungusun hymenia olusturup
olusturmamasi, zoospor yapist ve diger bazi Ozellikler entomopatojenik funguslarin

morfolojik tiir tayininde kullanilmaktadir (Humber, 1997).

1.4.3.1.4.2. Entomopatojenik Funguslarin Biyolojileri

Entomopatojenik funguslarin yasam dongiileri ¢ogunlukla konaklarinin gelisme
safhalar ile es zamanli olarak gergeklesmektedir (Shah ve Pell, 2003). Fakat, pek ¢ok
entomopatojenik fungus, hayat dongiilerinde birgok benzerlige sahiptir (Roy vd., 2006).
Bakteri ve viriislerden farkli olarak, funguslar konaklarini yalnizca bagirsaktan degil, ayni
zamanda boceklerin solunum deliklerinden ve integiimentin yiizeyinden de enfekte
edebilir. Bu ozellik entomopatojenik funguslari boceklerin beslenme aktivitelerinden
bagimsiz olarak dogrudan enfekte edebilecegi gercegini dogurmaktadir (Ferron, 1978). Bu
durum bitkilerin 6zsivisi (basta afidler) veya hayvan kani ile beslenen boceklerin
mikrobiyal miicadelesinde entomopatojenik funguslara 6nemli avantajlar saglamaktadir
(Lacey ve Goettel, 1995). Entomopatojenik funguslarin yasam doéngiilerinde ilk olarak
fungus enfektif bir spor iretir ve bu spor konagin kiitikulasina tutunarak penetre olur.
Penetrasyondan sonra spor ¢imlenerek germ tiplinii olusturur ve bunu takiben
appressorium olusumu meydana gelir. Bu penetrasyon islemi siklikla integiimentin
enfeksiyon bolgelerinde melanizasyon reaksiyonuna yol agmaktadir (Ferron, 1978).
Melanizasyon siklikla ge¢ olur veya yeterli oranda olur. Bu da patojenin yavas biiylimesini

veya giiciinii durdurmasina yardimci olur (Hajek ve Leger, 1994). Bundan sonra, fungus
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konagin hemoseline ulasarak konagi istila eder ve konagi toksin iiretimi veya ¢ogalma gibi
nedenlerle oldiiriir. Uygun kosullar altinda bocegin 6liimiinden sonra, fungus konaktan
disar1 dogru sporlasmaya baslar ve bu sporlasma ya da konidiyogenezis kadavranin dis
yiizeyinde meydana gelir (Goettel vd., 2005; Shah ve Pell, 2003). Alternatif olarak, fungus
primer konagin olmadig1 zamanlarda taksonomik olarak birinci derecede iligkili bir baska
konag1 enfekte edebilir. Benzer olarak, alternatif konagin enfeksiyonundan sonra konak
oliir ve tretilen sporlar primer iliskili diger bireyleri enfekte edebilir. Bunun haricinde,
enfeksiyon i¢in uygun olmayan c¢evresel kosullarda, fungus, bu kosullara dayanikli
dinlenme yapilarini (resting spores) olusturur. Bu yap1 ¢evrede konak olmadigi zaman
uzun bir slire varligim siirdiirebilmektedir. Dinlenme yapilariin kendisi enfektif 6zellige
sahip degildir. Fakat, yeniden enfektif spor olusturabilir. Sporlasmadan sonra g¢evreye
yayilan sporlar baska konaklar1 enfekte eder. Normal olarak bu yasam dongiisiiniin pek ¢cok
istisnalar1 bulunmaktadir. Fakat, 6nemli olan husus ¢evresel faktorlerin fungusun {iremesi
ve hayatta kalmasi i¢in son derece dnemli olmasidir. (Goettel vd., 2005). Entomopatojenik

funguslarin genel hayat dongiisii Sekil 2°de gosterilmektedir.
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Sekil 2. Entomophthore muscae’nin Delia radicum konagindaki yasam dongiisti. S:

Toprak yiizeyi. 1. Konagin kis1 gecirme sathasi (topraktaki pupa). 2. Enfektif
ozellige sahip eseysiz konidi fungusun kisin hayatta kalan yapilar tarafindan
tiretilir ve konagin hassas safhasini enfekte etmeye hazirdir. 3. Ergin sinekler
(burada konagin hassas safhasi) pupadan ¢ikar ve enfekte olur. 4. Inkiibasyon
peryodunun ardindan konak 6liir. E. muscae’den 6lmiis konak, agaca yapisir ve
konidiler 6lmiis konakta iiretilir. 5. Bu konidiler yeni hassas konaklar1 enfekte
edebilir. 6. Hassas konagmn sayisi azaldigi zaman (O6rnek olarak sonbahar
sirasinda), bazi enfekte bireyler konagin Oliimiine kadar enfektif konidi
tiretmez. Bunun yerine kisin uzun siire hayatta kalabilecek fungal yapilar
iretilir. Bu durumda sinekler toprak yiizeyine diiser ve kalin duvarli dinlenme
sporlar olusturulur (eseyli veya eseysiz). 7. Dinlenme yapilar1 kis1 toprakta
gecirir ve gelecek yil enfektif konidi iiretir. 8. Alternatif olarak, fungus
taksonomik olarak primer konak ile iligkili bir baska konag1 enfekte edebilir.
Bu durumda bir baska sinek enfekte olur. 9. Enfeksiyondan sonra alternatif
konak oliir ve bu konakta {iretilen konidiler primer konagi yeniden enfekte
edebilir (Roy vd., 2006).
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1.4.3.1.4.3. Fungal Enfeksiyon

Genellikle eseysiz olarak tireyen sporlar enfeksiyondan sorumludur ve
enfeksiyondaki baslangi¢ asamasi pasif veya spesifik olmayan tutunmadir (Castrillo vd.,
2005; Shah ve Pell, 2003). Bu adim bocegin kiitikulasina temas igin birgok farkli yol
icermektedir. Ornegin, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ve Nomurae rileyi
durumunda, tutunma islemi sporlarda yer alan iyi organize olmus fasikiil rodletler ve bocek
kiitikulas1 arasindaki hidrofobik iliskinin sonucu olarak meydana gelir. Sucul ortamlarda
yasayan entomopatojenik funguslarda ise tutunma islemi zoosporlarin kese olusturmasi ile
takip edilir (Castrillo vd., 2005). Tutunma islemini takiben, sporlar konagin c¢esitli
bariyerlerinin {istesinden gelmek igin fungusa yardimci olan appressorium yapiSini
olusturmak i¢in ¢gimlenmeye baslar (Hajek ve Leger, 1994). Bundan sonra, gemlenmis spor
kiitikulanin igerisine penetre olur. Penetrasyon safhasinda, proteaz, kitinaz ve lipaz gibi
kiitikulay1 pargalayan bazi enzimler konaga giriste dnemli rol oynamaktadir (Clarkson ve
Chamley, 1996). Penetrasyonu takiben, hemoselin igerisindeki filamentéz fungus yapilari
maya benzeri hifal yapilara veya protoplastlara (blastospor) gecis yapar. Bu yapilar
hemolenf igerisinde dolasirlar ve tomurcuklanma ile ¢ogalirlar. Daha sonra tekrar
filamentoz yapilara gecis yapilarak fungus i¢ dokular1 ve organlar istila eder. Hemoseldeki
besinin azalmasi (Feng vd 1994) ya da fungal metabolitlerin sonucu olusan toksin
maddelerin artmasiyla bocek o6liir. Son olarak, fungus 6lmiis bocek lizerinde sporlasir ve
yeni olusmus sporlar baska bir konagi enfekte edebilir. Uygun sicaklik ve nemin
varliginda, enfeksiyon ayni sekilde devam eder. Fungal enfeksiyon isleminin ayrintili

semas1 Sekil 3’de verilmistir.
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Penetrasyon
kancasi

Kiitikula

ikincil hifal
yapilar

3 @ @D Hemosel

Blastospor

Sekil 3. Bocek kiitikulasindaki fungal enfeksiyon basamaklarinin
gosterimi. 1. Bocek kiitikulasit ve spor arasindaki fiziksel
temastan sonra fungusun konagi tanimast spor ¢imlenmesini ve
appressorium olusumunu baglatir. 2. Penetrasyon kancasi ve
cesitli hifal yapilar kiitikulay1 ve epidermisi gecer. 3. Fungusun
hemosele girmesinden sonra blastospor olusumu baglar ve
fungus konag istila eder.

1.4.3.1.4.4. Entomopatojenik Funguslarin Etki Sekilleri

Entomopatojenik funguslar, farkli metabolitler iireterek konaklarini birgok farkli
sekilde oldiirmektedir (Zimmermann, 2007b). Kimyasal olarak farkli toksik metabolitler
Beauveria, Fusarium, Gliocladium, Metarhizium, Paecilomyces ve Verticillium gibi
biyolojik miicadele etmenlerinde tanimlanmigtir. Bu metabolitlerden bazilarinin 6nemli
patojenite etmenleri oldugu bilinmektedir (Strasser vd., 2000). Simdiye kadar birgok
aragtirmact Beauveria spp. ve M. anisopliae tarafindan iiretilen metabolitler iizerine
odaklanmistir. Ciinkii, bu iki fungus en onemli mikrobiyal miicadele etmenleridir. Bazi
entomopatojenik funguslar tarafindan {iretilen bazi metabolitler Tablo 2’de verilmistir
(Zimmermann, 2007a; Zimmermann, 2007b; Strasser vd., 2000).
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Tablo 2. Entomopatojenik funguslar tarafindan iiretilen baz1 metabolitler

Fungus Metabolitler
Beauverisin, bassianin, bassianolide,
Beauveria bassiana beauverolidler, tenellin, oosporein,
oksalik asit, bassiakridin
Beauveria brongniartii Oosporin
. L Destruksinler (28 tip), swainsonie,
Metarhizium anisopliae ! .
sitokalasin C

Metarhizium sp. Hidroksifungerin A ve B

Paecilomyces fumosoroseus  Beauvricin, beauverolidler
Dipicolonik asit, hidroksikarboksilik

Verticillium lecanii asit,
siklosporin
Hirsutella thompsonii Hirsutellin A, hirsutellin B, fomalakton

Beauveria spp. beauverisin, bassianin, bassianolide, oosporin, destruksin B gibi in
Vvivo Ve in vitro ortamda pek ¢ok toksik bilesik tiretmektedir (Zimmermann 2007a). Ayrica,
destruksinler (28 tip), sitokalasin C ve hidroksifungerin A ve B gibi metabolitler ise
Metarhizium spp. tarafindan tretilmektedir. Simdiye kadar entomopatojenik funguslarin
hastalik sirasinda herhangi bir toksini iiretip tiretmedikleri veya viriilans igin toksin gerekip
gerekmedigi belirlenmemistir. Quesada-Moraga ve Vey (2003) B. bassiana’nin ¢ekirgelere
kars1 patojenik olmasi icin toksin {iretimine gerek duymadigni belirtmistir. Bazi
durumlarda, toksin iiretiminden siiphelenilmesine ragmen, kesin olarak belirtilmemektedir.
Farkli genotipe sahip Beauveria bassiana tiirleri farkli konak hiicrelerde farkli patojenite
etkisi gostermektedir (Jaronski ve Goettel 1997). Bu sebeple genellikle kabul edilen sudur
ki; fungusun spesifik bir susunun, orijinal konag: lizerinde veya konakla akraba olan
tirlerde virulanst daha fazladir (Xu 1998). Coelomycidium, Coelomomyces cins ve
Entomophthoralean ordosuna ait bir kisim funguslar bazi ¢ok zayif toksinlere sahip
olabilir. Fakat, biiyiik ihtimalle, bu funguslar konaklarini hayati dokulari istila ederek
oldiiriirler (Goettel vd., 2005). Ilave olarak, fungal enfeksiyon konak hareketlerinde ates
artmasi, yiiksek yerlere c¢ikma, aktivitede artis veya azalma, semikimyasallara karsi
azalmis cevap ve lireme davranislarinda degisme gibi degisiklikler meydana getirebilir

(Roy vd., 2006).
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1.4.3.1.4.5. Entomopatojenik Funguslari Ozgiilliigii ve Konak Segiciligi

Entomopatojenik funguslarin 6zgiilliigii cinsler arasinda, bir cins icerisinde ve hatta
bir tiiriin suslar1 arasinda bile farklilik gosterebilmektedir (Goettel vd., 2005). Genis konak
spektrumuna sahip olmalarina ragmen epizootik olusumu nadir rastlanan bir durumdur
(Feng vd. 1994). Ozellikle, Entomophthoreales ordosuna dahil funguslarm, dar konak
araligina sahip olduklar1 bilinir (Zoophthora radicans istisnadir) ve bunlar, genelde
yaprakla beslenen bocekler ve akarlarda goze carpan epizootiklerle iliskilidir. Bunun
tersine Hyphomycetes funguslar (son siniflandirmaya gore su anda Sordariomycetes olarak
biliniyor) daha genis bir konak araligina sahiptir (Verticillium lecanii ve Hirsutella
thompsoni istisnalari ile birlikte) ve genelde topraktaki bocek popiilasyonlarinda epizootik
yaparlar (Pell vd., 2001). Her iki grubun da istisnalart bulunmaktadir. Ornegin,
Sordariomycetes sinifina ait iki tane iyi bilinen fungus tiirii olan Beauveria bassiana ve
Metarhizium anisopliae genis konak araligina sahiptir. Simdiye kardar B. bassiana’nin 707
adet konaga sahip oldugu bildirilmistir (Zimmermann, 2007a). Bu say1 521 cins, 149
familya ve 15 ordoyu kapsamaktadir. B. bassiana Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera,
Homoptera, Diptera, Hemiptera, Orthoptera, Siphonaptera, Isoptera, Thysanoptera,
Mantodea, Neuroptera, Dermaptera, Blattariae, Embioptera takimlarinda patojen olarak
etki gosterir (Zimmermann, 2007a). M. anisopliae’nin konak aralig1 B. bassiana’dan daha
smirli olmasina ragmen, bu tiriin de Symphyla, Orthoptera, Dermaptera, Isoptera,
Homoptera, Heteroptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Siphonaptera, Lepidoptera,
Malacostrata (Amphipoda), Acari, Ephemeroptera, Dermaptera, Heteroptera, Diptera,
Coleoptera, Hymenoptera ve Lepidoptera ordolarina ait bocekleri enfekte ettigi
bildirilmistir (Zimmermann, 2007b). Bu iki tiir bircok bocek tiiriinii enfekte etmelerine
ragmen, izolatlarin alan uygulamalarinda laboratuvar kosullar ile karsilastirildiginda daha
spesifik olabildikleri goriilmektedir. Bu da patojene karsi duyarliliktan daha ¢ok diger
faktorlerin dogadaki hastalik olusmasinda oOnemli oldugunu gostermektedir. Bazi
durumlarda, fungus sadece zayiflamis ve strese girmis bocekleri 6ldiirebilir (Goettel vd.,
2005).

Pek ¢ok Entomophthoreales fungus konaga ozgiildir ve hedef dist organizmalar

lizerinde baz1 istisnalar hari¢ herhangi bir etki gdstermez. Ornegin, Entomophthore muscae
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Lepidoptera takimina ait bireyleri enfekte ederken, Zoophthora radicans’in Diptera,
Coleoptera, Lepidoptera ve Homoptera takimlarina ait 80’in {izerinde konag1 enfekte ettigi
bildirilmistir (Hajek, 1999; Goettel vd., 2005).

1.4.3.1.4.6. Entomopatojenik Funguslarin Dagilimi ve Yayilim

Bir patojeninin enfektif yapilarmin dagilmasi hastalifin gelismesinde oldukca
onemlidir. Hypocreales ordosuna ait entomopatojenik funguslarin enfektif yapilari
kadavradan pasif olarak dagilmaktadir. Bu pasif yayilim riizgar ve yagmur gibi etkenlerle
meydana gelmektedir (Meyling ve Eilenberg, 2007). Entomophthoralean funguslarin
sporlari ise hidrostatik basing altinda aktif olarak salinmaktadir. Salinimdan sonra sporlarin
yayillimi riizgar veya yeni bir enfeksiyon ile devam etmektedir (Shah ve Pell, 2003).
Toprak ortaminda ise entomopatojenik funguslarin asir1 bir sekilde cogalmasi ve yayilimi
sinirhidir. Popiilasyonun olusumu, kadavradan yayilan enfektif sporlar, icerisinde ana
kadavrada yer alan kaynaklarin doniisiimiine dayanmaktadir (Meyling ve Eilenberg, 2007).
Bazi durumlarda, entomopatojenik funguslar canli haldeki enfekte bocek ile bir baska
konaga veya ¢evreye yayilmmlarini  gergeklestirmektedirler.  Ornegin, baz
Entomophthoralean funguslarin  sporlar1  konak hala canli iken salinmaktadir.
Entomophthora thripidum ve Strongwellsea catrans ile enfekte sinekler ve bazi afid tiirleri
uzun mesafede funguslari tasiyarak go¢ edebilmektedir (Meyling ve Eilenberg, 2007; Shah
ve Pell, 2003). Ayrica, baz1 eklem bacaklilar entomopatojenik tiirlerin yayilimin da goérev
yapabilmektedir (Dromph, 2003; Meyling vd., 2006). Bazen, Cordyceps spp. gibi
entomopatojenik funguslar ve hatta onun anamorflar1 (6rnek olarak B. bassiana) biiyiik bir
stroma Uretmektedir ve bu stroma bazen 30 cm’ye kadar ulasabilmekte ve sonunda eseyli
ve eseysiz sporlari iretmektedir. Son olarak, dinlenme yapilarinin (resting spores) olusmasi
pek ¢ok fungusun yayilimi i¢in ana faktor olmaktadir. Konagin sayist azaldigi ve olumsuz
gevre kosullar1 basladigi zaman, pek ¢ok Entomophthoralean fungus uzun bir zaman
toprakta sag kalabilen mitozdan (azigospor) veya mayozdan (zigospor) olusan dinlenme
yapilarini (resting spores) lretmektedir (Goettel vd., 2005; Shah ve Pell, 2003). Bu da

fungusun yayilimina katki saglayan faktorlerden birisidir.
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1.4.3.1.4.7. Entomopatojenik Funguslarin Avantaj ve Dezavantajlari

Entomopatojenik funguslarin mikrobiyal miicadelede bazi avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Insektisid olarak funguslarin kullanim avantajlari sdyle siralanabilir:

1. Zararhiyla miicadele agisindan bazi durumlarda yiiksek konak seciciligine sahip
olmalari: Entomopatojenik funguslar zararli olmayan parazit ve yararli bdcek
popiilasyonlarini etkilemeden zararli boceklerin miicadelesinde kullanilabilir.

2. Memeliler iizerine herhangi bir olumsuz etki géstermemeleri, boylece ¢evre kirliligi
gibi insektisid uygulamalar1 sonucu karsilasilan zararlarin azaltilmas:.

3. Insektisid direnci gibi problemlerin olmamasi ve bdylece uzun siireli bir miicadele
saglamalari.

4. Biyoteknolojik arastirmalar ile gelistirilmeye uygun olmalari.

Uygulama sonrasi ¢evrede uzun siire kalmalar1 ve bdylece, uzun siireli miicadelesinin
saglamalar1 (Wan, 2003).

Oteyandan, funguslarin insektisid olarak kullanimlarinin bazi dezavantajlari da
bulunmakatadir:

1. Kimyasal insektisidler bocekleri sadece 2-3 saatte Oldiriirken, entomopatojenik
funguslar daha uzun bir siire gerektirmektedir (bazen 10-15 giin).

2. Uygulamalar yiiksek nem, diisiik zararli sayist ve fungisidlerin kullanilmadigi
periyod da olmalidir.

3. Bazen yiiksek segiciliginden dolayi ilave miicadele etmenlerinin kullanilmasi
gerekebilir

4. Uretimleri nispeten pahalidir ve sporlarm saklanmast icin soguk ortamlar gereklidir.

5. Zararli popiilasyonlar1 iizerine entomopatojenik funguslarin etkinligi ve devamliligi
farkli konaklarda farklilik gostermektedir ve boylece, bocege 6zgiil uygulama tekniklerinin
optimizasyonu uzun siireli ¢aligma ve arastirma gerekmektedir.

6. Bagisiklik sistemi baskilanmis insanlara karsit bazen potansiyel risk olusturmalari

(Wan, 2003).



32

1.4.3.1.4.8. Funguslarin Mikrobiyal Miicadele Etmeni Olarak Kullanim

Entomopatojenik funguslar, diger dogal bocek diismanlari ile birlikte baglica (1)
Klasik, (2) inokiilatif salinim, (3) inundatif salinim ve (4) konzervatif olmak {izere dort
genis biyolojik miicadele stratejisinde kullanilabilirler (Eilenberg vd., 2001; Shah ve Pell,
2003).

Entomopatojenik funguslarin klasik biyolojik miicadelede biiyiik bir kullanim
potansiyeli mevcuttur. Funguslarin klasik ve inokiilatif biyolojik miicadele de kullanimlar
acisindan pek cok tercih nedeni 6zellikleri vardir. Hizli bir sekilde epizootiklere neden
olabilir, dar konak araligina sahiptir, ¢cevrede ve bdcek popiilasyonlarinda uzun siire
varliklarini siirdiirebilirler (Goettel vd., 2005).

Klasik biyolojik miicadele uzun siireli bir miicadele saglamak amaciyla, biyolojik
miicadele etmeninin dogal olarak bulunmadig: bir yere (genellikle bu organizma konaga
gore zaman icerisinde degisiklige ugramistir (co-evolved)) istege bagli olarak
birakilmasidir (Eilenberg vd., 2001). Bu miicadele stratejisinde, ilgili zararlinin miicadelesi
zararlinin miicadelesinin gerektigi alana dogal olmayan uygun bir biyolojik miicadele
etmeninin birakilmasina baghdir. Bdylece, klasik biyolojik miicadele ekzotik bir
organizmanin salinimini gerektirmektedir (Eilenberg vd., 2001). Klasik biyolojik miicadele
programlar1 genelde uzun siire siirdiiriilebilir ve ekonomik bir miicadele saglamaktadir
(Shah ve Pell, 2003). Entomopatojenik funguslarin klasik biyolojik miicadele de
kullanimlarina yonelik bir¢gok o6rnek vermek miimkiindiir. Amerika’da Entomophaga
maimaiga’nin Lymantria dispar’a ve Zoophthora radicans’in Therioaphis trifolii’ye karsi
uygulanmasi bu alanda en giizel 6rneklerdir (Hajek vd., 1990; Pell vd., 2001; Milner vd.,
1982; Shah ve Pell, 2003).

Inokiilatif biyolojik miicadele ise biyolojik miicadele etmeni olan canli bir
organizmanin, miicadele bdlgesine salinarak uzun bir siire zarfinda ¢ogalmasi sonucu
zararli bocegi kontrol altina almasidir. Fakat, bu miicadele kalic1 degildir. Bu uygulama
stratejisinde salinan organizmanin sayisi onemli degildir. Aksine biyolojik miicadele
etmeninin salinan alanda ¢ogalmasi 6nemlidir. Genellikle alana diisiik sayida miicadele
etmeni salinir. Bu kismen de olsa salinan organizmanin kabul edilemez masraflarindan
kaynaklanmaktadir. Bocek patojenleri inokiilatif miicadele icin kullanilabilir. Ornegin,

Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch (Deuteromycotina: Hyphomycetes) mayis bocegiyle
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(Melolontha melolontha L. (Coleoptera: Scarabaeidae)) miicadele etmek igin Isvigre’de
kullanilmistir. Buradaki amag, salinan fungusun zaman igerisinde ¢ogalarak uzun siireli bir
(Keller, 1997; Eilenberg vd., 2001). Bununla birlikte,

Entomophaga maimaiga Amerika’da Lymantria dispar popiilasyonlarinda epizootik

micadele elde eldilmesi idi

basglatmak amaci ile inokiilatif olarak kulanilmistir (Hajek ve Webb, 1999; Goettel vd.,
2005).

Tablo 3. Ticari olarak gelistirilmis, gelistirilmeye devam edilen ve potansiyel olarak

dikkate alinan entomopatojenik funguslar

Fungus Uriin Zararh Ulke
Beauveria bassiana Conidia Kahve kurdu Almanya
beyaz sinekler, afidler,
Beauveria bassiana Mycotrol WP Kirpik kanatlilar Amerika
Beauveria brongniartii ~ Engerlingspilz  Mayis bocegi Isvigre
Schweizer Mayis bocegi
Beauveria brongniartii  Beauveria Isvigre
Melocont- Mayis bocegi

Beauveria brongniartii  Pilzgerste Avusturya
Metarhizium favoviride Green Muscle  Cekirgeler Ingiltere
Paecilomyces

fumosoroseus PFR-97 Beyaz sinek Amerika
Verticillium lecanii Vertalec Afidler ve beyaz sinek Ingiltere
Verticillium lecanii Mycotal Afidler ve beyaz sinek Ingiltere
Entomophaga

maimaiga - Kar tirtilr (L. dispar) -
Hirsutella thompsonii - Akarlar -
Lagenidium giganteum  Laginex Sivrisinekler Amerika
Metarhizium anisopliae  BioBlast Termitler Amerika
Metarhizium anisopliae  Green Muscle  Cekirgeler G. Afrika

Ugiincii biyolojik miicadele stratejisi olan inundatif biyolojik miicadele de ise
miicadele yalnizca canli organizmanin kullanilmasi ile saglanmaktadir (Eilenberg vd.,
2001). Bu uygulama stratejisinde, biyolojik miicadele etmeni kisa donemli bir miicadele
icin genellikle biiylik miktarlarda salinir ve ikinci bir enfeksiyon beklentisi yoktur (Shah ve
Pell, 2003). Siklikla biyopestisit, biyolojik pestisit veya mikopestisit olarak bilinen terimler
funguslar ile yapilan inundatif biyolojik miicadeleyi tanimlamak i¢in kulanilmaktadir
(Goettel vd., 2005). Hyphomycetes funguslar inundatif biyolojik miicadele agisindan

biiyiik bir dneme sahiptir. Ciinkii kitle tiretimleri ve formiilasyonlar1 nispeten kolaydir ve
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gelenekesel sprey uygulamalariyla kolaylikla uygulanabilmektedirler. Pek ¢ok ticari iiriin
farkli tarim alanlarinda zararlilar ile miicadelede kullanilmaktadir. Bunlarin bazi 6rnekleri
Tablo 3’de verilmistir (Shah ve Pell, 2003; Strasser vd., 2000; Cross vd., 1999; Lacey ve
Goettel, 1995; Montesinos, 2003; Scholte vd., 2004; Milner, 2000).

Konzervatif biyolojik miicadele ise zararli bocegin etkisini azaltmak i¢in ¢evresel
veya mevcut uygulamalarda degisiklikler yaparak alanda bulunan dogal diismanin veya
diger organizmalarin korunmasidir (Eilenberg vd., 2001). Bu stratejide etmen salinimi
yoktur fakat tarim sistemleri ve uygulamalari dogal olarak mevcut olan diismani korumak
veya sayisini arttirmak i¢in modifiye edilir. Bu sayede zararli bocek popiilasyonunun zarar
esiginin altinda tutulmasi amaglanmaktadir (Goettel vd., 2005). Bu uygulamada ilk 6rnek,
Neozygites fresenii’nin Amerika’da bulunan pamuk tarlalarindaki uygulamadir. Cifciler
topladiklar1 afidlerin %15’inin bu fungusla enfekte oldugunu bulduklar1 zaman mevcut
patojeni korumak i¢in herhangi bir insektisid uygulamasi yapmadilar. Boylece, hem
zamandan hem de paradan tasarruf ederek, ¢evresel kontaminasyonu azaltarak yararl

bocekleri de korumus oldular (Shah ve Pell, 2003; Pell vd., 2001).

1.5. Cahismanin Amaci

Bu c¢alismada, Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki tarim alanlarinda ¢esitli zararlar
olusturan Danaburnu (Gryllotalpa gryllotalpa) ile miicadelede etkin, giivenli, ekonomik ve
cevreye duyarl fungal mikrobiyal miicadele etmenleri izole etmek, bunlarin morfolojik ve
molekiiler karakterizasyonlarii yapmak ve hedef zararlilara karsi insektisidal etkilerini

belirlemek amaglanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bocek Orneklerinin Toplanmasi ve Laboratuvara Getirilmesi

Trabzon ilinin farkli tarim alanlarindan Gryllotalpa gryllotalpa (Danaburnu)
toplamak icin arazi ¢alismalar1 yapildi. 2010-11 Mart-Nisan aylarinda belleme yontemiyle
danaburnu nimf ve erginleri topraktan ¢ikarildi ve yeterince havalandirma agikligi bulunan
plastik kaplara konuldu. Zararlida kannibalizm goriildiigli i¢in her kaba az sayida bocek
yerlestirildi. Kaplarin tizerine alindigi boélgenin adi ve tarih not edildi. Laboratuvara
getirilen bocekler canli ve 6lii olmak iizere farkli kaplara alind1 ve bu 6rnekler, giinliik
olarak incelemeye tabi tutuldu. Oldiigii tespit edilen bocekler, 6liim nedeninin fungus olup
olmadigmin tespit edilebilmesi i¢in nemli filtre kagid1 iceren steril petri kaplarina alindi ve
eksternal fungus biiyiimesi arastirildi. Eksternal misel biiyiimesi goriilen bdcek

orneklerinden fungus izolasyonu yapildi ve bu izolatlarin patojen olup olmadig: arastirildi.

2.2. Fungus izolasyonu

Gerek arazi caligmalar1 sirasinda 6lii bulunan, gerekse labaratuar ortaminda o6ldiigu
belirlenen danaburnu 6rneklerinin fungal bir etmenden 6liip 6lmedikleri arastirildi. Bunun
i¢in Olii danaburunlari (Sekil 4) nemli filtre kagid1 iceren steril petri kaplarina alindi ve 1-2
haftalik inkiibasyonun ardindan eksternal fungus biiytimesi gozlenen kadavralardan fungus
izolasyonu i¢in bocekler oncelikle %1°lik sodyum hipoklorit soliisyonuyla 3 dk ylizey
sterilizasyonu yapildiktan sonra, 3 kez distile su ile yikandi. Isleme tabii tutulan bdcekler
igerisinde kurutma kagidi bulunan petrilere alinarak 25°C ‘de, nem ihtiyacini karsilanmak
suretiyle inkiibasyona birakildi (Ali-Shtayeh vd., 2002).

Gozle gortilebilir fungal bliylime gergeklestiginde, 6ze yardimiyla funguslarin patates
dekstroz agar (PDA) besiyeri ihtiva eden petrilere inokiilasyonu gerceklestirildi (Vannien
ve Husberg, 1989). Inokiilasyon yapilan funguslarin saflastirilmasi igin besiyeri olarak %1
yeast ekstrakt ilave edilmis Patates Dekstroz Agar (PDA) kullanildi. Istenmeyen bakteri

kontaminasyonunu engellemek i¢in besiyerine 50 pg/ml ampisilin, 20 ug/ml tetrasiklin ve
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200 pg/ml streptomisin ilave edildi (Thara vd., 2001). Parazitik funguslarin biiyiimesini

engellemek amaciyla ise 50 ug/ml oraninda kloromfenikol kullanildi.

Sekil 4. Dogal fungal enfeksiyondan 6lmiis Danaburnu erginleri (Fotograflar, Dog. Dr.
Ismail DEMIR tarafindan ¢ekilmistir).

Gozle gorilebilir fungal biiylime gerceklestiginde, 6ze yardimiyla funguslarin patates
dekstroz agar (PDA) besiyeri ihtiva eden petrilere inokiilasyonu gergeklestirildi (Vannien
ve Husberg, 1989). Inokiilasyon yapilan funguslarin saflastirilmasi igin besiyeri olarak %1
yeast ekstrakt ilave edilmis Patates Dekstroz Agar (PDA) kullanildi. Istenmeyen bakteri
kontaminasyonunu engellemek i¢in besiyerine 50 pg/ml ampisilin, 20 pg/ml tetrasiklin ve
200 pg/ml streptomisin ilave edildi (Ihara vd., 2001). Parazitik funguslarin biiylimesini

engellemek amaciyla ise 50 ug/ml oraninda kloromfenikol kullanildi.

2.3. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyondan sonra besiyeri iizerinde biiyiiyen funguslar incelenerek farkli koloni
morfolojisine sahip olanlar, yuvarlak 6ze yardimiyla patates dekstroz agar (PDA) ihtive
eden petrilere ¢izgi ekim yapilarak 4-6 giin, 28 °C’de inkiibasyona birakild1. Biiyiimenin ilk
zamanlarinda kiiclik koloniler bistiiri yardimiyla agarla beraber kesilerek PDA ihtiva eden
petrilere transfer edildi. Boylece tek spordan olusan fungusun saf kiiltiiri elde edildi. Saf
kiltiirler numaralandirilarak, sonraki calismalarda kullanilmak {izere 5:1 oraninda steril
gliserol kullanilarak -80°C’de muhafaza edildi. Petrilerde kalan kiiltiirler ise +4 °C’de
bekletildi. Elde edilen saf kiiltiirlerin 6 ayda bir pasajlamalar gerceklestirildi.
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Numaralandirilan funguslarin tiimiinin ARSEF (ARS Collection of Entomopathogenic

Fungal Cultures, Ithaca, New York,USA) kiiltiir koleksiyonuna kayitlar1 yapildi.

2.4. Funguslarin Tiir Tayinleri

2.4.1. Morfolojik Tiir Tayini

Ilk olarak izolatlarin kadavralardaki goriintiileri ve etkileri belitlendi.bunun icin
kadavralar steriomikroskobu ile incelendi. Funguslarin misel yapilarmin goriintiilenmesi
icin ise agar blok Kkiltliri hazirlandi ve miseller aseto-orsein boyasi ile boyanarak
mikroskopta incelemeleri yapildi. Hazirlanan preparatlarin  mikroskop altindaki
incelemeleri sonucunda misellerin yapilari, spor sekilleri ve renkleri, havai olup
olmadiklari, konidioforlarin yapilar1 incelendi ve sporlarin ¢cap ve boy ol¢limleri yapildi.
izole edilen funguslarmn tiir tayini Dr. Richard Humber (USDA-ARS Collection of
Entomopathogenic Fungi, Ithaca, NY, USA) tarafindan yayinlanan “Entomopathogenic
Fungal Identification” adli kaynaktan yararlanilarak yapildi (Humber, 1997). Tiir tayinini
dogrulamak amaciyla biitiin izolatlar Dr. Richard Humber’in labaratuarina gonderilerek

onaylandi.

2.4.1.1. Agar Blok Kiiltiirii

Agar blok kiiltiiriiniin hazirlanmasi i¢in eritilmis PDA steril bir petri kutusuna ince
bir tabaka (2-3 mm. kalinlikta) halinde dokiiliir ve katilagsmasi beklendi. Agar, steril ve
keskin bir bistiiri ile 10 X 10 mm boyutlarinda bloklar kesilir. Bunlar, steril bir pens ile
alinarak, steril bir lamin iizerine yerlestirildi. Bu agar bulunan 1am, steril petri kutusunda
bulunan kiirdanlarin (veya cam c¢ubugun) iizerine yerlestirildi. Agar blogun kenarlarinin
orta yerine inokiilasyon yapildi ve lamel ile kapatildi (Sekil 5). Gerekli nemin saglanmasi
icin petri kutusunun igine, distile suya veya %20 su + %80 gliserin karisimina batirilmis
pamuk konuldu. Petriler kapatildiktan sonra, 25-27°C'de 4-8 giin inkubasyona birakildi
(koloniler iyice goriiliinceye kadar). Bu siirenin sonunda, agar blogun {izerindeki lamel bir
pens ile kaldirildi. Lamelin mantarli yiizeyine % 96'lik alkolden 1 damla damlatild1 ve

bunun fungus kolonileri tizerine yayilmasi saglandi. Tam bir kuruma elde edildikten sonra
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lamel, temiz bir 1dm iizerinde bulunan lakto fenol pamuk mavisi solusyonuna, mantarl yiiz

alt tarafa gelecek sekilde yerlestirildi. Boyanan preparat mikroskop altinda incelendi.

Petri

Kiirdan

Ureyen
fungus

Lamel

Lam

Sekil 5. Fungal 6rneklerin ‘Scotch tape’ teknigiyle mikroskobik incelenmesi

Fazla boya solusyonu akitildiktan sonra etrafi oje ile kapatilabilir. Geride kalan agar blogu,
tizerinde lakto fenol pamuk mavisi olan lam {izerine tersine dondiiriilerek yatirildi ve
tizerine lamel kapatildi. Preparat mikroskopta incelendi. Mikroskop ¢aligmalarinda Leica
DM 1000, 151k mikroskobu kullanildi. Funguslanmanin zamanina bagli olarak kiiltiirlerin
konidiafor yapilari, miselleri ve spor sekilleri incelendi. Farkli cinslere ait funguslarin spor
caplart Olciildii. Konidiaforlarin dallanma sekilleri, sporlarin biiyiikliikleri ve sekilleri

arasindaki farklar not edildi.

2.4.2. Fungal izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonu

2.4.2.1. DNA izolasyonu

Fungal izolatlardan DNA izolasyonu yapmak i¢in ZR Tissue & Insect DNA
MiniPrep kiti kullanildi. izolasyon icin 6ncelikle funguslarin PDA besiyerine ekimleri

yapildi ve 28°C’de 1 haftalik siire ile inkiibasyona birakildi. Biiyiiyen funguslardan
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yaklagik 50 mg agirliginda doku kesilerek alindi. Doku lisis tiiplerine transfer edildikten
sonra lizerine 750 pl lisis solusyonu eklenerek doku parcalayici icinde homojenize edildi.
Doku pargalayicidan alinan tiipler 10.000 rpm de 1 dk santrifiij edildi. Pipet yardimiyla
stipernetant kistmdan 400 pl alinarak filtrasyon tiiplerine aktarilarak 1 dk 7.000 rpm’de
santrifiij edildi. Filtrenin altinda kalan siviya 1.200 pl genomik lisis solusyonu eklendi.
Olusan karistm DNA’nin tutunacag filtreli tiiplere alinarak 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij
edildi. Filtre yeni bir tiipe alinarak yikama islemi 200 pl 6n yikama solusyonu ile yikama
yapildi ve 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Tiipiin altinda kalan sivi uzaklastirilarak
ikinci kez yikama yapmak i¢in 500 pl fungal-bakteriyal DNA yikama solusyonu eklendi.
Tiipler bu haliyle 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek, DNA’nin saklanacagi ependorf
tiiplere alindi. Son olarak filtrenin {izerine 50 pl DNA Elution Buffer birakilarak DNA
izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen DNA’lar -20 °C’de saklandh.

24.2.2. TrRNA ITS1-5.8S-ITS2 Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmas1 ve Veri
Analizleri

18S ve 23S rRNA alt tiniteleri arasinda kalan ITS1-5.8S-ITS2 bolgelerinin polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile cogaltilmasi icin ileri ITSS: 5’-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ ve geri ITS4:
5’TCCTCCGCTTATTGATATCG- 3’ primerleri kullanildi (Sekil 6) (White vd., 1990).
Reaksiyon karisimi, her bir 200 uM dNTP, 50 pmol primerden, 2,5 unite Tag-DNA-
polimeraz, 5 ul 10X Tag DNA polimeraz reaksiyon tamponu, 50 ng genomik DNA
icerecek sekilde hazirlandi. Son hacim ddH,O ile 50 ul’ye tamamlandi. Cogaltma islemi
200 pl’lik tiplerde “Biometra Personal Cycler” cihazinda gerceklestirildi. PCR kosullart:
95°C’de 5 dk’lik denatiirasyondan sonra 95°C’de 1 dk, 50°C’de 45 sn. ve 72°C’de 2 dk.
halinde 35 dongii ve son adim olarak 72°C’de 10 dk. olacak sekilde gerceklestirildi (Muro
vd., 2005). PCR reaksiyonu sonucu elde edilen iirlinlerden 5’er pl alinarak 0,5 pg/ml
etidyum bromiir katkili %1°lik agaroz jelde 90 V’de 45 dk elektroforez edildi ve
“BioDocAnalyze” sistemiyle goriintiilendi. DNA dizi analizi i¢in PCR f{irlinleri Macrogen
firmas1 (Kore)’na gonderilerek, dizi analizleri gerceklestirildi. Elde edilen yaklasik 500-
600 bp uzunlugundaki 18S rRNA dizileri tiir tayinini dogrulamak amaciyla NCBI
GenBank’ta var olan dizilerle karsilagtirilarak aralarindaki benzerlik oranlari ortaya

cikarildi.
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Sekil 6. ITS1-5.8S-ITS2 bolgesini ¢ogaltmak icin kullanilan primerlerin pozisyonlari.
Reaksiyonda ITS5 ileri ve 1TS4 geri primer olarak kullanilmistir.

2.4.2.3. Uzama Faktorii-1-alfa (EF1-a), RPB1, RPB2a, RPB2b Bloc ve g-
Tubulin Gen Boélgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

ITS gen bolgelerine gore Beauveria ve Metarhizium cinsine ait oldugu belirlenen
izolatlarin tiir tanimlamalarinin molekiiler diizeyde dogrulamak icin ilave gen bolgeleri
cogaltilarak dizi analizi yapildi. Bu gen bolgelerinden EF1-a, RPB1, RPB2a ve RPB2b
bolgeleri Beauveria ve Metarhizium cinsleri igin ortaktir. Ancak, Bloc Beauveria, -
Tubulin ise Metarhizium cinsi i¢in spesifik bolgelerdir.

Her iki cinse ait izolalardan yukarida belirtildigi gibi DNA izolasyonu yapildi.
Beauveria cinsi i¢in EF1-a, RPB1, RPB2a, RPB2b ve Bloc gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltildi
(Rehner vd. 2011). EF1-a gen bolgesinin yaklagik olarak 1150 bp’lik, RPB1 bdlgesinin
800 bp’lik, RPB2a bolgesinin 1150 bp’lik, RPB2b bdlgesinin 1000 bp’lik ve Bloc
bolgesinin 1050 bp’lik bolgeleri ¢ogaltilarak DNA dizi analizi yapildi ve filogenetik
agaclari ¢izildi.

Metarhizium cinsi i¢in EF1-a, RPB1, RPB2a, RPB2b ve p-Tubulin gen bolgeleri
PCR ile c¢ogaltildi (Bischoff vd. 2009). EFl-a, RPB1, RPB2a ve RPB2b bélgeleri
Beauveria cinsi igin verilen baz ¢ifti dizileri ile ayn1 uzunlukta, g-Tubulin bolgesi ise 1350
bp’lik uzunlugunda ¢ogaltilarak DNA dizi analizi yapildi ve filogenetik agaclar ¢izildi.

EF1-a bolgesi igin ileri olarak EF1T (5’-TGGGTAAGGARGACAAGAC-3’) ve geri
olarak 1567R (5’- CHGTRCCRATACCACCSATCTT-3) primer ¢ifti 1150 bp’lik bolgeyi
cogaltmak igin, RPB1 bolgesi icin ileri olarak RPB1Af (5’-
GARTGYCCDGGDCAYTTYGG-3) ve geri olarak RPB1C (5°-
CCNGCDATNTCRTTRTCCATRTA-3) primer ¢ifti 800 bp’lik bolgenin c¢ogaltilmasi
icin, RPB2a bdlgesi i¢in ileri olarak Frpb2-5F ( 5’-GAYGAYMGWGATCAYTTYGG-3’)
ve geri olarak RPB2-7cR (5’-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3’) primer ¢ifti 1150 bp’lik
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bolgenin ¢ogaltilmas1 i¢in, RPB2b bolgesi igin ileri olarak Frpb2-7cf (5°-
ATGGGYAARCAAGCYATGGG-3’)  ve geri olarak RPB2-3053R  (5°-
TGRATYTTRTCRTCSACCATRTG-3") primer ¢ifti 1000 bp’lik bolgei ¢ogaltmak igin, f-
Tubulin bolgesi igin ileri olarak T1 (5’-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3) ve geri
olarak T22 (5’-TCTGGATGTTGTTGGGAATCC-3") primer ¢ifti 1350 bp’lik bolgeyi
¢ogaltmak icin, Bloc bolgesi icin ileri olarak B5.1F (5°-
CGACCCGGCCAACTACTTTGA-3) ve geri olarak B3.1R (5°-
GTCTTCCAGTACCACTACGCC-3’) primer ¢ifti 1050 bp’lik bolgeyi c¢ogaltmak igin
kulanildi (Rehner vd. 2011, Bischoff vd. 2009). (S=G veya C, R=A veya G, H=A, C veya
T).

Tablo 4. Beauveria ve Metarhizium tiirlerinin molekiiler karakterizasyonunda kullanilan
gen bolgeleri ve primer siralari.

Genler Kullanilan primerler Uzunluk (bp)
EE1-0 EF1T: 5>-TGGGTAAGGARGACAAGAC-3’ 1150
1567R: 5’- CHGTRCCRATACCACCSATCTT-3’
RPB1 RPBIAf: 5’>-GARTGYCCDGGDCAYTTYGG-3’ 800
RPB1C: 5’CCNGCDATNTCRTTRTCCATRTA-3’
Frpb2-5F: 5°>-GAYGAYMGWGATCAYTTYGG-3’
RPB2-7cR: 5’-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3’
Frpb2-7cf: 5>-ATGGGYAARCAAGCYATGGG-3’
RPB2-3053R: 5’-TGRATYTTRTCRTCSACCATRTG-3’
B-Tubulin T1: 5’>-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3’ 1350
T22: 5>-TCTGGATGTTGTTGGGAATCC-3’
BS5.1F: 5’-CGACCCGGCCAACTACTTTGA-3’

Bloc B3.IR: 5-GTCTTCCAGTACCACTACGCC-3’ 1050

RPB2a 1150

RPB2b 1000

PCR kosullari, Rehner ve Buckley (2005) tarafindan uygulanan metoda goére yapildi.
PCR reaksiyonu toplam 50 pl hacim olacak sekilde; 10 pul 10X PCR buffer, 1 ul ANTP
karisimi (1.25 mM herbir ANTP’den), 10’ar pmol primer, 0.5 ul Taq polimeraz ve 5-20 ng
genomik DNA olacak sekilde gergeklestirildi. Son hacim ddH,0 ile 50 ul’ye tamamlandi.
PCR islemleri ‘touchdown PCR prosediirii’ kullanilarak yapildi (Rehner ve Buckley,
2005). Touchdown PCR reaksiyonu 98°C’de 30 sn. denatiirasyon ile baslatildi. Sonraki
basamak 98°C’de 10 sn, 50°C’de 30 sn ve 72°C 30 sn ayarlanarak 35 dongii ve son olarak
72°C’de 10 dk inkiibasyon olacak sekilde gerceklestirildi. PCR reaksiyonundan olusan
tiriinlerden 5’er pl alinarak 0.5 pg/ml etidyum bromiir katkili %1°lik agaroz jelde 90 V’de
45 dakika yuritiildii ve geri kalan PCR firtinleri DNA dizi analizi i¢in Macrogen firmasi
(Kore)’na gonderildi. Elde edilen DNA dizileri tiir tayinlerini dogrulamak i¢in NCBI
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GenBank’ta yer alan DNA dizileri ile Kkarsilagtirildi ve filogenetik analizleri

gergeklestirildi.

2.5. Fungal Izolatlarin Patojenite Testleri

Izolatlar, her ne kadar bocekten izole edilmis olsa da bunlarm entomopatojenik olup

olmadiklarini dogrulamak ve virulanslarini belirlemek i¢in patojenite testleri yapildi.

2.5.1. Spor Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Patojenite testlerinde kullanilan fungal izolatlarm 1 x 10" spor/ml’lik stok
solusyonlarindan PDAY besiyeriye 100 pl yayma ekim yapildi ve 25°C’de 2-3 giin
boyunca inkiibasyona birakildi. Biiylime peryodunun sonunda, tek koloniler segilerek
bagska bir PDAY besiyerine transfer edildi ve 25°C’de 4 hafta boyunca inkiibe edildi.
Biiyiiyen funguslarin iizerine 10 ml steril % 0,01°’lik Tween 80 eklendi ve cam baget ile
kazinarak sporlar elde edildi. Spor siispansiyonlar iki katli steril tiilbent ile 50 mI’lik steril
falkon tiiplerine siiziilerek misel ve agar pargalarinin uzaklastirilmasi saglandi. Elde edilen
stispansiyonlar 5 dk vortekslenerek homojen hale getirildi. Spor konsantrasyonlari
Neubauer hemositometresi ile sayilarak arzu edilen konsantrasyonlara ayarlandi. Sporlarin
yasayabilirligi, 100 pl spor siispansiyonun PDAY agar iizerine yayma ekim yapilmasi ve
24 saatlik bir inkiibasyondan sonra ¢imlenme 6zelliginin belirlenmesi ile test edildi. Germ
tiipti spor ¢apindan biiyiik olan sporlar ¢imlenmis olarak kabul edildi. Bunun sonucunda

%095 oraninda ¢imlenen sporlar patojenite testlerinde kullanildi.

2.5.2. izolatlarin Galleria mellonella Uzarindeki Patojenite Testleri

Izolatlarin entomopatojenik olup olmadiginin belirlenmesi igin ilk olarak bir
laboratuar kiiltiirii olan Galleria mellonella tizerinde patojenite testleri yapildi. Yukaridaki
gibi hazirlanan spor siispansiyonlart 1x10” spor/ml’ye ayarlandi. Larvalar spor
stispansiyonlarinda 1-2 dk bekletilerek enfekte edildi. Kontrol grubundaki larvalar ise
%0,01°1lik Tween 80 ile muamele edildi (Goettel ve Inglis, 1997). Spor bulastirilan larvalar
igerisinde yapay besiyeri bulunan plastik kaplara yavasca transfer edildi. Her izolat igin

deneyler 3’er kez tekrar edildi ve her bir deney kabi 10 adet larva igerecek sekilde
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hazirlandi. Deney siiresi 15 giin olarak belirlendi ve bocekler 5., 10. ve 15. giinlerde
sayilarak oOliiler deney kaplarindan uzaklastirilarak kurutma kagidi ihtiva eden steril
petrilere transfer edildi. Olii larvalarin mikoz oranlarinin belirlenmesi igin petriler %60
nem ortaminda 28°C’lik etiivde inkiibasyona birakildi ve yiizde 6lim ve mikozlanma

degerleri hesaplandi.

2.5.3. Izolatlarin Gryllotalpa gryllotalpa Uzarindeki Entomopatojenite Testleri

Biyotestlerde kullanilan G. gryllotalpa nimfleri Trabzon’un gesitli tarim alanlarindan
toplanarak laboratuara getirildi ve saglikli nimfler segilerek biyotestlerde kullanildi. Spor
stispansiyonlart Boliim 2.5.1.’de belirtilen sekilde hazirlandiktan sonra konsantrasyon
1x10"ye ayarlandi ve nimfler 1-2 dk siispansiyona maruz birakilarak sporun nimflere
bulagsmas1 saglandi. Kontrol grubu ise steril %0,01°’lik Tween 80 ile muamele edildi.
Nimfler spor siispansiyonuna batirildiktan sonra igerisinde steril toprak ve besin bulunan
plastik kaplara transfer edildi. Muamele edilen bocekler, igerisinde patates bulunan plastik
kutulara konuldu. Biitiin deneyler 3 defa tekrar edildi. Deney diizenekleri 20°C’de 12: 12
(I:K) 1s1k periyodunda 15 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Incelemeler 5. 10. ve 15.
giinlerde yapildi ve 15. giin sonunda o6lii nimfler sayilldi ve ylizde olim degerleri
hesaplandi. Yiizde mikoz degerini hesaplamak i¢in ise 6lii bulunan larva ve erginler %1°lik
sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra 3 kez steril ditile su
ile yikand1 ve steril nemli filtre kagidi igeren petrilere alindi. Bunu takiben sporlasan larva

ve erginler sayilarak ylizde mikoz degerleri hesaplandi.

2.6. Veri Analizi

Elde edilen biitiin DNA dizileri BioEdit (Hall, 1999, version 7.09) programi ile
diizenlendi ve NCBI GenBank’ta blastlanarak GenBank’ta yer alan diger DNA dizileri ile
yiizde benzerlikleri belirlendi. Buradan elde edilen veriler, izolatlarin morfolojik ve ITS
gen tanimlamalarmi dogrulamak icin kullanildi. DNA dizilerinin Cluster analizi ayni
sekilde BioEdit programimi kullanarak Clustal W programi ile yapildi ve buradan elde
edilen veriler MEGADS filogenetik programi yardimiyla neighbor-joining (NJ) analizinde
kullanildi.  Aligment bosluklart kayip veri olarak degerlendirildi. Olusturulan
dendrogramlarin giivenilirligi MEGAS programi kullanarak se¢-bagla (bootstrap) analizi

ile 1000 tekrarli olacak sekilde test edildi.
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Biyotestlerden elde edilen veriler Abbott formiilii kullanilarak anlamlandirildi ve
ayni zamanda 06lii bocekler nem boliimiinde bekletilerek ylizde mikoz degerleri hesaplandi
(Abbott, 1925). Elde edilen veriler SPSS 15.0 programi kullanilarak analiz edildi.
Patojenite verilerinin analizinde varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Izolatlarn kontrol

grubu ile karsilastirilmasinda ise Dunnett’in tek yonlii t testi kullanildi.



3. BULGULAR

Danaburnu (Gryllotalpa gryllotalpa) ile fungal miicadelede yeni bir etmen
belirlemeye yonelik olarak yapilan bu ¢alismada, zararlinin fungal florasi belirlendi. Bu
calisma sonucunda zararlidan 15 fungal izolat elde edildi ve bunlarin saf kiiltiirleri
olusturuldu. izolatlarm morfolojik ve molekiiler karakterizasyonlar1 gergeklestirildikten
sonra 15 izolatin model organizma Galleria mellonella ve G. gryllotalpa fizerindeki

insektisidal etkileri arastirildi. Yapilan ¢alismalarda asagidaki sonuglara ulasildi.

3.1. Gryllotalpa gryllotalpa‘dan Fungus izolasyonu

Yapilan arazi ¢alismalar1 sonucunda labaratuara getirilen 100 adet danaburnu fungal
enfeksiyon yoniinden arastirildi. Bu ornekler, giinliikk olarak incelemeye tabi tutuldu ve
viicut yapilar1 sertlesmis ve mikozlanmaya ugramis kadavralardan (Sekil 6) yapilan
izolasyon sonucunda 15 adet izolat elde edildi. Bu izolatlar Gg-1, Gg-2, Gg-3, Gg-4, Gg-
5 Gg-6, Gg-7, Gg-8, Gg-9, Gg-10, Gg-11, Gg-12, Gg-13, Gg-14, Gg-15 seklinde
kodlandi.

3.2. izolatlarin Morfolojik Tiir Tayinleri

Izole edilen fungal izolatlar ilk olarak béceklerde meydana gelen enfeksiyon sekline
gore degerlendirildi. Buna ilave olarak izolatlarin agar besiyerinde meydana getirdikleri
koloni morfolojileri de degerlendirildi (Sekil 7). izolatlarin mikroskobik yapilar1 (spor,
fiyalid, konidioforlar vb.) ‘Scotch tape’ ve ‘Slide mounts’ tekniklerine gore hazirlanan
preparatlarin 40X ve 100X’lik objektifte incelenmesiyle saglandi (Sekil 8). Bunun
sonucunda elde edilen veriler ile ‘Entomopatojenik Fungal Identifikasyon’ isimli teshis
anahtar1 (Humber, 1997) kullanilarak morfolojik olarak tiir tayinleri yapildu.

Izolatlarn morfolojik tiir tayinlerini dogrulamak agisindan biitiin 6rnekler bu konuda
uzman bir arastirmact olan Dr. Richard Humber’a (USDA-ARS Collection of
Entomopathogenic Fungi, Ithaca, NY, USA) gonderilip, teyit edildi. Funguslarin birer
ornegi de ARSEF’de stoklandu. Izolatlarin Beauveria, Clonostachys, Metarhizium ve



Sekil 7. Gryllotalpa gryllotalpa’dan izole edilen fungus cinslerine ait koloni
morfolojileri.
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Myriodontium olmak tizere 4 farkli cinse ait olduklart bulundu. Gryllotalpa
gryllotalpa’dan izole edilen 15 izolatin, morfolojik karakterizasyon sonucunda sirasiyla
Beauveria bassiana (ARSEF 11688), Clonostachys sp. (ARSEF 11689, ARSEF 11690,
ARSEF 11691, ARSEF 11693, ARSEF 11695, ARSEF 11700, ARSEF 11701, ARSEF
11702)  Metarhizium anisopliae (ARSEF 11694) ve Myriodontium keratinophilum
(ARSEF 11697, ARSEF 11698) oldugu belirlendi (Tablo 5). Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Myriodontium keratinophilum ve Clonostachys sp. izolatlar1 bu
calisma ile ilk kez G. gryllotalpa’dan izole edilmistir.

Beauveria cinsine ait funguslar yiizeyi tozsu, pamuksu goriiniimde, diizgiin yuvarlak
koloniler olusturur. Koloni baslangicta beyaz, sonralar1 pembe-ten rengi bir renk alir.
Clonostachys cinsine ait funguslar beyaz renkli koloniler olusturmakla beraber bu cinse ait
farkl: tiirler sporlanmaya basladiklarinda pembemsi bir renk alir. Myriodontium cinsine ait
funguslar beyaz renkli, pamugumsu goriinimde ve diizgiin yuvarliktir. Metarhizium
cinsine ait funguslar ise tozsu yesil renkte spor olustururlar. Ayrica enfeksiyon sonucunda
bocekleri saran yesil renkli misel olusumu gozlenir.

Agar blok kiiltiiriinde 4-8 giin inkiibasyonun ardindan biiyiiyen funguslar lakto fenol
pamuk mavisi ile boyanarak, preperatlarin mikroskop incelemeleri yapildi. Mikroskop
incelemelerinde funguslarin konidiafor yapilari, spor boylart ve sekilleri, miselleri ve spor
olusumlar1 incelendi. 40X ve 100X’lik objektifte Leica DM 1000, 1sik mikroskobu
kullanilarak her izolatin fotograflar1 c¢ekildi. Elde edilen goriintiler Sekil 8’de
gosterilmektedir.

Beauveria cinsine ait funguslarin spor sekillerinin tam yuvarlak oldugu tespit edildi.
Bu funguslarin konidiyajen hiicreleri (konidiya tireten hiicreler) globoz ya da sise seklinde
ve cogunlukla zig-zag’li bir yap1 olusturmalariyla karakteristiktir. Cok sayida, ufak,
mikrokonidyumlar konidyoforlar ¢evresinde kiimeler olusturabilir (Sekil 8 A).

Clonostachys cinsine ait funguslar beyaz renkli koloniler olusturmakla beraber bu
cinse ait farklh tiirler sporlanmaya basladiklarinda pembemsi bir renk alir. Konidiafor
yapilar1 oldukga belirgin ve parlaktir. Uziim salkimi veya siipiirge gibi farkli sekillerde
konidiafor yapilar1t mevcuttur ve konidiaforlarin u¢ kisminda konidium olusumu goézlenir

(Sekil 8 D,E,F,G).
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Sekil 8.  Izolatlarin spor ve konidiafor yapilari. A: Beauveria bassiana B:  Metarhizium
anisopliae. C: Myriodontium keratinophilum D: Clonostachys sp. E:
Clonostachys sp. F: Clonostachys sp. G: Clonostachys sp. H: Clonostachys sp.
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Tablo 5. Fungal izolatlarin morfolojik tiir tayinleri

izolat No Kaynak Tiir Tayini ARSEF No  Toplama Tarihi
Gg-1 Ergin Beauveria bassiana 11688 15.04.2010
Gg-2 Ergin Clonostachys rosea 11689 15.04.2010
Gg-3 Ergin Clonostachys rosea 11690 15.04.2010
Gg-4 Ergin Clonostachys rosea 11691 15.04.2010
Gg-5 Ergin Clonostachys rosea 11692 15.04.2010
Gg-6 Ergin Clonostachys rosea 11693 15.04.2010
Gg-7 Ergin Metarhizium anisopliae 11694 15.04.2010
Gg-8 Ergin Clonostachys rosea 11695 15.04.2010
Gg-9 Ergin Clonostachys rosea 11696 15.04.2010
Gg-10 Nimf Fusarium sp. 11697 20.03.2011
Gg-11 Nimf k'\é'g’;tii‘r’%%?]tiiﬁj”r; 11698 20.03.2011
Gg-12 Ergin Metarhizium anisopliae _ 20.03.2011
Gg-13 Nimf Clonostachys rosea 11700 20.03.2011
Gg-14 Nimf Metarhizium anisopliae _ 20.03.2011
Gg-15 Nimf Clonostachys rosea 11702 20.03.2011

3.3. izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonlar

Fungal izolatlarin molekiiler karakterizasyonlarinin gergeklestirilmesi amaciyla B.

bassiana izolatlar1 i¢in ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgesinin yaklasik olarak 581 bp’lik,

Metarhizium izolatlar i¢in yaklasik 559 bp’lik, Clonostachys izolatlari i¢in yaklagik 525

bp’lik ve Myriodontium keratinophilum sp. izolatlar1 i¢in yaklasik 528 bp’lik gen bolgesi

PCR ile ¢ogaltildi. Elde edilen bantlar Sekil 9’da gosterilmektedir.
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M(bp) Gg-1 Gg2 Gg-3 Gg-4 Gg-5 Gg-6 Gg-7 Gg-8 Gg-9 Gg-10 Gg-11 Gg-12 Gg-13 Gg-14 Gg-15

1500

1000
900
800
700
600
500
400

550 bp

Sekil 9. Fungal izolatlarin rRNA ITS1-5.8S-ITS2 bolgesinin PCR ile ¢gogaltilmasi. M: 100
bp DNA ladder

Elde edilen ITS DNA dizileri NCBI GenBank’ta blastlanarak izolatlarin GenBank’ta
yer alan diger entomopatojenik fungus tiirleri ile yiizde benzerlik oranlari belirlendi.
Morfolojik olarak Beauveria bassiana olarak tanimlanan 1 adet izolat Beauveria tiirleri ile
karsilastirildi ve bu izolatin ITS dizi analizi sonucunda % 99 oraninda B. bassiana ile
homoloji gosterdigi belirlendi. Morfolojik tiir tayinlerine goére 3 izolat Metarhizium
anisopliae olarak tanimlandi. GenBank’ta yer alan diger Metarhizium tiirleri ile
karsilastirildi ve tiir tayinleri dogrulandi. Morfolojik karakterizasyon sonucunda
Myriodontium keratinophilum olarak belirlenen 2 adet izolatin ITS bdlgesinin DNA dizi
analizi yapildi ve NCBI GenBank’ta blastlanarak GenBank’ta yer alan diger Myriodontium
tirleri ile karsilastirilarak tiir tayinleri dogrulandi. Buna gore, izolatin % 99 oraninda M.
keratinophilum ile homoloji gosterdigi belirlendi. Morfolojik tiir tayinlerine gére 9 izolat
Clonostachys sp. olarak tanimlandi. Bu izolatlar GenBank’ta yer alan diger Clonostachys
tiirleri ile karsilagtirildi ve buna gore biitiin Clonostachys sp. izolatlarinin %98 ile %100
arasinda homoloji gosterdigi belirlendi (Tablo 6). Ayrica, bu izolatlarin farkli suslar
oldugunu 1spatlamak icin filogenetik agaglart c¢izildi (Sekil 10). Son olarak G.
gryllotalpa’dan izole edilen 15 izolatin kendi aralarindaki filogenetik agaglar ¢izilerek

ayni1 cinslerin kendi aralarindaki akrabalik dereceleri belirlendi (Sekil 11).



Tablo 6. Fungus izolatlarinin rRNA ITS1-5.8S-1TS2 dizisine gore tiir tayinleri
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izolatlar Tiirler ITS benzerligi Acession No
Gg-1 Beauveria bassiana %99 DQ682566
Beauveria bassiana voucher FJAT-9719 %99 JQ320366

Gg-2 Clonostachys sp. LF254 %99 FR822797
Clonostachys sp. CBS 118525 %99 AJ890438

Gg-3 Clonostachys sp. CBS 118525 %99 AJ890438
Clonostachys sp. LF254 %100 FR822797

Gg-4 Clonostachys sp. C18 %99 JN198459
Clonostachys sp. LF576 %99 FR822830

Clonostachys sp. CBS 118525 %100 AJ890438

05 Clonostachys sp. LF254 %100 FR822797
Gg-6 Clonostachys sp. LF254 %98 FR822797
Clonostachys sp. CBS %98 AJ890438
Gg-7 Metarhizium anisopliae isolate LSPK %99 FJ545314
Metarhizium anisopliae isolate CNGD4 %99 FJ545279

Gg-8 Clonostachys sp. CBS 118525 %99 AJ890438
Clonostachys sp. LF254 %99 FR822797

Gg-9 Clonostachys sp. INBi02890D %99 HM770981
Clonostachys rogersoniana strain CBS %99 AF210691

Gg-10 Myriodontium keratinophilum %99 EU925387
Gg-11 Myriodontium keratinophilum %98 EU925387
Gg-12 Metarhizium anisopliae isolate LSPK %97 FJ545314
Metarhizium anisopliae isolate CNGD4 %97 FJ545279
Gg-13 Clonostachys sp. CBS %99 AJ890438
Clonostachys sp. LF254 %100 FR822797
Gg-14 Metarhizium anisopliae isolate KTU-32 %99 FJ177479
Metarhizium anisopliae isolate LSPK %99 FJ545314

Gg-15 Clonostachys sp. INBi02890D %99 HM770981
Clonostachys rogersoniana strain CBS %99 AF210691
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® Gg-5

® Gg-13

® Gg-3

® Gg2

® Gg-s§

®Gg6

® Gg-4

— @ Gg-9
BL—@ Gg-15
Gg-14

0.02

Sekil 10. Clonostachys sp. izolatlarinin ITS dizisine gore taksonomik pozisyonunu
gosteren N-J agact. Gg-14 (Metarhizium anisopliae) dis grup olarak
kullanilmaistir.

@ Cionostachys sp.

@ Clonostachys sp.
* @ Clonosiachys sp.
@ Clonostachys sp.
@ Cionostachys sp.
@ Clonostachys sp.

10 @ Clonostachys sp.

7 @ Clonostachys sp.
93 L @ Clonostachys sp.

B Beauveria bassiana

70

A Metarhizium anisopliae

o0t A Metarhizium anisopliae

— A Metarhizium anisopliae

I & Myriodontium keratmophilum
1wl ¢ Myriodontium keratinophilum

Candida albicans

0.05

Sekil 11. Izolatlarmimn ITS dizisine gore taksonomik pozisyonunu gdsteren N-J agaci.
Candida albicans dis grup olarak kullanilmistir.
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Son yillarda Beauveria ve Metarhizium cinslerinin yeni taksonomik revizyonlar
yapildi (Bischoff vd., 2009; Rehner vd., 2011). Her iki cinste de ITS gen boélgelerinden
bagska EF1-a, RPB1, RPB2a, RPB2b, Bloc ve f-Tubulin gen bodlgelerinin de veri analizi
yapilmustir.

Beauveria ve Metarhizium cinslerinin ayrintili tanimlamalarini yapmak amaciyla
EF1-a bolgesi icin yaklasik 1150 bp, RPB1 bdlgesi i¢in 800 bp, RPB2a bolgesi i¢in 1150
bp, RPB2b bolgesi i¢in 1000 bp ve Bloc bolgesi igin 1050 bp’lik gen bolgeleri PCR ile
cogaltildi. Elde edilen bantlar Sekil 11, 12, 13, 14 ve 16’da gosterilmektedir. Belirtilen gen
bolgelerine ilave olarak Metarhizium izolatlari i¢in S-Tubulin bdlgesinin 1350 bp’lik gen
bolgesi ¢ogaltildi. Elde edilen bantlar Sekil 11, 12, 13, 14 ve 15’de gosterilmektedir. Elde
edilen DNA dizileri NCBI GenBank’ta blastlanarak izolatlarin GenBank’ta yer alan diger
Beauveria ve Metarhizium tiirleri ile yilizde benzerlik oranlari belirlendi.

ITS gen bolgesi dizi analizleri ve morfolojik tanimlamalar sonucunda Beauveria
bassiana olarak tanimlanan 1 adet izolat diger Beauveria tiirleri ile karsilastirildi ve bu
izolatin EF1-a, RPB1, RPB2a, RPB2b ve Bloc gen bélgelerinin blastlanmasi sonucunda %

99 oraninda Beauveri bassiana ile homoloji gosterdigi belirlendi (Tablo 7).

M (bp) Gg-1 Gg-7 Gg-12 Gg-14

1500
1150 bp

1000

500
400
300

200

Sekil 12. Baz1 Beauveria ve Metarhizium izolatlarinin EF1-a bdlgesinin
PCR ile ¢ogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder



54

M (bp) Gg-1 Gg-7 Gg-12 Gg-14

1500
1000

500

250

Sekil 13. Baz1 Beauveria ve Metarhizium izolatlarinin RPB1 bdlgesinin
PCR ile ¢ogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder.

M(bp) Gg-1 Gg-7 Gg-12 Gg-14

1500

1000 1150 bp
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Sekil 14. Baz1i Beauveria ve Metarhizium izolatlarin RPB2a
bo6lgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder.
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M(bp) Gg-1 Gg-7 Gg-12 Gg-14
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Sekil 15. Baz1 Beauveria ve Metarhizium izolatlarmin RPB2b
bolgesinin PCR ile ¢cogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder.

M(bp) Gg-7 Gg-12 Gg-14

1500
1350 bp
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Sekil 16. Baz1 Metarhizium izolatlarinin S-Tubulin  bolgesinin PCR
ile ¢ogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder.
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M(bp) Gg-1

1500
| 1050 bp

1000

750
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Sekil 17. Beauveria izolatinin Bloc boélgesinin PCR ile
cogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder.

Tablo 7. Gg-1 izolatinin EF1-a, RPB1, RPB2a, RPB2b ve Bloc gen bolgelerine gore

tir tayinleri
Genler Tiirler Benzerlik  Genbank Kodu
EE1-q Beauver!a bass!ana !solate 252 %99 AY531913
Beauveria bassiana isolate 1479 %99 AY531891
RPB1 Beauver!a bass!ana stra!n ARSEF 300 %99 HQ880831
Beauveria bassiana strain ARSEF 1040 %99 HQ880830
RPB2a Beauver@a bass!ana stra_in ARSEF 1811 %99 HQ880909
Beauveria bassiana strain ARSEF 751 %99 HQ880907
RPB2b Beauver!a bass!ana stra!n ARSEF 300 %99 HQ880903
Beauveria bassiana strain ARSEF 1478 %99 HQ880908
Bloc Beauveria bassiana strain ARSEF 1456 %99 DQ384356
Beauveria bassiana strain IBL 03006 %99 DQ384358

B. bassiana izolatlarinin taksonomik posizyonlarini son revizyona gore belirlemek igin
elde edilen ITS, RPB1, RPB2b dizileri filogenetik analizlerde kullanildi. Beauveria cinsine
ait oldugu morfolojik ve ITS gen bolgesi ile belirlenen Gg-1 kodlu izolat ile Beauveria
genusunun son taksonomik revizyonunun yer aldigi, Rehner vd. (2011)’leri tarafindan
yapilan caligmadaki tiim Beauveria izolatlar karsilastirildi. TS, RPB1, RPB2b dizilerine
gore c¢izilen filogenetik agacta morfolojik olarak B. bassiana olarak tanimlanan Gg-1

izolatinin taksonomik pozisyonlar1 Sekil 17, 18 ve 19’da goériilmektedir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/341859037?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y0NAE19001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/341859033?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y0NAE19001N
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B hrongriariii ARSEFIO278
3 Brorgeriartii ARSEF 0280
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B. browngrricrtii ARSEF227f
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o D covestretliv ARSEF 4622
— K. Kippuhcte ARSI 7032
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preudobassicig ARSI 242
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pyeudobassicgng A RSEF 3405
B pseudaobassiviree ARSEFIS2Y
pxovdaboassicnag ARSERIZ2I6G
B, pyeudofrasyicra ARSI 2997
1 praevdobassiaiag ARSI XS
B oanrorgpha ARSEFA IS5
B oconrorpha ARSEF7542
R ocemiovpdics ARNFFR2604 1
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B. vermiconia ARSEF 2902
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100 | B malawionsis ARSEF 7760
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B osungii ARSEFTG85
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B. sungiit ARSEF70+43

B. swrgil ARNEF 7281
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B swagii ARSIITOAT
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B beassiana ARSEFISH]
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001

Sekil 18. Gg-1 izolatinin Rehner vd. (2011)’lerinin ¢alismasinda kullanilan Beauveria
tirleri ile ITS dizisine gore taksonomik pozisyonunu gosteren N-J agaci.
Sec-bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve yukarisi olanlar belirtildi.
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Sekil 19. Gg-1 izolatinin Rehner vd. (2011)’lerinin ¢alismasinda kullanilan
Beauveria tiirleri ile RPB1 dizisine goére taksonomik pozisyonunu
gosteren N-J agaci. Seg¢-bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve yukarisi
olanlar belirtildi.
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Sekil 20.

L

Isarricr Ciocielae ARSHE 7200
Isaric ienuipes ARSI 4090

OR

Gg-1 izolatinin Rehner vd. (2011)’lerinin ¢alismasinda kullanilan
Beauveria tiirleri ile RPB2 dizisine gore taksonomik pozisyonunu
gosteren N-J agaci. Sec¢-bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve yukarisi

olanlar belirtildi.
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Morfolojik karakterizasyon g¢alismalar1 ve ITS gen bolgesi analiz ¢alismalarina gore
Metarhizium anisopliae oldugu belirlenen ii¢ izolatin (Gg-7, Gg-12, Gg-14), EF1-a, RPB1,
S-Tubulin, RPB2a ve RPB2b gen bolgelerinin NCBI GenBank’ta blastlanmalar1 sonucunda
ti¢ izolatin da Metarhizium anisopliae oldugu tespit edildi (Tablo 8, 9, 10).

Tablo 8. Gg-7 izolatinin EF1-a, RPB1, RPB2a, RPB2b ve S-Tubulin gen bolgelerine gore

tiir tayini

Genler Tiirler Benzerlik Genbank

Kodu
EF1-0 Metarhizium anisopliae strain ARSEF 7487 %98 DQ463996
Metarhizium anisopliae strain E6 %97 AY445082
RPB1 Metarh_iz_ium an_isopl_iae stra_inARSEF 3145 %99 DQ522399
Metarhizium anisopliae strain ARSEF 7487 %99 DQ468355
RPB23 Metarh@z!um brunneum ARSEF 4152 %99 EU248933
Metarhizium brunneum ARSEF 4179 %99 EU248934
RPB2b Metgrhizium_anisppliae ARSEF 7450 %99 EU248932
Metarhizium anisopliae strain ARSEF 7487 %99 DQ468370
B-Tubulin Metarhizium anisopliae %99 AY995134
Metarhizium anisopliae ARSEF:7450 %99 EU248823

Tablo 9. Gg-12 izolatinin EF1-a, RPB1, RPB2a, RPB2b ve f-Tubulin gen bdlgelerine gore

tiir tayini

Genler Tiirler Benzerlik Genbank

Kodu
EFl-a Metarhizil_Jm anis_opliae strain ARSEF 7487 %98 DQ463996
Metarhizium pingshaense CBS:257.90 %98 EU248850
Metarhizium pingshaense strain ARSEF 3210 %99 DQ468354
RPB1 Metarhizium robertsii strain ARSEF 727 %99 DQ468353
RPB2a Metarh!z!um brunneum ARSEF:2107 %98 EU248935
Metarhizium brunneum ARSEF:4152 %98 EU248933
RPB2b Meta}rhizium_anisc_)pliae ARSEF:745O %99 EU248932
Metarhizium anisopliae strain ARSEF 7487 %99 DQ468370
p-Tubulin Metarhizium anisopliae ARSEF:7450 %98 EU248823

Metarhizium anisopliae ARSEF:7487 %98 EU248822



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166406339?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y0F8TYB601S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166406338?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=Y0F8TYB601S
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Tablo 10. Gg-14 izolatinin EF1-a, RPB1, RPB2a, RPB2b ve f-Tubulin gen bolgelerine
gore tlir tayini

Genler Tiirler Benzerlik Genbank
Kodu
EFl-a Metarhizium anisopliae strain ARSEF 7487 %98 DQ463996
Metarhizium pingshaense CBS:257.90 %98 EU248850
RPB1 Metarhizium pingshaense strain ARSEF 3210 %99 DQ468354
Metarhizium anisopliae strain ARSEF 7487 %99 DQ468355
RPB2a Metarh!z!um brunneum ARSEF:4152 %99 EU248933
Metarhizium brunneum ARSEF:2107 %99 EU248935
RPB2bL Metarh!zium brunneum ARSEF:4152 %97 EU248933
Metarhizium brunneum ARSEF:4179 %97 EU248934
-Tubulin Metarhizium anisopliae %99 AY995134
Metarhizium brunneum ARSEF:2107 %99 EU248823

G. gryllotalpa’dan izole edilen ve morfolojik ve ITS gen bdlegesine gore gore M.
anisopliae oldugu belirlenen izolatlarin taksonomik posizyonlarini Bischoff vd. tarafindan
gerceklestirilen son revizyona gore belirlemek i¢in elde edilen EF1-a, RPB1, RPB2a ve
RPB2b dizileri filogenetik analizlerde kullanildi. Metarhizium genusunun son taksonomik
revizyonunun yer aldigi, Bischoff vd. (2009)’leri tarafindan yapilan g¢alismadaki tiim
Metarhizium izolatlar1 karsilastirildi. EF1-a, RPB1, RPB2a ve RPB2b dizilerine gore
yapilan filogenetik agagta morfolojik olarak M. anisopliae olarak tanimlanan 3 izolatin
taksonomik pozisyonlar1 goriilmektedir (Sekil 20, 21, 22, 23). Bu filogenetik analizde
Gryllotalpa gryllotalpa’dan izole edilen Gg-7, Gg-12 ve Gg-14 izolatlarinin M. anisopliae

ile yiiksek oranda benzer oldugu goriilmektedir.
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Metarhizium pingshoense ARSEF7629
70

Metarhizium pingshaense (B
Metarhizivm pingshaense strain ARSEFI2H0
Metarfizinm pingshaense ARSCF4342
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100 E Metarhizium frigicfum ARSEF4124
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100
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.05

Sekil 21. Gg-7, Gg-12 ve Gg-14 izolatlarimin Bischoff vd. (2009)’lerinin g¢alismasinda
kullanilan Metarhizium tiirleri ile EF1-a dizisine gore taksonomik pozisyonunu
gosteren N-J agaci. Sec¢-bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve yukarist olanlar

belirtildi.
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Metarhizium majus ARSEF1015
Metarhizium majus ARSEF1914
Metarhizium majus ARSEF1946
Metarhizium guizhouense ARSEF5714
Metarhizium guizhouense ARSEF6238
Metarhizium guizhouense CBS25890
Metarfizium guizhouense ARSEF4303
Metarfizium guizhouense ARSEF4321
Metarhizium guizhouense ARSEF7502
Metarhizium majus ARSEF2308
o Metarizium guizhouense ARSEFT507
| T _| Metarm(ﬂ’um ma,{us ARSEF4566
78! Metarhizium majus ARSEF7505

_| Metarhizium anisopliae ARSEFT450

Metarhizium anisopliae ARSEF7487

® g2
1 95
4{0 Gg14
0 Gy

Metarhizium pingshaense ARSEF3210
Metarhizium pingsheense ARSEF4342
Metarhizium pingshaense ARSEF7929
o7 Metarizium pingshaense CBS25790
Metarhizium robentsii ARSEF727
Metarhizium roberisii ARSEF4739
?{ Metarhizium robertsii ARSEFT501
Metarhizium lepidiotae ARSEF4628
Metarhizium brunneum ARSEF2107
Metarhizium brunneum ARSEF4152
_gg| Metarhizium brunneum ARSEF4179
|Metarhizium acridum ARSEF324
100! Metarhizium acridum ARSEF7486
Metarhizium ffavaviride var flavoviride ARSEF2133
100 ————— Metarhizium frigidum ARSEF4124

86

0.005

Sekil 22. Gg-7, Gg-12 ve Gg-14 izolatlarinin Bischoff vd. (2009)’lerinin ¢alismasinda
kullanilan Metarhizium tiirleri ile RPB1 dizisine gére taksonomik pozisyonunu

gosteren N-J agaci. Seg¢-bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve yukarisi olanlar
belirtildi.
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0.005

Sekil 23. Gg-7, Gg-12 ve Gg-14 izolatlarinin Bischoff vd. (2009)’lerinin ¢alismasinda
kullanilan Metarhizium tiirleri ile RPB2a dizisine gore taksonomik

pozisyonunu gosteren N-J agaci. Seg¢-bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve
yukaris1 olanlar belirtildi.
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Metarhizium anisopliae ARSEF7450
_| Metarhizium anisopliae ARSEF 7487
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Metarhizium guizhouense CBS.258.90
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83

100'— Metarhizium lepidiotae ARSEF7412
Metarhizium globosum ARSEF2596

8 | Meiarhizium acridum ARSEF324

100! Metarhizium acridum ARSEF7486
— Metarhizium flavoviride var. flavovivide ARSEF 2133

—
0006

]()0' Metarhizium frigidum strain ARSEF 4124

Sekil 24. Gg-7, Gg-12 ve Gg-14 izolatlarmin Bischoff vd. (2009)’lerinin ¢alismasinda
kullanilan Metarhizium tiirleri ile RPB2b dizisine gore taksonomik
pozisyonunu gdsteren N-J agaci. Se¢-bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve
yukaris1 olanlar belirtildi.
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3.4. Patojenite Testleri

3.4.1. Izolatlarin Galleria mellonella Uzarindeki Entomopatojenite Testleri

Yiiksek patojeniteye sahip fungal izolatlarin secimi ve fungal izolatlar arasindaki
virulans farklarini belirlemek amaci ile biitiin izolatlar G. mellonella’ya kars test edildi. G.
mellonella tizerindeki patojenite degerleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, biitiin
izolatlarin kontrol grubundan farkli 6liim degerlerine sahip olduklari belirlendi (p<0,05).
Birbirleriyle karsilagtirildiklarinda ise 15 giinliik test siirelerinde izolatlarin G. mellonella
tizerinde istatistiksel olarak farkli 6liim oranlarina neden olduklari tespit edildi (F=33,570,
df=15, p<0,05). Testler sonucunda izole edilen 4 cinse ait birer izolatin G. mellonella
tizerine %100’lik 6lim etkisine sahip oldugu belirlendi. Bu izolatlar B. bassiana (Gg-1),
Clonostachys sp. (Gg-3), M. keratinophilum (Gg-11) ve M. anisopliae (Gg-12)’dir
(p<0,05).
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Sekil 25. Izolatlarin G. mellonella larvalarina kars1 patojeniteleri ve kadavralar iizerindeki
sporlagsma oranlari. Oliim degerleri Abbott formiilii (Abbott, 1925) kullanilarak
hesaplandi. Sutunlarin tizerindeki sayilar patojenite degerlerini, barlar ise
standart sapmay1 gostermektedir.
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Olii bocekler iizerindeki bilyiime ve sporlasma oranlarinin karsilastiriimasinda da
biitiin izolatlarin kontrol grubundan farkli oldugu (p<0,05) ve aralarinda degisik

mikozlanma seviyeleri gosterdikleri tespit edildi (F=16,170, df=14, p<0,05). G. mellonella

tizerinde %100 oliim etkisi gosteren B. bassiana (Gg-1) ve M. anisopliae (Gg-12)’de
gozlendi (Sekil 25, 26).

Sekil 26. Meterhezium anisopliae ile Sekil 27. Beauveria bassiana ile enfekte
enfekte olmus  Galleria olmus  Galleria  mellonella
mellonella larvasi larvasi

Zararlidan en fazla izole edilen Clonostachys sp. (Gg-2, Gg-3, Gg-4, Gg-5, Gg-6,
Gg-8, Gg-9, Gg-13 ve Gg-15) izolatlar1 arasinda G. mellonella {izerinde farkli 6liim
oranlar1 ve farkli mikozlanma oranlar gosterdi (p<0,05). Bunlarin arasinda %100 oraninda
oliim etkisi gosteren Clonostachys sp. (Gg-3), %93.4 oraninda da mikozlanma gosterdi. M.
anisopliae oldugu belirlenen {i¢ izolattan (Gg-7, Gg-12, Gg-14) M. anisopliae (Gg-12)
%100 oraninda en yiiksek 6liim ortaya koydu (Sekil 24). Bu grup i¢inde yine M. anisopliae
(Gg-12) en yiiksek mikozlanma oran1 gosterdi. M. keratinophilum Gg-10 ve M.
keratinophilum Gg-11 izolatlarinda ise Gg-11, Gg-10’a gore daha yiiksek mikozlanma
oranina sahipti. Kontrol grubu %0 6liim oran1 sergiledi (Sekil 24). B. bassiana Gg-1’in G.
mellonella larvalari iizerinde 5.giin %100 6liime neden oldugu tespit edildi. Clonostachys
sp. Gg-3, M. keratinophilum Gg-11 ve M. anisopliae Gg-12 izolatlari ise 10. giin sonunda

larvalar iizerinde %100 6liime sebep olmustur.
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3.4.2. Gryllotalpa gryllotalpa (Danaburnu) ’ya Kars1 Insektisidal Aktivite Testleri

G. gryllotalpa’ya karst yapilan patojenite deneyleri sadece nimfler {izerinde
gerceklestirildi. Nimfler iizerine uygulanan izolatlarin patojenite degerleri kontrol
grubundan farkli bulundu (F=55,275, df=15, p<0,05). M. anisopliae (Gg-12)’nin 20
giinliik deney siiresinin sonunda %86,7’lik 6liim orani ile en yiiksek Oliim etkisine sahip
oldugu belirlendi. izolatin mikozlanma oraniin ise dliim oranina paralel oldugu bulundu
(Sekil 27) Clonostachys sp. (Gg-13) ve M. keratinophilum (Gg-10) ayni oranda &liim
degerleri gostermelerine karsin farkli oranda mikozlanmaya sebep oldu (Sekil 26).
Clonostachys sp. (Gg-3, Gg-5, Gg-6) izolatlar1 yine ayni1 oranda 6liim etkisi gostermesine
karsin farkli oranlarda mikozlanma gosterdi (F=118,658, df=15, p<0,05). Clonostachys
sp. (Gg-9, ve Gg-15) ile M. anisopliae (Gg-14) izolatlarmin G. gryllotalpa nimflerine kars1
virulant olmadiklar tespit edildi (Sekil 27).
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Sekil 28. Izolatlarin G. mellonella larvalarina kars: patojeniteleri ve kadavralar iizerindeki
sporlasma oranlari. Oliim degerleri Abbott formiilii (Abbott, 1925) kullanilarak
hesaplandi. Sutunlarin tizerindeki sayilar patojenite degerlerini, barlar ise
standart sapmay1 gostermektedir.



4. TARTISMA

Diinya niifusunun siirekli artmasi, insanlarin tarim iiriinlerine talebini de ayni oranda
artirmaktadir. Artan talebin kargilanmasi igin iiriin kalitesinin toplumun ihtiyaci 6l¢iisiinde
yeterli miktarda artirilmasi gerekir. Uretimi artirabilmek i¢in verimi direkt olarak yiikselten
giibreleme, sulama, ila¢ kullanimi gibi verim artirict yenilikler ve teknolojik ¢alismalar
yapilmaktadir. Biitiin bunlarin nedeni ise niifusun beslenme ihtiyacini iilke icerisinden
saglamaktir. Gegmis yillarda tarim iiretiminde kendi ihtiyag¢larini karsilayan birkag lilkeden
biri olmasma ragmen iilkemiz, su anda 6nemli bir tarim ithalat¢is1 durumundadir. Bunun
temel sebeplerinden biri sanayi toplumuna geciste tarim alanlarinin azalmasi ve niifus
artisgina paralel olarak saglanan {irtin ve birim alana diisen tarim miktarimin
arttirilamamasidir. Birim alandaki iirtin miktarmi arttirma kosullarinin basinda, bitki ve
iirlinlerinin zararli boceklerden korunmasi gelmektedir. Bu boceklerin zarar seviyelerini en
alt diizeyde tutmak icin yapilan calismalar zararlhlarla miicadele yontemleri olarak
adlandirilmaktadir. Tarimda ¢esitli zirai miicadele yontemleri vardir. Tarimsal iiretimde
bitki koruma alaninda kullanilan teknikler, insan ve ¢evre sagligi1 agisindan 6zel bir oneme
sahiptir. Genel olarak bitki hastalik ve zararlilariyla, zamaninda ve dogru miicadele
yapilmadiginda, iiriin kaybmnin %30-35 civarinda oldugu kabul edilmektedir. Bu kaybi
Oonlemek amaciyla en fazla kullanilan yontem, kimyasal miicadeledir. Ancak, bilingsizce
pestisit uygulandiginda, tarim ilaglar1 sadece zararlilar1 degil, bunlar1 baski altinda tutan
faydali bocekleri de dogrudan ve dolayli olarak etkilemektedir. Boylece, dogal denge
bozulmakta, tiir ¢esitliligi azalmakta, daha 6nceden problem olmayan potansiyel zararhlar
sorun olmakta ve bu zararlilara karsi ek ilaglama yapma zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir.

Toprak altinda yasayan Gryllotalpa gryllotalpa (Danaburnu, Orthoptera:
Gryllotalpidae) gerek diinya gerekse iilkemiz agisindan ciddi {iriin kayiplar1 ve ekonomik
zararlara sebep olan tarim zararlilar1 arasindadir. Gliniimiize kadar kiiltiirel, kimyasal ve
biyolojik miicadele yontemlerine ait ¢esitli uygulamalarla zararlilarla miicadele edilmeye
calisilmigtir. Diinyada bdceklerden izole edilen viriis, bakteri, fungus, nematod ve
protozoonlar1 kapsayan ¢esitli preparatlar zararlinin mikrobiyal miicadelesinde yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Boucias ve Pendland, 1998; Demirbag vd., 2008). G. gryllotalpa

ile miicadelede bakteri ve viriislerden farkli olarak, funguslar konaklarmni yalnizca
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bagirsaktan degil, aynt zamanda boceklerin solunum deliklerinden ve integumentin
yizeyinden de enfekte edebilir. Bu 06zellik entomopatojenik funguslart bdceklerin
beslenme aktivitelerinden bagimsiz olarak dogrudan enfekte edebilecegi gercegini
dogurmaktadir (Ferron, 1978).

Dogu Karadeniz Bdolgesi’nin iklimsel kosullar1 dikkate alindiginda, bu zararlilarla
miicadelede en etkili mikrobiyal yOntemin entomopatojenik funguslar oldugu
distiniilmiistiir. Miicadelede kimyasal insektisidlerin kullanimin1 azaltacak, daha etkin,
giivenli, ekonomik ve c¢evreye duyarl etkili bir fungal mikrobiyal miicadele etmeni tespit
etmek amaciyla tez calismasma baslanmistir. Bu kapsamda Trabzon ili’nin farkli tarim
alanlarindan G. gryllotalpa (Danaburnu)’ya kars1 etkili bir mikrobiyal miicadele etmeni
bulabilmek i¢in yaklagik 100 adet nimf ve ergin bocek toplandi. Toplanan bocekler 6lii ve
saglikli olmak iizere ayrilarak dogal oOlim go6zlemlenen kadavralar {izerinden
entamopatojenik fungus izolasyonu yapildi. Elde edilen fungal izolatlarm saflastirma
isleminden sonra Oncelikle morfolojik karakterizasyonlar1 yapildi. Ardindan molekiiler
karakterizasyonlar1 yapilan izolatlarm tiir tayinleri tamamlanarak, mikrobiyal miicadelede
kullanilma potansiyelleri arastirildi. Yapilan karakterizasyon caligmalari sonucunda 4
farkli fungal cinse ait toplam 15 adet fungus elde edildi. Bu giine kadar G. gryllotalpa’dan
entomopatojen fungus izolasyonu yapildigina dair bir kayda ulasilamamakla beraber,
yapilan bu ¢alisma ile danaburnundan ilk kez izole edilen izolatlardan 1 tanesinin
Beauveria bassiana (ARSEF 11688), 9 tanesinin Clonostachys sp. (ARSEF 11689,
ARSEF 11690, ARSEF 11691, ARSEF 11693, ARSEF 11695, ARSEF 11700, ARSEF
11701, ARSEF 11702), 3 tanesinin Metarhizium anisopliae (ARSEF 11694) ve 2 tanesinin
Myriodontium keratinophilum (ARSEF 11697,ARSEF 11698) oldugu belirlendi. Bu
izolatlar bu ¢alisma ile G. gryllotalpa’dan ilk kez izole edilmistir.

Yapilan izolasyon g¢aligmalari sonucunda elde edilen izolatlardan biri Beauveria
bassiana (Gg-1)’dir. B. bassiana iyi bilinen bir bocek patojeni olup, dogada genis yayilim
gosterir ve bircok bocek tiiriinde hastalik ve Oliimler gerceklestirir (Lacey vd., 2001;
Goettel vd., 2005; Zimmermann, 2007). Orta hizda ylizeyi tozsu olan pamuksu goriimde
koloniler olusturur. Koloni baslangigta beyaz, sonralari pembe-ten rengi bir renk alir.
Mikroskobik incelemede tabani sigkin konidyojendz hiicrelerin simpodiyal bir uzama ile
zikzak olusturmalar1 karakteristiktir (Sekil 7). Cok sayida, ufak, globoz mikrokonidyumlar
konidyoforlar ¢evresinde kiimeler olusturabilir (Giircan vd., 2006, Tucker vd., 2004,
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Koneman vd., 1992). B. bassiana beyazsinek, ekinbiti ve yaprakbiti gibi ¢ok sayida zararl
bdcege karsi arazide ve laboratuarda kontrol ajani olarak kullanilmaktadir. Bunun yaninda
B. bassiana hedef olmayan organizmalara da zarar vermemektedir (Séenz-de-Cabezon
Irigaray et al. 2003). B. bassiana boceklerde “beyaz muskadin” olarak bilinen bir hastaliga
sebep olmaktadir. Bu fungusun sporlar1 boceklerin iist deri tabakasi ile temasa gectigi
zaman c¢imlenirler ve dogrudan iist derisinden konakg¢ilarinin viicutlarinin igine dogru
biiytirler. Fungus toksin tlireterek ve bocegin gidalarmi kurutarak viicudunda hizla ¢ogalir.
Fungus; konakg¢isini 6ldiirdiigli zaman, bocegin dis iskeletinin arasindan bdcegi beyaz bir
kiif tabakasi ile kaplayarak disariya dogru biiyiir. Bu ince tiiylii kiif ¢evreye saliverilen
milyonlarca yeni infektif sporlar iiretir. B. bassiana giiniimiizde boceklere karsi konidiyal
spreyler olarak uygulanmaktadir. Paparatti ve Speranza (2005) yaptiklari bir ¢aligmada
ticari olarak satilan B. bassiana preparatin1 biyolojik miicadele etmeni olarak alan
uygulamasiyla Curculio nucum (findik kurdu)’a kars1 test ettiler. Yapilan bu ¢alismada
fungus ile muamele edilen kafeslerde larva 6liimiinde %35 oraninda artis gézlendi. B.
bassiana ayni zamanda benzer hayat dongiisiine sahip bir baska Onemli zararli olan
Curculio elephas (Kestane kurdu) tizerinde de ayni oranda Olime neden olmustur
(Paparatti ve Speranza, 1999). B. bassiana ile basariyla yapilmis sayisiz biyolojik kontrol
deneyleri bulunmaktadir (Eken et al., 2006). Bu tiiriin 200 den fazla bocek tiiriinii enfekte
edebildigi bilinmektedir. Ayrica kis1 atlatabilen toprak boceklerine karsi en yaygin ve en
etkili fungus oldugu belirtilmistir (Hicks vd., 2001). Bu bilgiler dogrultusunda bu
zararhlarin yasam dongiisiinde toprak fazinm 6nemli bir yeri oldugunu gostermektedir.

G. gryllotalpa’dan izole dilen diger bir izolat ise Clonostachys sp.’dir. Clonostachys
sp. beyaz pamugumsu bir morfolojiye sahip olup, sicak ve tropikal bolgelerde yasayip,
ormanlik alanlarda, siiriilebilen arazilerde ve fundaliklarda, alkali topraklar1 tercih eden bir
fungus tiiriidiir (Schroers, 2001; Sutton vd., 1997). Onceleri mikoparazitik oldugu bilinen
bu fungusun, Toledo vd. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile entomopatojen oldugu
rapor edildi.

Yapilan izolasyon caligmalar1 sonucunda elde edilen Gg-7, Gg-12, Gg-14 kodlu
izolatlarin koloni morfolojileri, spor sekilleri, konidiafor yapilari ve koloni renkleri
incelendi. Mikroskop incelemelerinin ardindan koloni renginin yesilimsi, spor sekillerinin
eliptik, konidiyaforlar yogun paketler halinde, tekil olarak genis¢e dallanmis, yogun bir

sekilde birbirine gegmis, konidiya aseptat, silindirik ya da ovoid, konidiyalarin olusturdugu



72

zincirler, silindirik ya da prizmatik diziler halinde gézlendi (Hasenekoglu, 1991; Humber,
1998). Morfolojik ve molekiiler karakterizasyon c¢alismalarinin ardindan izolatlarm M.
anisopliae olduguna karar verildi. M. anisopliae entomopatojen fungusunun saf kiiltiirleri
veya onlarin Oli arthropod konakgilar1 tizerindeki sporlar1 genellikle yesilimsidir.
Cogunlukla topraktan ya da birgok bdcek tiiriine zarar veren parazitlerden izole edilir.
Tropik ve 1liman bolgeler boyunca bulunurlar. Bu cinse ait tiirler, ¢ekirgeler dahil olmak
iizere, Acridoidea familyasinda bulunan ¢esitli tiirlerin istilasin1 6nlemek i¢in biyolojik
kontrol ajani olarak kullanilmaktadir (Lomer vd. 1997, Milner 1997, Milner ve Pereire
2000, Hunter vd. 2001, Lomer vd. 2001). Bundan baska hamam bdcegi ve sineklerin
iizerinde de etkin bir sekilde kullanilan mikrobiyal kontrol ajanidir (Yildirim 2000).

Yine danaburnundan ilk defa izole edilen Myriodontium keratinophilum 1973’ten bu
yana diinyanin herhangi bir yerinde rastlanmamis (Richard Humber, kisisel iletigim) ve
entomopatojenitesi hakkinda herhangi bir bilgiye sahip olunmayan bir fungus tiiriidiir.
Beyaz-krem rengi, pamugumsu bir morfolojiye sahip olup, sporlanma miktar1 yiiksek bir
fungustur. Enfekte ettigi bocekte Beauveria enfeksiyonunda oldugu gibi beyaz, kremrengi
mikozlanma goriiliir. Yapilan mikroskobi ¢alismalar1 sonucunda sporlarin bir konidiafor
yapisindan degil, direk misellerden meydana geldigi tespit edildi. Uzun yillardir
yeryliziinde rastlanmayan bu izolat hakkinda yeterli literatiir bilgisi bulunmamakla beraber,
bu tez ¢alismasinda, zararhlar iizerinde entomopatojenik etki gosterdigi ilk kez kayit altina
alindi. Bu tiir simdiye kadar, Tiirkiye’de ne toprak orneklerinden ne de herhangi bir bocek
orneginden izole edilmemistir ve bu tez c¢alismasiyla G. gryllotalpa’dan ilk kez izole
edilip, Tirkiye i¢in yeni kayit olarak literatiire gegmistir.

G. gryllotalpa’dan ilk kez izole edilen funguslarin, entomopatojenitesini test etmek
icin Oncelikle izolatlarin laboratuar kiiltiirii olan Galleria mellonella iizerindeki insektisidal
aktivite deneyleri yapilmistir. Daha sonra yliksek virulansa sahip olanlar, kendi konukgusu
tizerinde test edilmis ve biyolojik miicadele etmeni olarak kullanim potansiyelleri
arastirilmistir. Bu arastirmalar sonucunda asagidaki verilere ulasilmistir.

Farkli bolgelerden elde edilen izolatlarin degisik konaklardaki etkilerinin farkli
olabilecegi bilinmektedir. Ayrica, fungusun uygulanacagi konsantrasyonun dogru
saptanmas1 miicadele etmeni olarak basarisini etkileyen onemli bir faktordiir. Bir¢ok
caligmada uygulanacak alandan elde edilen entomopatojen fungusun, o alanda digaridan

ithal edilene gore daha basarili olacag: belirtilmistir (Beron ve Diaz, 2005). Bu nedenle bu
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konudaki birgok arastirmada deney materyali olarak tercih edilen model organizmalardan
biri olan Galleria mellonella larvalar1 kullanilarak, G. gryllotalpa’dan ilk kez izole edilen
Beauveria bassiana, Clonostachys sp., Metarhizium anisopliae ve Myriodontium
keratinophilum’un farkli sus ve konsantrasyonlarinin etkilerini aragtirmak amaciyla bu
larvalar insektisidal aktivite testlerinde ilk basamak olarak belirlenmistir. Galleria
deneylerinde, larvanin enfekte olmasinin ardindan 6liim nedeninden fungusun sorumlu
tutulabilmesi i¢in larva Oldiikkten sonra 1-2 giin i¢inde larvanin i¢inin hifal yapilarla
dolmasi sonucunda sert bir yap1 kazanmasi ve kotii koku olusturmamasi ozellikleri
beklenmistir. Bu belirtilerin gézlendigi larvalarin 6liim nedenlerinin entomopatojen fungus
oldugu belirtilmistir (Sekil 26,27). Ayrica, biyolojik miicadele ¢alismalarinda hedef
organizma ile ayni orjinli etmen aramak yaygm olmakla birlikte, hedef zararlinin dogal
alanindan gelmemis dogal diismanlarla da basarili kontroller elde edilmistir (Hicks vd.,
2001).

Yapilan bu tez ¢alismasinda, G. gryllotalpa’dan ilk kez izole edilen B. bassiana
(Gg-1)’nin virulansimni test etmek i¢in G. mellonella iizerinde insektisidal aktivite testleri
yapilmustir. Gupta vd. (1994) Beauveria bassiana susunu Galleria larvalarmi 6x10’spor/ml
konsantrasyonda enfeksiyona maruz birakmiglar ve 12 giinliik deney siiresinin ardindan
Galleria larval olimde logaritmik bir atis gozlemislerdir. Lozano vd. (2008) Galleria
larvalarmi Beauveria bassiana’nin BbZ3 ve BbZ4 suslari ile enfekte etmis ve 11-12 giin
sonrasinda %100 oraninda 6liim elde etmislerdir. EI-Sinary vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada
4. instar Galleria larvalarmi 10* ve 10® spor/ml yogunlugunda hazirlanmis spor
stispansiyonuna daldirip ardindan 50, 100 ve 150 Gy gamma 1smima maruz birakmuislar.
Gamma 1smina maruz kalan larvalarda 6liim oraninin 1sm miktarindaki artigla paralel
oldugunu bildirmiglerdir. Alia Zayed (2003) yaptigi bir ¢alismada iki farkli Beauveria
susunun (Bbl ve Bb2) virulanslarmni test etmek icin son instar Gallaeri larvalarmni 2.5x10°
spor/ml yogunlugundaki siispansiyona daldirmis ve 8. giin sonunda Galleria larvalarinin
Bb2 susuna %100 6liim oraniyla daha duyarli oldugunu goéstermistir. Bu ¢alismada G.
gryllotalpa’dan ilk kez izole edilen Beauveria bassiana (Gg-1) izolatinin Galleria larvalari
iizerinde 10 giinliik deney siiresinin ardindan %100 oraninda 6liim etkisi gostermesi (Sekil
24) adi gegen arastirmacilarin c¢aligmalar1 ile paralellik gostermektedir. Bu sonuglar
dogrultusunda Beauveria bassiana (Gg-1) izolati lepidoptera grubuna ait zararllar

lizerinde iyi bir miicadele etmeni olmasi bakimmdan umut vaat etmektedir.
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Klingen vd. (2002), yaptiklar1 bir ¢calismada M. anisopliae susunun (ARSEF 5520)
G.mellonella’ya karst olduk¢a patojen oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada
arastirmacilar ARSEF 5520°nin G. mellonella’ya kars1 olduk¢a patojen olmasina ragmen,
tuzak yonteminde Delia floralis kullanilarak izole edildiginde Delia floralis larvalarina
patojen olmadigin1 gézlemlemislerdir. Yapilan bu tez g¢alismasinda ise G. gryllotalpa’dan
ilk kez izole edilen M. anisopliae (Gg-12)’nin G. mellonella iizerinde, 10. giin sonunda
%100 oliim etkisi gostermesi Klingen vd.’nin sonuglar1 ile uyum saglamaktadir. Bu sonug
Dogu Karadeniz Bolgesi’nden izole edilen bu entomopatojenik fungusun bolgedeki bir¢ok
tarim zararlisma karsi 1yi bir biyolojik miicadele etmeni aday1 olabilecegini géstermistir.

Danaburnundan izole edilen diger izolat ise M. keratinophilum (Gg-11)’dur. Bu
izolatin Galleria larvalari tizerinde 10. giin sonunda %100 oraninda 6liim etkisi gostermesi
Beauveria bassiana (Gg-1) ile benzerlik gostermektedir. G. gryllotalpa’dan ilk kez izole
edilen bu tiiriin enfeksiyon sekli de Beauveria tiirleri ile benzerdir. Enfeksiyon sekli ve
virulansindaki bu yakinlik izolatin Beauveria tiirleri gibi ticari preperat haline getirilmesi
calismalarin1 beraberinde getirmektedir. Yapilan literatlir arastirmasinda diinyada M.
keratinophilum’un entomopatojenitesi ile ilgili bu giine kadar herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamustir.

Daha onceki ¢alismalarda entomopatojen oldugu bilinen Clonostachys sp. tiirtiniin G.
mellonella {izerindeki entomopatojenitesi ilk kez bu ¢alisma ile tespit edildi ve
G.gryllotalpa’dan izole edilen Clonostachys sp. (Gg-3) G. mellonella tizerinde %100 6lim
etkisi gosterdi (Sekil 24). Kadavralar lizerinde, gerekli nem ve sicaklik kosullarinda ise 6li
sayisina paralel olarak %100 oraninda misellenme goriildii (Sekil 24). Clonostachys sp.
(Gg-8) G. mellonella larvalar1 tizerinde %93, Clonostachys sp. (Gg-4) %86, Clonostachys
sp. (Gg-14) %86 6liim oran1 gostermesi bu tiire ait suslarin G. mellonella larvalari tizerinde
virulansin tiirden tiire, hatta sustan susa dahi degistigini gostermektedir. Virulansin sustan
susa degismesi ise mikrobiyal miicadele calismalarinda kullanilabilmeleri agisindan
belirtilen izolatlar1 iimit verici hale getirmektedir. Bu tiiriin entomopatojenisi ile ilgili bu
giine kadar literatiirde tek bir kayda rastlanmistir (Toledo vd., 2005). Arjantin’de yapilan
bu calismada Clonostachys sp., Oncometopia tucumana ve Sonesimia grosa’dan izole
edildi ve yine ayni zararlilar tizerindeki insektisidal aktivite diizeylerini incelendi. Deney
sonucunda %82.5’e¢ varan Olim oranlarina ulasilmasina ragmen, bu Sliimiin yaklasik

%12.5’inin fungal enfeksiyon sonucu oldugu belirtilmistir. Yapilan bu tez calismasinda ise
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Olim oraniyla paralel yiiksek oranda mikozlanma elde edilmesi, arastirmacilarin
calismasindan farkli olarak izolatlarin daha etkili olduklarini ortaya koymaktadir. Ayrica,
bu c¢alisma ile Clonostachys sp. susu tiir seviyesinde tanimlanamamistir. Morfolojik
karakterizasyon sonucuna gore bu izolat Clonostachys rosea olarak tanimlanmasina
ragmen, molekiiler veriler bu izolatin tanimlanmamis yeni bir Clonostachys tiirii
olabilecegini gostermektedir.

Bu giine kadar G. gryllotalpa ile miicadelede klasik miicadele yontemleri oncelikli
olarak kullanilmis, zararlinin yasadigi alanda ekonomik zararli durumuna geldiginde dogal
diigmanlar1 istege bagh olarak alana salinmistir (Thompson, 2003). Bundan baska
zararlinin dogal diismanlarmin sayismm arttirilmast  yontemi de denenmistir.
Gryllotalpidae familyas:1 parazitoidlerinden Larra spp.(Hymenoptera) G. gryllotalpa’da
paralizize sebep olarak bocegin Oliimiine neden olmaktadir (Frank vd., 1995). Bundan
baska Ormia depleta (Diptera) G. gryllotalpa ile miicadelede kullanilan bir baska parazitoit
tiuridir (Frank, 1994). Uruguay’da G. gryllotalpa ile miicadelede zararlinin dogal
diismanlar1 arastirilirken, yapilan arazi calismalarinda %8 ile %50 oraninda nematod
enfeksiyonundan 6lmiis danaburnu bulundu (Parkman ve Smart 1996). Bu dogal 6liim
arastirmacilar i¢cin danaburnu ile yeni bir biyolojik miicadele yontemi olarak diisiiniildii
(Parkman ve Smart 1996). Nyguyen ve Smart (1991) yaptiklar1 bir ¢alismada Steinernema
scaterisci ile enfekte edilen erginlerin %50 ile %94 arasinda, nimflerin ise %20 oraninda
Olimle sonug¢landigmi tespit ettiler. Enfeksiyon oraninin nimflerde daha az olmasmin
sebebini ise nimflerde pronotumun daha kisa olmasindan kaynaklandigini belirttiler
(Hudson ve Nguyen 1989). Yapilan bu tez ¢alismasinda G. mellonella iizerine yapilan
insektisidal aktivite testleri sonucunda entomopatojen oldugu belirlenen izolatlarin kendi
konag1 iizerinde, 1x10” spor/ml yogunlukta hazirlanan spor siispansiyonu ile enfeksiyonu
sonucunda 20 giinliikk deney siirecinin ardindan M. anisopliae (Gg-14) %86.7 oraninda
Oliim etkisi gostermistir ( Sekil 27). Diger izolatlardaki 6liim oran1 ise %60’ altindadir (
Sekil 27). Daha oOnceleri danaburnu ile miicadelede fungus, biyolojik miicadele etmeni
olarak kullanilmaya c¢alisilmis ancak yiiriitiillen ¢aligmalarda istenilen sonug¢ elde
edilememistir (Thompson, 2003). Cornell Universitesi’nde Villani vd. (1999) G.
gryllotalpa ile fungus enfeksiyonunun basarisiz olma nedenlerini arastirmis ve zararlinin
fungus sporlarmin bulastirildig: tiinellerden kagindigmi belirtmistir. Bu sebeple fungus

sporlar1  bocek kutikulast ile temas edememekte ve boylece enfeksiyon
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gerceklesememektedir (Villani vd., 2002). Thompson vd. (2003) yaptiklar1 bir ¢aligmada
10°® spor/ml’den daha az yogunlukta hazirlanan spor siispansiyonlari ile yapilan G.
gryllotalpa enfeksiyonunun daha az oranla dlimle sonuglandigini belirtmislerdir. Bu
calismada elde edilen bulgulara gore Olim oranini artirabilmek i¢in, hazirlanan spor
stispansiyonunun Thompson vd.’nin yaptig1 ¢aligmadaki gibi arttirilmasi gerekmektedir.
Biyolojik miicadele ¢alismalarinda entomopatojen funguslarin biyolojik miicadele etmeni
olarak kullanilmalarinda, kendi konagindan izole edilen suslarin daha basarili oldugu
belirtilmistir (Hicks vd., 2001; Pliz vd., 2007; Bugeme vd., 2008). Ancak, bu ¢alismada
izolatlarm kendi konagi iizerinde virulanslar1 oldukca disiiktiir. Virulansin diisiik
olmasimin sebeplerinden bazilari, uygulanan biyolojik miicadele etmeninden daha Once
bocek viicuduna giris yapmis herhangi bir patojen, kutikulanin penetrasyona karsi direngli
olmasi1 ya da konukg¢unun savunma sisteminin giiclii olmasidir (St. Leger 1990). Miicadele
etmenine karst bOcekte meydana gelen bu direnclilik, kutikulanin elverigsiz yiizey
kosullarina sahip oldugunda, kendisinden 6nce giris yapan baska bir etmenden, kutikulanin
baslica gerekli maddelerden yoksunlugundan ya da penetrasyonun gerceklesmesi igin
gereken kimyasal inhibitérlerin bulunmamasindan kaynaklanmaktadir (St. Leger 1990).
Fungus sporlarmin kutikulaya penetrasyonunun gergeklesmesi i¢in ortamda baslica
etmenlerin bulunmasi gerekir. Bunlar su, ¢esitli bilesenler ve kutikula ylizeyindeki tanima
proteinleridir (Willmer, 1986; Hunt vd., 1984; Pekrul vd., 1990). Farkli izolatlarin
kutikulaya penetrasyonunu saglamak ve virulansi arttirmak i¢in bu tanima proteinlerinin
fungus sporlarinda bulunmasi gerekmektedir (Thompson vd., 2003).

Sonug olarak bu ¢alismada, Trabzon Ili’nin farkli tarim alanlarindan toplanan bdcek
orneklerinden toplam 15 adet entomopatojenik fungus izole edildi ve izole edilen funguslar
ayrintili bir sekilde karakterize edildi. Ayrica, bu izolatlarin tarim alanlarinda yayilis
gosteren G. gryllotalpa ve labaratuar kiiltiirlerinden biri olan G. mellonella’ya karsi
etkinlikleri belirlendi. Bunun sonucunda, Clonostachys sp. tiiriiniin bu bdlgedeki tarim
alanlarinda yaygin olarak bulundugu, dolayisiyla bu izolatlarin bu bolgede yayilis gdsteren
baz1 zararli boceklere karsi biyolojik miicadele stratejileri altinda kullanilabilecegi bu
calismayla gosterildi. Buna dayanarak, Clonostachys sp. izolatlarinin bu boélgedeki belirli
iklim kosullarma adapte oldugu ve burada sunulan bilgilerin gelecek izolat se¢im
programlarinda yararli olabilecegi tespit edildi. Ayrica bocekten ilk defa izole edilen M.

keratinophilum (Gg-11)’in G. mellonella’ya karsi iyi bir biyolojik miicadele etmeni
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olabilecegi belirlendi. Son olarak M. anisopliae (Gg-12)’nin tarim alanlarinda Gnemli
zararlara yol agan G. gryllotalpa’ya karsi iyi bir biyolojik kontrol ajan1 aday1 oldugunu

gosterdi.



5. SONUCLAR

“Gryllotalpa  gryllotalpa’dan  entomopatojen  funguslarm  izolasyonu  ve
karakterizasyonu” baslikli bu ¢aligmada tarim alanlarinda 6nemli ekonomik hasara sebep
olan tarim zararlilarina karsi etkili bir fungal etmen tespit etmek amaciyla Gryllotalpa
gryllotalpa’dan entomopatojenik fungus izolasyonu yapilarak, izolatlarm 6ncelikle model
organizma olan Galleria mellonella {izerinde virulanslar1 belirlendikten sonra, kendi
konagi tizerindeki insektisidal aktiviteleri belirlendi. Yapilan ¢alismada ulasilan sonuglar
asagidaki gibidir.

1. Trabzon ilinin farkli tarim alanlarindan toplanan 100 adet G. gryllotalpa’dan
toplam 15 adet entomopatojenik fungus izolasyonu yapildi.

2. Gryllotalpa gryllotalpa’dan ilk kez entomoptojenik fungus izolasyonu yapildi.

3. Izole edilen funguslarin morfolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak tiir tayinleri
yapildi ve izolatlarin Beauveria bassiana (Gg-1), Clonostachys sp. (Gg-2, Gg-3, Gg-4, Gg-
5, Gg-6, Gg-8, Gg-9, Gg-13, Gg-15), Metarhizium anisopliae (Gg-7, Gg-12, Gg-14) ve
Myriodontium keratinophilum (Gg-10, Gg-11) olduklar1 belirlendi.

4. Clonostachys sp.’nin en fazla izole edilen ve yaygin olarak bulunan (% 60) izolat
oldugu belirlendi.

5. Clonostachys sp. ve M. keratinophilum Tiirkiye’de ilk kez tespit edildi.

6. M. keratinophilum bocekten ilk kez izole edildi.

7. Molekiiler karakterizasyon yontemleri kullanilarak Metarhizium ve Beauveria
cinslerine ait funguslarin ITS gen bolgelerinden baska EF1-a, RPB1, RPB2a, RPB2b, -
Tubulin ve Bloc gen bolgeleri de tanimlanarak filogenetik analizleri yapildi.

8. M. keratinophilum’un entomopatojenitesi bu ¢alisma ile ilk kez kayit altina alindu.

9. lIzolatlarm G. mellonella iizerinde insektisidal aktivite testleri yapilarak
entomopatojeniteleri belirlendi.

10. G. mellonella tizerine yapilan insektisidal aktivite testleri sonucunda en yiiksek
oldiiriicii etkiye sahip funguslarin Beauveria bassiana (Gg-1), Clonostachys sp. (Gg-3), M.
keratinophilum (Gg-11) ve M. anisopliae (Gg-12), oldugu tespit edildi.

11. G. melonella’ya kars1 yiliksek aktivite gosteren izolatlarin G. gryllotalpa’ya kars1

insektisidal aktiviteleri belirlendi.
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12. M. anisopliae (Gg-12)’nin G. gryllotalpa iizerinde %86.7 oraninda 6liim etkisi
gosterdigi belirlendi.

13. Clonostachys sp. izolatlarmm yeni bir Clonostachys tiirii olabilecegi
diistiniilmektedir fakat bu tez calismasinda tiir tayinine yoOnelik c¢alismalar heniiz

sonug¢landirilamamaistir.



6. ONERILER

Bu calismada G. gryllotalpa’dan ilk kez entomopatojenik fungus izolasyonu yapildi
ve 15 adet entomopatojenik fungus elde edildi. Bunlarin morfolojik ve molekiiler
karakterizasyonlar1 yapildi. izolatlarm, Galleria mellonella iizerinde entomopatojeniteleri
belirlendikten sonra basta kendi konukgusu olmak iizere Agriotes lineatus ve Leptinotarsa
decemlineata {izerindeki insektisidal etkileri arastirildi. Calismanin yaygin etkisini
arttirmak i¢in asagidaki hususlar dikkate alinmalidir.

1. Izolatlarm oldiiriicii etkileri iizerine sicaklik, UV ve toprak pH’1 gibi fiziksel
faktorlerin etkileri aragtirilabilir.

2. Bu ¢aligmada tiir seviyesinde tanimlanamayan Clonostachys sp. izolatlar1 bundan
sonraki tanimlama ¢aligmalarinda tiir diizeyinde teshis edilebilir.

3. Insektisidal aktivite ¢calismalar1 sonucunda G. gryllotalpa iizerinde &ldiiriicii etkisi
gozlenen Gg-12 kodlu izolatin zararh tizerindeki virulansini arttiric1 ¢caligmalar yapilabilir.

4. G. gryllotalpa tizerinde yiiksek 6ldiiriicii etkiye sahip M. anisopliae (Gg-12)’nin
zararh lizerinde doz denemeleri yapilabilir.

5. Entomopatojenitesi ilk defa kayit altmma alinan M. keratinophilum’un molekiiler
calismalar basta olmak iizere, izolatin konukgusuyla ayni ortami paylasan farkli zararlilar
tizerindeki insektidal aktivite testlerinin yapilmasi gibi daha genis kapsamli ¢alismalar1
baglatilabilir.

6. Yiiksek insektisidal aktiviteye sahip izolatlarin alan uygulamalar1 yapilabilir.

7. Bu calismada elde edilen funguslarin ticari olarak gelistirilmesine yonelik

calismalar baslatilabilir.
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8. EKLER
Ek 1. Beauveria bassiana Gg-1’in 1TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTTAACTCCCTAACCCTTCTGTGCAACCTACCATATCGTTGCTTCGGCGGACTC
GCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCT
TGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC
TCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGLLGGLC
CTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTC
GCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTG
ACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATA

Ek 2. Clonostachys sp. Gg-2’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTCCAACCCATGTGTACATACCTACTGTTGCTTCGGCGGGATTGCCCCGGGCGC
CTCGTGTGCCCCGGATCAGGCGCCCGCCTAGGAAACTTAATTCTTGTTTTATTT
TGGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTA
TTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTAGGGCG
TGGTGTTGGGGATCGGCCAAAGCCCGCGAGGGACGGCCGGCCCCTAAATCTAG
TGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTGATATTCCGCATCGGAGA
GCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCCAAGGTTGACCTCAGATCA
GGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATA

Ek 3. Clonostachys sp. Gg-3’iin 1TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTAACTCCCAACCCATGTGAACATACCTACTGTTGCTTCGGCGGGATTGCCCCG
GGCGCCTCGTGTGCCCCGGATCAGGCGCCCGCCTAGGAAACTTAATTCTTGTTT
TATTTTGGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATG
TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC
CAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTA
GGGCGTGGTGTTGGGGATCGGCCAAAGCCCGCGAGGGACGGCCGGCCCCTAA
ATCTAGTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTGATATTCCGCATC
GGAGAGCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCCAAGGTTGACCTCA
GATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATA
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Ek 4. Clonostachys sp. Gg-4’iin 1TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTCCCAAACCCATGTGAACATACCTATTGTTGCTTCGGCGGGATTGCCCCGGGC
GCCTCGTGTGCCCCGGATCAGGCGCCCGCCTAGGAACTTTAACTCTTGTTTTAT
TTTGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGATC
TCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGT
ATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTAGGGC
GTGGTGTTGGGGATCGGCCAAAGCCCGCGAGGGACGGCCGGCCCCTAAATCTA
GTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTGATATTCCGCATCGGAG
AGCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCCAAGGTTGACCTCAGATC
AGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT

Ek 5. Clonostachys sp. Gg-5’in 1TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TCCCAAACCCATGTGAACATACCTACTGTTGCTTCGGCGGGATTGCCCCGGGC
GCCTCGTGTGCCCCGGATCAGGCGCCCGCCTAGGAAACTTAATTCTTGTTTTAT
TTTGGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
TATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTAGGG
CGTGGTGTTGGGGATCGGCCAAAGCCCGCGAGGGACGGCCGGCCCCTAAATCT
AGTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTGATATTCCGCATCGGA
GAGCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCCAAGGTTGACCTCAGAT
CAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATA

Ek 6. Clonostachys sp. Gg-6’min 1TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCGAATCCTATGTGAACATGCCTACTGCGGGTTCGGCGGTATTGCCGTGGCCG
CCGCGTGTGCGCGGATCATGCGCCCGCCTAGGAAACTTAATTCTTGTTTTATTT
TGGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTA
TTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTAGGGCG
TGGTGTTGGGGATCGGCCAAAGCCCGCGAGGGACGGCCGGCCCCTAAATCTAG
TGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTGATATTCCGCATCGGAGA
GCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCCAAGGTTGACCTCAGATCA
GGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATAA
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Ek 7. Metarhizium anisopliae Gg-7’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TCCTACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCC
GCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAA
AAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCG
AGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGA
GGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGC
CCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACT
GCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCC
GCTGAACTTAAAGCATATA

Ek 8. Clonostachys sp. Gg-8’in 1TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

ACTCCCAACCCATGTGAACATACCTACTGTTGCTTCGGCGGGATTGCCCCGGG
CGCCTCGTGTGCCCCGGATCAGGCGCCCGCCTAGGAAACTTAATTCTTGTTTTA
TTTTGGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTAGG
GCGTGGTGTTGGGGATCGGCCAAAGCCCGCGAGGGACGGCCGGCCCCTAAAT
CTAGTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTGATATTCCGCATCG
GAGAGCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCCAAGGTTGACCTCAG
ATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAAGCATATA

Ek 9. Clonostachys sp. Gg-9’un 1TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTCACTCCAAACCCATGTGAACATACCTATCGTTGCTTCGGCGGGATCGCCCCG
GGCGCCTTGCGTGCCCCGGATCCAGGCACCCGCCGGGGGACCTTAACTCTTGT
TTTATTTAGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAAC
GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCG
CCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATACCCCT
AGGGTGTGGTGTTGGGGATCGGCCAAGGCCCGCAAGGGACGGCCGGCCCCTA
AATCTAGTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTAATATTCCGCAT
CGGAGAAGCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCTAAGGTTGACCT
CAGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
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Ek 10. Myriodontium keratinophilum Gg-10’un ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz
Sirasi

GCCAGCGGGAACCCCGCTAAAGGCCCCACACTTGTCTACCAAACTACGTTGCC
TCGGCGGGACCGTCCCCTAGGGGACCGCCGGGGGGGACTTACCTCCCCCCTGG
TCAGCGCCCGCCGGAGGACAAATAACCAAACCTTTGTAACAGTGAGTTGTCTG
AGCGATTATATAAATGAATCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCAT
GCCTGTCCGAGCGTCATTGCAACCCTCAAGCACGGCTTGTGTTATGGGCCCTCG
TCCCGCTATTTTAGTGGACGTGCCCGAAATGCAGTGATCGCCGCCGCGACTCC
GGCGCCCGAGCGAATGGGAATTTAACCACCGCTCAGTGGGCCCGGLCCGGTGGL
TTCGGTCTCAAACCACAATTTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACC
CGCTGAACTTAAGCATATA

Ek 11. Myriodontium keratinophilum Gg-11’in 1TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz
Sirasi

AATTTACCCCGCCTAAGGTCCCACACTTGTCTACCAAACTACGTTGCCTCGGCG
GGACCGTCCCCTAGGGGACCGCCGGGGGGGACTTACCTCCCCCCTGGTCAGCG
CCCGCCGGAGGACAAATAACCAAACCTTTGTAACAGTGAGTTGTCTGAGCGAT
TATATAAATGAATCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTC
CGAGCGTCATTGCAACCCTCAAGCACGGCTTGTGTTATGGGCCCTCGTCCCGCT
ATTTTAGTGGACGTGCCCGAAATGCAGTGATCGCCGCCGCGACTCCGGLGLCC
GAGCGAATGGGAATTTAACCACCGCTCAGTGGGCCCGGCCGGTGGTTTCGGTC
TCAAACCACAATTTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGA
ACTTAAGCATATAATC

Ek 12. Metarhizium anisopliae Gg-12’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CACCTCCCTACCCCTGTGATTATACTCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGTACTTCGC
GCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTT
AAAAAAAAATGATTCAAAACTTTCACCCACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAAAACGCATCGAAATGCTATAAGTAATGTGAATTGCATAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTG
TTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGG
CGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGT
GGCCCTCCTCTGCGCATTATTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGLCGLGGTCC
ACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTTGACCTCAAATAAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATTTT
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Ek 13. Clonostachys sp. Gg-13’iin 1TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTTCAACTCCCAAACCCATGTGAACATACCTACTGTTGCTTCGGCGGGATTGCC
CCGGGCGCCTCGTGTGCCCCGGATCAGGCGCCCGCCTAGGAAACTTAATTCTT
GTTTTATTTTGGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGT
AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGC
CCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCC
CCTAGGGCGTGGTGTTGGGGATCGGCCAAAGCCCGCGAGGGACGGLLGGLCC
CTAAATCTAGTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTGATATTCCG
CATCGGAGAGCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCCAAGGTTGAC
CTCAGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATA

Ek 14. Metarhizium anisopliae Gg-14’iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TCCACTCCTAACCCCTGTGATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCG
CGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGT
TAAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGLGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATTA

Ek 15. Clonostachys sp. Gg-15’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TAAACTCCCAACCCATGTGAACATACCTATCGTTGCTTCGGCGGGATCGCCCC
GGGCGCCTTGTGTGCCCCGGATCCAGGCACCCGCCGGGGGACCTTATATCTTG
TTTTATTTAGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAAAGTAA
TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
GCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATACCCC
TAGGGTGTGGTGTTGGGGATCGGCCAAGGCCCGCAAGGGACGGCCGGCCCCTA
AATCTAGTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTAATATTCCGCAT
CGGAGAAGCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCTAAGGTTGACCT
CAGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATA

Ek 16. Beauveria bassiana Gg-1’in 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTATCGGGGTGCGTTTACGCTGACGCCTTCGACCTCGACGAGCAATAAATACT
GACCACCAGACAGCCACGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACCGTAAGTTTTTTC
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AACGGTCGAGTGGCTTTTGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTA
CCTGAGAGCAAAGAGCTAACTCATGTATACAGACTGGTCACTTGATCTACCAG
TGCGGTGGTATTGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGT
ATCCAACTCTTTTCTACTGTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTGCGCAATTTTTT
TTTCGTCGTATCGCGCTGGCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAA
AAATTTTCAGTGCCTTATCAATTCAGTGGGGCCAGTGAGAGTACCCCGCCACCT
TGTCGCAAGCTTTCCCCTCATCTATTAGGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAGATAT
CGCGTGCACTCAGCCAACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCTGA
ACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCG
AGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCC
AAGTACCACGTCACCGTCATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAAC
ATGATTACTGGTACTTCCCAGGCCGATTGCGCTATTCTCATCATCGCCGCCGGT
ACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCACGC
TCTGCTCGCCTTCACCCTCGGTGTCAAGCAGCTCATTGTTGCCATCAACAAGAT
GGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCCCGTTACCAGGAAATCATCAAGGAGACTT
CCAGCTTCATCAAGAAGTTGGCTACAACCCCAAGGCTGTTGCTTTCGTCCCCAT
CTCCGGTTCAACGGCGACAACATGCTTGAGCCCTCCAGCAACTGTCCCTGGTA
CAGGGTTGGGGAGAAGGAGACTAAGGCTGGCAAGTCTACTGGCAAGACCCTT
CTCGAGGCCATCGACGCCATTGAGCCCCCCAAGCGTCCTAACCGACAAGCCTC
TCCGT

Ek 17. Metarhizium anisopliae Gg-7’nin 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TATTCGGTGTCGACTGCACCTTTTCGAATCCTGTATAAGCTGTTATACTGACTT
GGTTGTCGTAGGGGTATGTTTCGGAGCCTACACTCTTCGCCGTAACGAGTTTGT
GATAACTGACTGGTCCTCACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCACT
GGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAAGTT
CGAGAAGGTAAGCCAAACCACTCCGATTAATGATCTGCTATTGTTTGGCGATG
AACATTATTGGGTTTCCCGCTGCCTGTCGGCCATTACCCCTCACTGTGACACGA
AAATTTTCGCGGGGCCTTATCTTGGACTTTGGTGGGGCACCGTACCCCGCCAGC
TGTCGAGGGTGTCTCTGTGTGTCTTGGCTGTTGAAACCACAACATTGTCGTTGC
TTTCAGAGGAAAAAACAAGAAACTAATTTGGATCGCTGTATAGGAAGCCGCTG
AACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCATGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCC
GAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCC
CAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTCGACTTGCGCAAACTGACCGCATAC
TTTTCTCCCAAATTGAAATGCTAATGCCCCTCCCACAGACGCTCCCGGTCACCG
TGACTTTATCAAGAACATGATCACTGGTACTTCCCAGGCTGACTGCGCTATTCT
CATTATCGCTGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCC
AGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTACACCCTGGGTGTCAAGCAGCTCATT
GTCGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCCCGTTACCAGGA
AATCATCAGGAGACTTCCAACTTCATCAAGAAAGGTCGGCTACAACCCCAAGT
CCGTCGCCTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCCACGGTGACACATGCTTCAGCCTCC
ACAACTGCCCCTGGTTACACAAGGGTTGGGAGAAGGAGACCAAGGCTGGCAA
GTCCACCGGCAAGACCCTCCTCGAGGCCATTGACGCTATTGAGCCCCCCAAGC
GTCCCACCGACAAGCCCCTCCGT
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Ek 18. Metarhizium anisopliae Gg-12’nin 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CTGGGTAGGTCGTCTGCCTCCATTTCGAGCCCTGGAGAAGCTGTTGTACTGACT
TGCTTGTCGTAGGGGTATGTTTCGGAGCCTACACTCTTCGCCGTCTCGAGTTTG
TGATAACTGACTGGTCCTCACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCAC
TGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAAGT
TCGAGAAGGTAAGCCAAACCACTCCGATTAATGATCTGCTATTGTTTGGCGAT
GAACATTATTGGGTTTCCCGCTGCCTGTCGGCCATTACCCCTCACTGTGACACG
AAAATTTTCGCGGGGCCTTATCTTGGACTTTGGTGGGGCACCGTACCCCGCCAG
CTGTCGAGGGTGTCTCTGTGTGTCTTGGCTGTTGAAACCACAACATTGTCGTTG
CTTTCAGAGGAAAAAACAAGAAACTAATTTGGATCGCTGTATAGGAAGCCGCT
GAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCATGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGC
CGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTC
CCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTCGACTTGCGCAAACTGACCGCATA
CTTTTCTCCCAAATTGAAATGCTAATGCCCCTCCCACAGACGCTCCCGGTCACC
GTGACTTTATCAAGAACATGATCACTGGTACTTCCCAGGCTGACTGCGCTATTC
TCATTATCGCTGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCC
AGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTACACCCTGGGTGTCAAGCAGCTCATT
GTCGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCCCGTTACCAGGA
AATCATCAAGGAGACTTCCAACTTCATCAAGAAAGGTCGGCTACACCCCAAGT
CCGTCGCCTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCACGGTGACACATGCTTCAGCTCCAC
AACTGCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAAGGAGACCAAGGCTGGCAAGTCCAC
CGGCAAGACCCTCCTCGAGGCCATTGACGCTATTGAGCCCCCCAAGCGTCCCA
CCGACAAGCCCCTCC

Ek 19. Metarhizium anisopliae Gg-14’iin 18S EF1-0 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CGTATTCGTATGTCGCCTGCCTCATTTCGAATCCTGTACAAGCTGTTATACTGA
CTTGCTTGTCGTAGGGGTATGTTTCGGAGCCTACACTCTTCGCCGTCTCGAGTT
TGTGATAACTGACTGGTCCTCACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACC
ACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAA
GTTCGAGAAGGTAAGCCAAACCACTCCGATTAATGATCTGCTATTGTTTGGCG
ATGAACATTATTGGGTTTCCCGCTGCCTGTCGGCCATTACCCCTCACTGTGACA
CGAAAATTTTCGCGGGGCCTTATCTTGGACTTTGGTGGGGCACCGTACCCCGCC
AGCTGTCGAGGGTGTCTCTGTGTGTCTTGGCTGTTGAAACCACAACATTGTCGT
TGCTTTCAGAGGAAAAAACAAGAAACTAATTTGGATCGCTGTATAGGAAGCCG
CTGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCATGGGTTCTTGACAAGCTCAAG
GCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGAC
TCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTCGACTTGCGCAAACTGACCGCA
TACTTTTCTCCCAAATTGAAATGCTAATGCCCCTCCCACAGACGCTCCCGGTCA
CCGTGACTTTATCAAGAACATGATCACTGGTACTTCCCAGGCTGACTGCGCTAT
TCTCATTATCGCTGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGG
CCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTACACCCTGGGTGTCAAGCAGCTCA
TTGTCGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCCCGTTACCAG
GAAATCATCAAAGAGGACTTCCAACTTCATCAAGAAAGGTCGGCTACAACCCC
AAGTCCGTCGCCTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCCACGTGACAACATGCTTCAGC
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CTCCACCAACTGCCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAAGGAGACCAAGGCTGGC
AAGTCCACCGGCAAGACCCTCCTCGAGGCCATTGACGCTATTGAGCCCCCCAA
GCGTCCCACCGACAAGCCCCTC

Ek 20. Beauveria bassiana Gg-1’in 18S RPB1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCTGGTTTCTCAAGAAAGTGGAAAAGGTTTTGGAGATTGTCTGCCACAACTGC
AGCAAAGTGTTGGCCGATGAAGTTGGTCTTCCCTTTACTCCATGAAGCTTTGGA
GCTTGCTGGATGCTAACGTGCATTATCAGAGCGATCCCGAATTCGTCACAGCT
ATTCATACTCGCGATCCGAAACTCCGATTCAAGCGCGTTTGGGCCGTATGCAA
GAAGAAGCGCAAATGCGAGAATGAGGAGCGGCAAGACAAGAATAAAGACGA
AGAGTTCGCTCCAGGTGTCAAGAACGTCGTTCTCGAAGGACATGGCGGATGTG
GCAATATGCAGCCGCAGGTGAGACAGGCCGCGCTGCAACTCAAAGCTGCCTTC
GAGGTTACTTCGGAAGAGGGTCCCAAGAGGAAAGAGACGGTTAATATCAGCG
CCGAGATGGCGCATGGTATCCTTCGCCGCATCTCTGAGCGCGATCTGCACAAT
ATTGGTCTTAACTCAGACTATGCTCGTCCCGAGTGGATGATCATCACTGTCCTG
CCTGTACCCCCTCCTCCCGTGCGTCCTAGTATTTCCATGGATGGTACTGGTACT
GGCACGAGAAACGAGGATGATCTGACCTACAAGCTTGGTGACATTATCCGCGC
CAACGGTAATGTCAAGCAGGCCATTCGTGAAGGATCACCGCAACACATCGCGC
GTGATTTGAGAGCTTGCT

Ek 21. Metarhizium anisopliae Gg-7’nin 18S RPB1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCGGTGTACATCCGGTGTCTTAGGAAGGTCAAAAAGATTTTGGAGATTGTCTG
CCACAACTGCAGCAAGGTGTTGGCCGATACTGTTGGTCTATCCTGACTCTCCGT
AGGCTTTTTGTGAACTTCTTGGTTGCTAACACAAAAATTTCTCTCTCAGAGCGA
TCCCGAGTTTGTCACCGCAATCAACACGCGAGATGCTAAACTACGCTTCAATC
GTGTCTGGGCAGTCTGCAAGAAGAAGCGGAGATGTGAAAACGAAGATCGTAA
CGAGAAGAACGACGATGAGTTTGCTCCTGGCATGAAGCCAGTCGCACACAACC
ATGGTGGTTGCGGAAACGTGCAGCCGCAGGTCCGACAGGCGGCTTTGCAGCTC
AAGGCTGCGTTCGATGTAGCGCAAGAGGACGGCCCCAAGAGGCGAGAGACGG
TGCCGATCACGCCAGAGATGGCTCACGGTATTCTGAGAAGAATCTCGGAGGAG
GATCTTCGGCACATGGGCCTCAACTCGGATTATGCTCGCCCAGAGTGGATGAT
TCTCACTGTGCTCCCTGTCCCCCCGCCCCCTGTTCGTCCCAGCATTTCCATGGAT
GGTACTGGCACCGGCATGCGAAATGAAGACGATTTGACCTACAAGCTTGGTGA
TATTATCCGCGCCAACGGCAATGTGAAGCAGGCTATCCGCGAAGGATCACCCC
AGCACATTGCGCGCGATTTGAGGAGTTGGCTGCAAGT

Ek 22. Metarhizium anisopliae Gg-12’nin 18S RPB1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TCCGGCGATTTGTCGTTGTCCATGTATGTTGCCACATGGTACTGCAGCAACTCC
TCAAAATCGCGCGCAATGTGCTGGGGTGATCCTTCGCGGATAGCCTGCTTCAC
ATTGCCGTTGGCGCGGATAATATCACCAAGCTTGTAGGTCAAATCGTCTTCATT
TCGCATGCCGGTGCCAGTACCATCCATGGAAATGCTGGGACGAACAGGGGGCG
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GGGGGACAGGGAGCACAGTGAGAATCATCCACTCTGGGCGAGCATAATCCGA
GTTGAGGCCCATGTGCCGAAGATCCTCCTCCGAGATTCTTCTCAGAATACCGTG
AGCCATCTCTGGCGTGATCGGCACCGTCTCTCGCCTCTTGGGGCCGTCCTCTTG
CGCTACATCGAACGCAGCCTTGAGCTGCAAAGCCGCCTGTCGGACCTGCGGCT
GCACGTTTCCGCAACCACCATGGTTGTGTGCGACTGGCTTCATGCCAGGAGCA
AACTCATCGTCGTTCTTCTCGTTACGATCTTCGTTTTCACATCTCCGCTTCTTCT
TGCAGACTGCCCAGACACGATTGAAGCGTAGTTTAGCATCTCGCGTGTTGATT
GCGGTGACAAACTCGGGATCGCTCTGAGAGAGAAATTTTTGTGTTAGCAACCA
AGAAGTTCACAAAAAGCCTACGGAGAGTCAGGATAGACCAACAGTATCGGCC
AACACCTTGCTGCAGTTGTGGCAGACAATCTCCAAAATCTTTTTGACCTTCTTA
ATGAAACCGGAATGTAACAACGGGCTTGGCCAACTCGATGTGTCCAAAGTGCC
CCGGGACACTCAA

Ek 23. Metarhizium anisopliae Gg-14’iin 18S RPB1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TCCGGCGATTGTCGTTGTCCATGTATGTTGCCACATGGTACTGCAGCAACTCCT
CAAAATCGCGCGCAATGTGCTGGGGTGATCCTTCGCGGATAGCCTGCTTCACA
TTGCCGTTGGCGCGGATAATATCACCAAGCTTGTAGGTCAAATCGTCTTCATTT
CGCATGCCGGTGCCAGTACCATCCATGGAAATGCTGGGACGAACAGGGGGLG
GGGGGACAGGGAGCACAGTGAGAATCATCCACTCTGGGCGAGCATAATCCGA
GTTGAGGCCCATGTGCCGAAGATCCTCCTCCGAGATTCTTCTCAGAATACCGTG
AGCCATCTCTGGCGTGATCGGCACCGTCTCTCGCCTCTTGGGGCCGTCCTCTTG
CGCTACATCGAACGCAGCCTTGAGCTGCAAAGCCGCCTGTCGGACCTGCGGCT
GCACGTTTCCGCAACCACCATGGTTGTGTGCGACTGGCTTCATGCCAGGAGCA
AACTCATCGTCGTTCTTCTCGTTACGATCTTCGTTTTCACATCTCCGCTTCTTCT
TGCAGACTGCCCAGACACGATTGAAGCGTAGTTTAGCATCTCGCGTGTTGATT
GCGGTGACAAACTCGGGATCGCTCTGAGAGAGAAATTTTTGTGTTAGCAACCA
AGAAGTTCACAAAAAGCCTACGGAGAGTCAGGATAGACCAACAGTATCGGCC
AACACCTTGCTGCAGTTGTGGCAGACAATCTCCAAAATCTCTCTGACCTTATCT
AAGACACCTTAATGAAACCGGGATGGTACACGGGCTTGGCCAACTCGATGTGT
CCAAAATG

Ek 24. Beauveria bassiana Gg-1’in 18S Bloc Gen Bélgesinin Baz Sirasi

TCGCAGGCGCACCCACTTTTACATTCCGCGCTTCTTCCAGCCGACCCCTCCGGG
CCTTCCCGGCAACGACGACGGCGGCGCCATGGGCTCCTTTGTCGCTTTCAGCAT
GATGGGTCTCTTTCCCAACCCGGGGCAAGACGTCTACCTCATCACGCCGCCCTT
TTTCCCCAGCGTGACCGTCAAGCACCCCGTCACCGGAAAGACGGCCAAGATTC
GCAACGTCAACTTTGACGCCGCGTACAAGAATATTTATATCCAGAGCGCGACG
CTCAACGGCAAGCCCTACACAAAGAACTGGATTGACCACTCATTCTTTACCGA
GGGCAAGGAACTCGTTCTCACGCTGGGGAAGAATGAGAGTAACTGGGGGACC
GCGGTGGGCGATTTGCCTCCAAGCCTGGGTCGCTACTCGGGCTTTAATCAGAC
CTACTCCAAGAGGTGGTCGGCTCCAGGAAGTGCACAGCTATATTCAACCGGCT
TTGTAAATATGGTTTTCCGGCTTTGGTAATTATTTCATAAATACATTTGATACC
ATCTACTTATACAAGCTTCTCTTTCTGTGTGAGTTTAACTGTCAACTATTTGACC
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TGTGAGTATTACTCTATCAGTGGAGGACAAGAGTGAGAGCCAGTACAAAGACG
ATGGAAAGTGCGGTTGGACACTGCAATGTAAATGCCAATGACTTTGGCGCGTT
GGTTTCTGTGGGCAAGGCCGCGGTACCGCTTGCACTCCCCGAAGTGGCCGAGC
CGCGCTCCACGCATTCCGCACCAGTGTCTGTTGAGTTGGGCGAAACTGATGCC
CTCTTATGAACAGAGACATGTTGCTGCTTCCAAGGCTTGATCCTTGCGCCGCTC
GCAATGAATCTCGCCTGAAGATCCTCCAGCAGATCCTGTCGGGAGGCGAGCAG
CGCAGCATATCGGGCATGACTGAGTTGTCGCAACGCGCACGCTTCGGTCGTTC
CAAGCCAATTGTCCCTTTTGACAAAGGTCGCACCGGGCTTAATCTGTGCAGTTG
CTCTGGCTGCGACCGGCACG

Ek 25. Beauveria bassiana Gg-1’in 18S RPB2a Gen Bélgesinin Baz Sirasi

GCCCACTACTTGCNANTCTTCCGCGGTATCATGCGCCGAATGCACTCAGAGCTC
GCCAATTACCTGCGACGCTGCGTCGAGGGTAACCGCCACTTCAATCTAGCTGT
CGGTGTTAAGCCTGGCACGCTTTCAAACGGCCTCAAGTACTCTCTTGCTACTGG
TAATTGGGGTGACCAGAAAAAAGCTATGAGCTCAACTGCTGGTGTGTCCCAGG
TTTTGAACCGATATACTTTTGCCTCAACACTATCCCACCTTCGACGTACCAATA
CACCCATTGGCAGAGATGGCAAACTGGCAAAACCTCGTCAGCTTCATAATACT
CATTGGGGTCTTGTCTGCCCTGCTGAGACACCTGAAGGCCAGGCTTGCGGTCTT
GTCAAGAATCTGTCTCTCATGTGCTACGTCAGCGTCGGCTCCCCAGCCGAGCC
GCTCATTGACTTCATGATCAACAGGGGTATGGAGGTCATTGAGGAGTACGAAC
CACTCAGATACCCACACGCTACCAAGATTTTTGTCAACGGGACCTGGGTTGGA
GTTCACCAGGACCCCAAGCACCTTGCTGACCAGGTATTCGACACCCGCCGCAA
GTCCTACCTGCAGTATGAGGTGTCTCTTGTCAGAGAAATCCGTGACCAGGAAT
TCAAGATCTTCTCTGATGCTGGCCGAGTCATGCGGCCTGTTTTTACTGTGCAAA
GTAAAAATGACCCGGAGACTGGCCTTGAAAAGGGACAGCTCGGTCTCACCAA
GGATTTAGTCAACAGACTGGCGCAAGAGCAAGCCGACCCGCCAGATGATCCA
GAAATGAAGACGGGTTGGGAGGGCTTGATCAAAGCTGGCGCTGTCGAGTATCT
AGACGCTGAAGAAGAGGAGACGTCAATGATTTGCATGACCCCGGAGGATCTG
GAGCTTTATAGACTTCAGAAAGCGGGTGTAGCTGTCGACGACGACCATGGCGA
TGATCTGAACAAGCGCCTGAGACTAAAACCAACCCAACTACACACATGTACAC
TCACTGTGAAATTCACCCG

Ek 26. Metarhizium anisopliae Gg-7’nin 18S RPB2a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TCCCTTTTTGGCTAAGCTCTTCCGCGGCATCATTCGCAGAATGAATACGGAATT
GTCCAATTATTTGCGAAGATGCGTTGAAGGTAACCGTCATTTCAACTTGGCAGT
TGGTATCAAGCCTGGAACACTTTCCAACGGTTTGAAATATTCCCTTGCCACTGG
CAACTGGGGAGATCAGAAGAAGGCCATGAGTTCGACTGCCGGCGTGTCCCAA
GTGTTAAATAGGTATACTTTTGCTTCGACGCTCTCTCACTTGCGACGAACCAAC
ACACCGATTGGTAGAGATGGTAAGCTCGCTAAACCGCGTCAGCTGCACAACAC
ACACTGGGGCTTGGTCTGTCCTGCCGAGACGCCAGAAGGTCAGGCTTGCGGCC
TGGTCAAGAACCTGTCATTGATGTGTTATGTCAGTGTGGGTTCACCGGCCGAGC
CATTGATTGAATTCATGATCAACCGTGGCATGGAAGTGGTAGAAGAGTACGAG
CCGCTGAGATATCCCCATGCCACCAAGATCTTTGTCAATGGTGTTTGGGTTGGT
GTACACCAAGATCCTAAGCACCTGGTCAGTCAAGTCTTGGATACTAGACGAAA
GTCGTATCTGCAGTACGAGGTGTCTCTCGTCCGAGAAATCAGGGATCAAGAGT
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TCAAGATTTTCTCCGACGCTGGCCGAGTTATGAGACCAGTGTTTACTGTGCAGC
AAGAGGATGATCCCGAGACTGGCATTGAAAAAGGCCATCTCGTTTTGACCAAA
GAGTTGGTTAACAAGCTTGCTAAAGAACAAGCTGAACCACCCGAAGACCCAA
GCGAGAAAATTGGCTGGGAAGGACTGATTCGTGCCGGCGCCGTCGAGTACCTT
GATGCCGAAGAAGAAGAGACATCAATGATCTGCATGACGCCAGAAGATTCTTG
AGCTGTATCGTCTGCAAAAAGCCGGTGTTGCTCTTGATGACGATATTGGAGAT
GACCTGAACAAGCGTCTCAAGACCAAGACCAACCTCACAACGCACATGTATAC
GCATTGTGAAATTCATCCCAGTATGATTCTTGGTATTTGCGCTAGTATTATTCC
GTTCCCCGATCACAATCAGGTAAGCAGCCTTTGCCAAGAATTGTCTCATGCTGT
ACTGACAGTCTTGTTTAGTCACCTTC

Ek 27. Metarhizium anisopliae Gg-12’nin 18S RPB2a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TAAGCCTCTTCCGCGGCATCATTCGCAGAATGAATACGGAATTGTCCAATTATT
TGCGAAGATGCGTTGAAGGTAACCGTCATTTCAACTTGGCAGTTGGTATCAAG
CCTGGAACACTTTCCAACGGTTTGAAATATTCCCTTGCCACTGGCAACTGGGGA
GATCAGAAGAAGGCCATGAGTTCGACTGCCGGCGTGTCCCAAGTGTTAAATAG
GTATACTTTTGCTTCGACGCTCTCTCACTTGCGACGAACCAACACACCGATTGG
TAGAGATGGTAAGCTCGCTAAACCGCGTCAGCTGCACAACACACACTGGGGCT
TGGTCTGTCCTGCCGAGACGCCAGAAGGTCAGGCTTGCGGCCTGGTCAAGAAC
CTGTCATTGATGTGTTATGTCAGTGTGGGTTCACCGGCCGAGCCATTGATTGAA
TTCATGATCAACCGTGGCATGGAAGTGGTAGAAGAGTACGAGCCGCTGAGATA
TCCCCATGCCACCAAGATCTTTGTCAATGGTGTTTGGGTTGGTGTACACCAAGA
TCCTAAGCACCTGGTCAGTCAAGTCTTGGATACTAGACGAAAGTCGTATCTGC
AGTACGAGGTGTCTCTCGTCCGAGAAATCAGGGATCAAGAGTTCAAGATTTTC
TCCGACGCTGGCCGAGTTATGAGACCAGTGTTTACTGTGCAGCAAGAGGATGA
TCCCGAGACTGGCATTGAAAAAGGCCATCTCGTTTTGACCAAAGAGTTGGTTT
AACAAGCTTGCTAAAGAACAAGCTGAACCACCCGAAGACCCAAGCGAGAAAA
TTGGCTGGGGAAGGACTTGATTCGTGCCGGCGCCGTCGAGTACCTTTGATGCC
GAAGAAGAAGAGACATCATTGATCTGCATGACGCCCGAAGATCTTTGAGCTGT
ATCGTCTGCAGAAAGCCGGTTGTTGCTCTTGGATGACGATTATTGGAGATGAC
CTTGACCAAGCCGTCTCAAGACCAAGACCAACCCTCCACAACGCACATGTATA
CGCATTGTGAAATTCATCCCAGTATGATTCTTGGTATTTGCGCTAGTATTATTC
CGTTCCCCGATCACAATCAGGTAAGCAGCCTTTGCCAAGAATTGTCTCATGCTG
TACTGACAGTCTTGTTAGTCAACCCTCGGA

Ek 28. Metarhizium anisopliae Gg-14’iin 18S RPB2a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTTTGGCTAGCTCTTCCGCGGCATCATTCGCAGAATGAATACGGAATTGTCCAA
TTATTTGCGAAGATGCGTTGAAGGTAACCGTCATTTCAACTTGGCAGTTGGTAT
CAAGCCTGGAACACTTTCCAACGGTTTGAAATATTCCCTTGCCACTGGCAACTG
GGGAGATCAGAAGAAGGCCATGAGTTCGACTGCCGGCGTGTCCCAAGTGTTAA
ATAGGTATACTTTTGCTTCGACGCTCTCTCACTTGCGACGAACCAACACACCGA
TTGGTAGAGATGGTAAGCTCGCTAAACCGCGTCAGCTGCACAACACACACTGG

GGCTTGGTCTGTCCTGCCGAGACGCCAGAAGGTCAGGCTTGCGGCCTGGTCAA
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GAACCTGTCATTGATGTGTTATGTCAGTGTGGGTTCACCGGCCGAGCCATTGAT
TGAATTCATGATCAACCGTGGCATGGAAGTGGTAGAAGAGTACGAGCCGCTGA
GATATCCCCATGCCACCAAGATCTTTGTCAATGGTGTTTGGGTTGGTGTACACC
AAGATCCTAAGCACCTGGTCAGTCAAGTCTTGGATACTAGACGAAAGTCGTAT
CTGCAGTACGAGGTGTCTCTCGTCCGAGAAATCAGGGATCAAGAGTTCAAGAT
TTTCTCCGACGCTGGCCGAGTTATGAGACCAGTGTTTACTGTGCAGCAAGAGG
ATGATCCCGAGACTGGCATTGAAAAAGGCCATCTCGTTTTGACCAAAGAGTTG
GTTAACAAGCTTGCTAAAGAACAAGCTGAACCACCCGAAGACCCAAGCGAGA
AAATTGGCTGGGAAGGACTGATTCGTGCCGGCGCCGTCGAGTACCTTGATGCC
GAAGAAGAAGAGACATCAATGATCTGCATGACGCCAGAAGATCTTGAGCTGT
ATCGTCTGCAGAAAGCCGGTGTTGCTCTTGATGACGATATTGGAGATGACCTG
AACAAGCGTCTCAGGACCAAGACCAACCCCACAACGCACATGTATACGCATTG
TGAAATTCATCCCAGTATGATTCTTGGTATTTGCGCTAGTATTATTCCGTTCCCC
GATCACAATCAGGTAAGCAGCCTTTGCCAAGAATTGTCTCATGCTGTACTGAC
AGTCTTGTTTAGTCAACCTCAAACCA

Ek 29. Beauveria bassiana Gg-1’in 18S RPB2b Gen Boélgesinin Baz Sirasi

CGTCGTATGGACACTATGGCAAATATCCTGTACTACCCACAAAAGCCTTTGGC
AACGACTAGATCCATGGAGTTCTTGAAGTTCCGAGAATTGCCTGCAGGTCAAA
ACGCCATCGTCGCGATTGCTTGTTATTCCGGTTATAATCAGGAGGATTCTGTGA
TTATGAATCAAAGCAGTATCGATCGCGGACTCTTCAGAAGTTTGTTCTTTCGTT
CGTACTCTGATCAAGAGAAAAAGGTCGGTTTGAACTACACAGAGATATTCGAA
AAGCCGTTCCACCAAAGCACCCTGCGCATGAAACACGGTACTTACGACAAGCT
CGATGAGGACGGTATTGTCGCTCCTGGCGTTCGTGTGTCTGGAGAAGACATTA
TCATTGGCAAAACTGCGCCAATTGACCCAGAGACGCAAGACTTGGGCGCGCGT
ACAACTGCGCATCAGCGCCGTGATATCTCTACGCCTCTGCGTAGTACCGAAAA
TGGTATTGTTGATCAAGTCATTGTGACTGTCAACGCCGACAACGTCAAATACGT
CAAGGTCAGGGTTCGTACGACCAAGATACCCCAGATCGGTGATAAGTTTGCTT
CACGACACGGCCAAAAAGGTACCATTGGTGTCACATACCGACAGGAAGATAT
GCCATTCACGAGAGAGGGGGTCACCCCAGATATCATTATCAACCCGCACGCCA
TTCCCTCTCGAATGACAATTGCTCATCTGATCGAATGTCTTTTGAGCAAGGTTT
CGACTTTAGAAGGTATGGAAGGCGATGCTACTCCATTTACCGACGTCACTGTC
GATTCTGTCTCCGACTTGCTTCGCAAGCATGGCTATCAGTCCCGCGGGTTTGAG
ATCATGTACAACGGCCACACTGGTAAGAAACTTCGTGCTCAGGTCTTCTTTCGG
ACCGACCTATTACCAGCGTCTGCGTCACATGGTCGACGAAACAAAATCCAACT
TCGTGCTCAG

Ek 30. Metarhizium anisopliae Gg-7’nin 18S RPB2b Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GCGCCCGTATGGACACCATGGCAAATATTCTCTATTATCCCCAGAAACCTCTGG
CCACCACTCGATCCATGGAGTTTCTCAAGTTCCGTGAGCTGCCTGCTGGCCAAA
ATGCCATCGTTGCTATTGCCTGCTACTCGGGTTATAACCAGGAGGATTCCGTCA
TTATGAACCAGAGCAGTATCGACAGAGGCCTGTTCCGTAGTCTGTTCTTCCGTT
CATACTCCGATCAAGAAAAGAAAGTTGGTTTGAACTACACGGAAGTATTTGAG



105

AAACCATTCCATCAGAGTACTCTTCGTATGAAGCACGGAACATATGACAAACT
TGACGATGATGGTATCGTCGCACCCGGCGTGAGGGTATCCGGGGAGGACATCA
TTATTGGCAAGACGGCGCCCATTGATCAAGAGAGCCAAGACCTGGGAACCAG
AACCAGCGTCCATCAAAGACGTGACATCTCCACACCGCTGAGAAGCACGGAG
AATGGCATTGTGGACTCGGTCATCCTCACAGTCAATGCCGACAATGTCAAGTA
CGTCAAGGTTCGTGTCCGAACAACAAAAATCCCACAAATTGGCGACAAGTTTG
CTTCTCGTCACGGTCAAAAGGGAACCATTGGCGTCACTTACCGACAGGAGGAC
ATGCCATTTACACGGGAGGGTGTGACGCCAGACATCATTATCAACCCGCACGC
CATTCCATCTCGAATGACAATTGCTCACTTGATCGAGTGTCTGTTGAGTAAGGT
GTCGACATTGGAAGGTATGGAGGGTGATGCCACACCATTTACTGATGTGACGG
TGGACTCTGTATCTGAACTGCTGCGCAAACACGGTTACCAGTCCAGAGGATTTT
GAAATCATGTACAACGGCCATACCGGCAAGAAGCTGAGAGCACAGGTGTTTCT
TTGGGCCTACATATTACCAGCGACTCCGTCACATGGTCGACAACAAAATTCCA
ACTTGGCCCTA

Ek 31. Metarhizium anisopliae Gg-12’nin 18S RPB2b Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CGTGCCTGCTGCGTATGTATCGTGGAGGCATTCTCGATGCGTTCGGCAGCCCTA
CTGGACACTTGTCTATCCATATAAGTTTCTCAAGTTCCGTGAGCTGCCTGCTGG
CCAAAATGCCATCGTTGCTATTGCCTGCTACTCGGGTTATAACCAGGAGGATTC
CGTCATTATGAACCAGAGCAGTATCGACAGAGGCCTGTTCCGTAGTCTGTTCTT
CCGTTCATACTCCGATCAAGAAAAGAAAGTTGGTTTGAACTACACGGAAGTAT
TTGAGAAACCATTCCATCAGAGTACTCTTCGTATGAAGCACGGAACATATGAC
AAACTTGACGATGATGGTATCGTCGCACCCGGCGTGAGGGTATCCGGGGAGGA
CATCATTATTGGCAAGACGGCGCCCATTGATCAAGAGAGCCAAGACCTGGGAA
CCAGAACCAGCGTCCATCAAAGACGTGACATCTCCACACCGCTGAGAAGCACG
GAGAATGGCATTGTGGACTCGGTCATCCTCACAGTCAATGCCGACAATGTCAA
GTACGTCAAGGTTCGTGTCCGAACAACAAAAATCCCACAAATTGGCGACAAGT
TTGCTTCTCGTCACGGTCAAAAGGGAACCATTGGCGTCACTTACCGACATGAG
GACATGCCATTTACACGGGAGGGTGTGACGCCAGACATCATTATCAACCCGCA
CGCCATTCCATCTCGAATGACAATTGCTCACTTGATCGAGTGTCTGTTGAGTAA
GGTGTCGACATTGGAAGGTATGGAGGGTGATGCCACACCATTTACTGATGTGA
CGGTGGACTCTGTATCTGAACTGCTGCGCAAACACGGTTACCAGTCCAGAGGA
TTTGAAATCATGTACAACGGCCATACCGGCAAGAAGCTGAGAGCACAGGTGTC
TTGGC

Ek 32. Metarhizium anisopliae Gg-14’iin 18S RPB2b Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TAAGATGTCGCTGGGGTGTAGTCGTGGTCGCATTCGTGATCGTTCGGCAGCGC
CCTGGAACTTGTCTATCCATATAGGTTTCTCATGTTCCGTGAGCTGCCTGCTGG
CCAAAATGCCATCGTTGCTATTGCCTGCTAGTCGGGTTATAACCAGGAGGATTC
CGTCATTATGAACCAAAGCAGTATCGACAGAGGCCTGTTCCGTATTCTGGTCTT
CCGTTCATACTCCGATCAAGAAAAGAAAGTTGGTTTGAACTACACGGAAGTAT
TTGAAAAACCATTCCATAAGAGTACTCTTCGTATGAAGCACGGAACATATGAC
AAACTTGACGATGATGGTATCGTCGCACCCGGCGTGAGGGTATCCGGGGAGGA
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CATCATTATTGGCAAGACGGCGCCCATTGATCAAGAGAGCCAAGACCTGGGAA
CCAGAACCAGCGTCCATCAAAGACGTGACATCTCCACACCGCTGAGAAGCACG
GAGAATGGCATTGTGGACTCGGTCATCCTCACAGTCAATGCCGACAATGTCAA
GTACGTCAAGGTTCGTGTCCGAACAACAAAAATCCCACAAATTGGCGACAAGT
TTGCTTCTCGTCACGGTCAAAAGGGAACCATTGGCGTCACTTACCGACAGGAG
GACATGCCATTTACACGGGAGGGTGCGACGCCAGACATCATTATCAACCCGCA
CGCCATTCCATCTAGAATGACAATTGCTCACTTGATAGAGTGTATGTTGAGTAA
GGTGTCGACATTGGAAGGTATGGAGGGTGATGCCACACCATTTACTGATGTGA
CGGTGGACCAGGTATCTGAACAGCTGCGCAAACACGGCTACCAGTCCAGAGG
ATTACAAATCATGTACAACGGCCATACCGGCAAGAAGATGAGAGCACAGGTG
TCTATGGCGTACCAATTCCATT

Ek 33. Metarhizium anisopliae Gg-7’nin 18S p-Tubulin Gen Bélgesinin Baz Sirasi

CCTCGACGCGTTCCATGGTCGTGCCCCTGATTTTGGTACCCCGCTGTATGAGGA
GGCCACGTCCATATACGCACGCCCAACGGATCATCAAGACGAGGCAAAACGC
GCTGCATCATCATAATGAACATTGGCTGACAATTTATTTCCTTTTGATCTTACA
CAGGTTCACCTTCAGACCGGTCAGTGCGTAAGTAAACAAATTCGCCGCTATTTT
CGAATGAATTGTTACGGAGGTCGGGAGCTTACAATATTTCGACAGGGTAACCA
AATTGGTGCTGCTTTCTGGCAGACCATCTCTGGTGAACACGGCCTCGACAGCA
ATGGTGTCTACAACGGTACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGTATGAGCGTCTACT
TCAATGAGGTAAGTTTGAATGAGCCGAATCCTAAGATGTTGAGGAACCATAGG
TTGTTATCCATGGGGGAGATCAAAGACTGACGCGGGGACTCCCCTCAAAAGGC
CTCCGGTAACAAGTATGTTCCTCGCGCCGTCCTTGTCGATCTTGAACCTGGCAC
CATGGATGCCGTCCGTGCCGGTCCTTTCGGTCAGCTTTTCCGTCCCGACAACTT
CGTCTTTGGTCAGTCCGGTGCTGGCAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTG
AAGGTGCTGAGCTTGTCGACAATGTCCTTGATGTTGTCCGTCGCGAGGCGGAA
GGTTGTGACTGCCTCCAGGGCTTCCAGATCACCCACTCTCTCGGTGGTGGTACC
GGTGCTGGTATGGGTACTCTGTTGATCTCCAAGATCCGTGAAGAGTTTCCCGAC
CGAATGATGGCCACTTTCTCCGTCGTTCCCTCTCCCAAGGTTTCCGACACCGTT
GTCGAGCCCTACAACGCAACCCTCTCCGTCCATCAGCTCGTTGAGAACTCTGA
CGAGACTTTCTGCAATCGACAATGAGGCTCTGTACGACATCTGCATGCGCACT
CTTCAAGCTGTCTAACCCTTCGTACGGTGACCTGAAACTATCTCGTCTCTGCCG
TCATGTCTGGCGTCACCACATGCTTGCGTTTCCCCGGTCAGTTGAACTCTGATC
TGCGTAAGCTGGCTGTCAACATGGTCCCCTTCCCTCGTCTGCACTTCTTCATGG
TCGGCTTCGCCCCCCTGACCAGCCGTGGTGCTCACTCTTTCCGCGCTGTCAGCG
TACCTGAGCTCACCCAGCAGATGTTCGACCCTAAGAACATGATGGCCGCTTCT
GACTTCCGAAACGGCCGCTACCTGACCTGCTCTGCCATCTTGTAAGTCCCGTCA
ATGATGTGCATACTATACGAGGTCATTATACTAATTTCCGTTCCAGCCGTGGCA
AGGTTGCTATGAAGGAGGTTGAGGACCAGATGCGTAACGTGCAGAACA
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Ek 34. Metarhizium anisopliae Gg-12’nin 18S g-Tubulin Gen Bélgesinin Baz Sirasi

AAGGACTCTCCTCGACGCGTTCCATGGTCGTGCCCCTGATTTTGGTACCCCGCT
GTATGAGGAGGCCACGTCCATATACGCACGCCCAACGGATCATCAAGACGAG
GCAAAACGCGCTGCATCATCATAATGAACATTGGCTGACAATTTATTTCCTTTT
GATCTTACACAGGTTCACCTTCAGACCGGTCAGTGCGTAAGTAAACAAATTCG
CCGCTATTTTCGAATGAATTGTTACGGAGGTCGGGAGCTTACAATATTTCGACA
GGGTAACCAAATTGGTGCTGCTTTCTGGCAGACCATCTCTGGTGAACACGGCC
TCGACAGCAATGGTGTCTACAACGGTACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGTATG
AGCGTCTACTTCAATGAGGTAAGTTTGAATGAGCCGAATCCTAAGATGTTGAG
GAACCATAGGTTGTTATCCATGGGGGAGATCAAAGACTGACGCGGGGACTCCC
CTCAAAAGGCCTCCGGTAACAAGTATGTTCCTCGCGCCGTCCTTGTCGATCTTG
AACCTGGCACCATGGATGCCGTCCGTGCCGGTCCTTTCGGTCAGCTTTTCCGTC
CCGACAACTTCGTCTTTGGTCAGTCCGGTGCTGGCAACAACTGGGCCAAGGGT
CACTACACTGAAGGTGCTGAGCTTGTCGACAATGTCCTTGATGTTGTCCGTCGC
GAGGCGGAAGGTTGTGACTGCCTCCAGGGCTTCCAGATCACCCACTCTCTCGG
TGGTGGTACCGGTGCTGGTATGGGTACTCTGTTGATCTCCAAGATCCGTGAAG
AGTTTCTCCGACCGAATGATGGCCACTTTCTCCGTCGTTCCCTCTCCCAAGGTT
TCCGACACCGTTGTCGAGCCCCTACAACGCAACCCTCTCCGTCCATCAGCTCGT
TGAGAACTCTGACGAGACTTTCTGCATCGACAATGAGGCTCTGTACGACATCT
GCATGCGCACTCTCAAGCTGTCTAACCCTTCGTACGGGACCTGAACTATCTTCG
TNTCTGCCGTCATGTCTGGCGTCACCACATGCTTGCGTTTCCCCGGTCAGTTGA
ACTCTGATCTGCGTAAGCTGGCTGTCAACATGGTCCCCTTCCCTCGTCTGCACT
TCTTCATGGTCGGCTTCGCCCCCCTGACCAGCCGTGGTGCTCACT

Ek 35. Metarhizium anisopliae Gg-14’iin 18S g-Tubulin Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CTCGACGCGTTCCATGGTCGTGCCCCTGATTTTGGTACCCCGCTGTATGAGGAG
GCCACGTCCATATACGCACGCCCAACGGATCATCAAGACGAGGCAAAACGCG
CTGCATCATCATAATGAACATTGGCTGACAATTTATTTCCTTTTGATCTTACAC
AGGTTCACCTTCAGACCGGTCAGTGCGTAAGTAAACAAATTCGCCGCTATTTTC
GAATGAATTGTTACGGAGGTCGGGAGCTTACAATATTTCGACAGGGTAACCAA
ATTGGTGCTGCTTTCTGGCAGACCATCTCTGGTGAACACGGCCTCGACAGCAAT
GGTGTCTACAACGGTACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGTATGAGCGTCTACTTC
AATGAGGTAAGTTTGAATGAGCCGAATCCTAAGATGTTGAGGAACCATAGGTT
GTTATCCATGGGGGAGATCAAAGACTGACGCGGGGACTCCCCTCAAAAGGCCT
CCGGTAACAAGTATGTTCCTCGCGCCGTCCTTGTCGATCTTGAACCTGGCACCA
TGGATGCCGTCCGTGCCGGTCCTTTCGGTCAGCTTTTCCGTCCCGACAACTTCG
TCTTTGGTCAGTCCGGTGCTGGCAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAA
GGTGCTGAGCTTGTCGACAATGTCCTTGATGTTGTCCGTCGCGAGGCGGAAGG
TTGTGACTGCCTCCAGGGCTTCCAGATCACCCACTCTCTCGGTGGTGGTACCGG
TGCTGGTATGGGTACTCTGTTGATCTCCAAGATCCGTGAAGAGTTTCCCGACCG
AATGATGGCCACTTTCTCCGTCGTTCCCTCTCCCAAGGTTTCCGACACCGTTGT
CGAGCCCTACAACGCAACCCTCTCCCGTCCATCAGCTCGTTGAGAACTCTGAC
GAGACTTTCTGCATCGACATGAGGCTCTGTACGACATCTGCATGCGCACTCTCA
AGCTGTCCTAACCCTTCGTACGGNGACCTGAACTATCTCGTCTCTGCCGTCATG
TCTGGCGTCACCACATGCTTGCGTTTCCCCGGTCAGTTGAACTCTGATCTGCGT
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AAGCTGGCTGTCAACATGGTCCCCTTCCCTCGTCTGCACTTCTTCATGGTCGGC
TTCGCCCCCCTGACCAGCCGTGGTGCTCACTCTTTCCGCGCTGTCAGCGTACCT
GAGCTCACCCAGCAGATGTTCGACCCTAAGAACATGATGGCCGCTTCTGACTT
CCGAAACGGCCGCTACCTGACCTGCTCTGCCATCTTGTAAGTCCCGTCAATGAT
GTGCATACTATACGAGGTCATTATACTAATTTCCGTTCCAGCCGTGGCAAGGTT
GCTATGAAGGAGGTTGAGGACCAGATGCGTAACGTGCAGAAC
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