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Dogu meyve giivesi Cydia molesta (Lepidoptera: Tortricidae), son zamanlarda,
Cin, Asya, Avrupa ve Avustralya gibi tilkelerde sert ¢ekirdekli meyvecilik alanlarinda
onemli bir zararli haline gelmistir. Zararl larvalari, Rosaceae familyasi i¢cinde bulunan
seftali, elma, erik gibi meyvelere biiyiik hasarlar vermektedir. C. molesta ayn1 zamanda C.
pomonella ile yakindan iligkili bir tiir oldugundan, elma bahgelerinde de biiyiik zararlara
neden olmaktadir. Baculoviridae iiyesi olan C. pomonella graniilovirisiiniin (CpGV) C.
pomonella’ya kars1 yiiksek bir spesifitesi oldugu bilinmektedir. CpGV, diinyada C.
pomonella’ya kars1 kullanilan en 6nemli biyolojik miicadele etmenidir. C. pomonella ile C.
molesta yakindan iligkili tiirler olmasimna ragmen, CpGV’nin ticari izolati olan CpGV-
M’nin C. molesta iizerinde enfeksiyon basarisi yiiksek degildir. Yakin zamanda izole
edilen ve V22 olarak adlandirilan CpGV izolatinin C. molesta iizerinde etkinliginin yiiksek
oldugu gosterilmistir. CpGV-V22, CpGVgenotiplerinin bir karigimidir. Ticari CpGV-
M’nin C. molesta iizerindeki enfeksiyon siirecinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in, C. molesta
ve C. pomonella iizerinde karsilastirmali transkriptom analizleri yapildi. CpGV-M’nin
secilmis genlerinin (graniilin, actin, ie-1, lef-8, mcp, f-protein) transkriptsiyonu reverse
transkripsiyon PCR (RT-PCR) yontemiyle analiz edildi. CpGV-M ile enfekte C. molesta
ve C. pomonella larvalarindan yapilan RT-PCR sonuglarma gore, CpGV-M C.
pomonella’da transkript olurken, C. molesta’da transkript olmadig: belirlendi. Bu nedenle,
farklt bir granulozis virus izolatimin (V22), C. molesta’daki traskripsiyon analizlerinin
yapilabilmesi i¢in bu izolat karisik genotiplerden olusan granulozis viruslerin stogundan

(CpGV-V22) in vivo klonlama yontemiyle saflastirildi.

Anahtar Kelimeler: CpGV, Cydia pomonella, Cydia molesta, Transkriptom
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SUMMARY

TRANSCRIPTIONAL ANALYSIS OF CYDIA POMONELLA GRANULOVIRUS
(CpGV) IN CYDIA MOLESTA
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Recently, the oriental fruit moth Cydia molesta (Lepidoptera: Tortricidae) has
become a major pest of stone fruit growing areas such as China, Asia, Europe, South and
North America, the Middle East, New Zealand and Australia. The fruit moth larvae have
caused significant damage different host plants within the family Rosaceae (peach, apple,
and plum). Cydia molesta is also a closely related species to the codling moth Cydia
pomonella, a major pest in apple orchards. The Cydia pomonella granulovirus (CpGV), a
member of Baculoviridae, is known to be highly specific towards Cydia pomonella and is
worldwide the most important biological agent for controlling codling moth. Though C.
molesta and C. pomonella are closely related, the infection success of C. molesta by
conventional CpGV, such as CpGV-M (‘Mexican isolate’, Tanada, 1964), is not high.
Recently a new CpGV isolate, called V22 (MadexTwin, Andermatt Biocontrol), had been
selected and showed improved efficancy to C. molesta. CpGV-V22 is a mixture of two
CpGV genotypes. For a better understanding of the infection process of conventional
CpGV-M in C. molesta, a comparative transcription analysis of this virus in C. molesta and
C. pomonella was performed. The transcription of selected genes (granulin, actin, ie-1, lef-
8, mcp, F-protein) of CpGV-M was analyzed by reverse transcription PCR (RT-PCR). The
results of RT-PCR from CpGV-M infected C. pomonella and C. molesta larvae showed
that CpGV-M is not transcribed in C. molesta but in C. pomonella. Therefore an in vivo
cloning procedure was implemented in order to isolate a pure genotype of CpGV-V22 in
C. molesta. Further experiments transcriptonal analyses will follow for the pure isolate

CpGV-V22 in order follow the infection process of CpGV-V22 isolate in C. molesta.

Key Words: CpGV, Cydia pomonella, Cydia molesta, Transcriptome
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1. GENEL BiLGILER
1.1.Giris

Tarimsal tiretim son yillarda diinyanin en énemli sorunlarindan biri haline gelmistir.
Son dénemlerde 6zellikle gelismekte olan iilkelerde yasanan gida kitligi sikintilari tarimsal
tiretime 6nem verilmesi gerektigini gozler 6niine sermistir. Bu nedenle, tarimsal iiretimin
arttirilabilmesi igin gesitli stratejiler gelistirilmis, fakat tarimsal zararlilarin sayisinin giin
gectikge artmasi, bu alanda beklenen basarinin elde edilmesini engellemistir.

Tarim zararlist bocekler, tarimsal iiretimin azalmasina sebep oldugundan, tarima
yapilan yatirimlar da biiyiik rol oynamaktadir.

Seftali (Prunus persica; Rosales; Rosaceae), degisik iklimsel kosullara uyum
gosteren bir yaz meyvesidir. Seftali bitkisinin anavatani1 Cin’dir. Tiirkiye’de en ¢ok Bursa
ve Akdeniz bolgelerinde tarimi yapilir.

Ulkemizin degisik ekolojik ozelliklere sahip olmasi, erken verimliligin miimkiin
olmasi, taze tiiketiminin yani sira meyve Suyu ve konserve olarak islenebilinmesi,
cesitliliginin fazlalig1 ve son yillarda seftali meyvesinin iyi pazar fiyati olusturmasi seftali
tarimm1 Onemli bir hale getirmistir. Bu nedenle seftali yetistiriciligindeki sorunlarin
azaltilmasi hatta ortadan kaldirilabilmesi 6nemli bir husustur.

Seftali bitkisinde iiretim kalitesinin diismesindeki en 6nemli nedenlerden birisi
zararl boceklerdir. Seftali bitkisinin {iretiminin yapildig tiim {ilkelerde en onemli seftali
zararlilarindan biri Dogu meyve giivesi (Cydia molesta; Lepidoptera; Tortricidae)’dir.

Zararli boceklerle miicadelede cesitli yontemler kullanilmakla birlikte en yaygin
yontem kimyasal insektisitlerin kullanilmasidir. Birgok kimyasal, hem insan sagligina
zarar vermesi hem de dogal yapiy1 bozmasindan dolay1 yasaklanmigtir. Bu nedenle, ¢cogu
zararlhiyla miicadele de oldugu gibi Dogu meyve giivesi ile de miicadelede de alternatif
yollar arastirilmaktadir. Biyolojik miicadele, insan sagligina olan zararl etkileri azaltarak
ve doganin yapisini bozmayan popiiler bir yontem haline gelmistir.

Biyolojik miicadele, 6zellikle tarim zararlilartyla miicadelede, bu zararlilar tizerinde
etkili baska canlilardan yararlanilarak yapilan bir miicadele yontemidir (URL-1, 2013).
Mikroorganizmalarin  kullanildigi mikrobiyal miicadelede ise; virilisler, bakteriler,
funguslar, nematodlar, protozoonlar ve rekombinant tekniklerle gelistirilen etmenlerden

yararlanilir (Demirbag vd., 2008). Biyolojik miicadelede mikrobiyal etmenlerin kullanimi



1800’lii yillarda funguslarin kullanimiyla baslamistir (Ogurlu, 2000). Bu mikrobiyal
etmenler zararli boceklerde hastalik olusturarak zararli sayilarinin zarar esiginin altina
inmesini saglamaktadir.

Bu mikrobiyal etmenlerin ¢ogunlugu sadece konaga 6zgiidiir. Bu sayede ortamda
bulunan yararli bocekler bunlardan etkilenmemekte, sadece miicadele edilmek istenilen
organizmalar etkilenmektedir. Bu etmenler ekosistemde herhangi bir kirlilige de yol
acmamaktadir. Bu sahadaki basar1 ile gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu
mikrobiyal miicadele yontemlerinin alacagi diisiiniilmektedir.

Diinya’da Dogu meyve giivesi ile miicadelede kimyasallar, feromon tuzaklari ve
mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Fakat bu zararliyla miicadelede istenilen sonug¢ heniiz
elde edilmemistir.

Dogu meyve giivesine karst uygulanacak biyolojik miicadele etmeninin nasil
uygulanacagmi ve hangi dozda uygulanmasi gerektigini belirlemek ig¢in Oncelikle
zararlinin biyolojisini iyi bilmek ve bu zararliya karsi hangi mikrobiyal etmenin
kullanilabilecegine karar verilmelidir. Bu nedenle zararli bocekte muhtemel hastalik

olusturabilecek patojenlerin arastirilmasi gerekmektedir.

1.2. Seftali Bitkisi ve insan Hayatindaki Yeri

Seftali (Prunus persica), giilgiller (Rosaceae) familyasindan degisik iklim
kosullarina uyum saglayabilmektedir. Diinya’ya Cin ve Dogu Asya’dan yayilan seftali, sert
cekirdekli meyveler icerisinde diinyada en gok yetistirilen meyve tiirlerindendir (Kiiden ve
Kiiden, 2000).

Diinya’da ¢ok genis yetistirme alanina sahip olan seftali bitkisi, Avrupa’nin kuzey
memleketleri disinda (Finlandiya, Norveg, Isve¢) hemen hemen her yerinde
yetistirilmektedir. On altinc1 yiiz yilda Amerika kitasina gétiiriilen seftali hem Kuzey
Amerika hem de Giliney Amerika’da yetistirilmektedir. Amerika, Asya ve Avrupa’nin
disinda Okyanusya ve Afrika’da da seftali yetistirilebilmektedir. Okyanusya’da en ¢ok
yetistirilen meyve tiirleri arasinda gostermektedir. Seftali yetistiriciligi Afrika’da da her
gegen giin artmaktadir (Kdseoglu, 2006).

Seftali bitkisinin ¢esitli iklim kosullarina uyum saglamasi, agacin erken ¢igcek agmasi
ve tarimsal sanayide hammadde tegkil etmesi seftali yetistiriciligini hizlandirmistir. Diinya

tizerinde ekvatorun kuzey ve giineyinde 25-45 enlemleri arasinda yetistirilebilmektedir.



Tiirkiye’de ise seftali yetistiriciligi icin uygun bolgeler Akdeniz, Marmara ve Dogu
Anadolu’nun bazi yerleridir (K6seoglu, 2006).

Diinya iizerinde en fazla seftali iireten tilkeler siralamas1 2009 verilerine gore Cin,
Italya, Ispanya, ABD, Yunanistan, Iran ve 547.215 ton ile yedinci sirada yer alan Tiirkiye
seklindedir (Giir, 2011).

Seftali bitkisi, ¢esitli iklimsel kosullara uyum saglayabilmesine ragmen, verimli {iriin
elde edebilmek i¢in temel bazi iklimsel kosullarin uygunlugu da gerekmektedir. Verimli
iiriin elde etmeyi sinirlayan faktorler; diisiik kis sicakligi, ¢esitlerin kis soguk ihtiyaci ve
ilkbahar geng donlaridir (Koseoglu, 2006).

Seftali bitkisinin boyu genellikle 2 ve 2.5 metre olup, gévdesi kizilim tirak gri renkte
olan agaclar teskil eder. Seftali agaglarinin yapraklarinin uzunlugu genisliginden fazladir
ve list yiizii parlak yesil, alt yiizii ise grimsidir. Seftali agacinin meyvesi sert ¢ekirdeklidir,
degisik sekil ve irilikte olabilir (URL-2, 2013).

Seftali meyvesi taze tiiketiminin yan: sira, meyve suyu konsantresi ve pulp olarak
tilketildigi gibi kurutularak ve derin dondurma yontemleriyle uzun siire saklanabilmekte,
recel, marmelat vb. {iriin haline getirilerek bu yondeki sanayiye ham madde saglamakta ve
yilin her mevsiminde tiiketilmektedir (Eraltan, 2005; Anonim, 2009). Bu meyvenin
cekirdegi de yakit olarak kullanilabilmektedir. Ayrica bazi fiziksel islemlerden sonra
seftalinin ¢ekirdeginin igerisindeki tanecik hayvan yemi olarakta kullanilabilmektedir.
Seftali ¢ekirdeginin kabugu yakacak olarak kiil oran1 az ve kiikiirt oran1 diisiik temiz bir
enerji kaynagidir. Seralarda, kalorifer sistemlerinde ve firinlarda kullanilabilecek enerji
kaynagidir. Yenilenebilir enerji kaynagi oldugundan kiiresel 1sinma, kirlilik, dogal

kaynaklarin azalmasi gibi sebeplerden dolay1 tavsiye edilen bir yakittir (URL-3, 2013).

1.3. Seftali Bitkisinin Diinya ve Tiirkiye Ekonomisindeki Yeri

Seftali, diinya iizerinde yetistirilen meyveler arasinda ilk siralarda yer almaktadir.
Tiiketiminin artmasindan dolay1 seftali iiretiminde de giderek artis meydana gelmektedir.

2003 Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine goére 43 milyon ton yas meyve sebze
tiretimi ile diinyanin 6nemli treticilerinden biri olan Tiirkiye’de, seftali iiretimi ayni yil
igerisinde yaklasik 460.000 ton olup sert ¢ekirdekliler grubunda yer alir. Seftali gibi erik,
18de, kayisi, kiraz, zerdali, visne ve zeytin gibi meyvelerde sert ¢ekirdekliler alt grubunda

siralanmaktadir. Bu grupta iiretim itibariyle seftali zeytinden sonra ikinci sirada



gelmektedir (TUIK, 2004) (Tablo 1).

ABD, Cin Halk Cumhuriyeti ve Akdeniz iilkeleri 2005 yili geftali liretiminde 6n
siralarda gelmektedir. Tirkiye de seftali iiretiminde ilk on {ilke arasinda yer almaktadir
(Koseoglu, 2006) (Tablo 1).

Diinya seftali tiretimi 2009 yilinda 18.500.000 tona ulasmis olup, Diinya iiretimin
yaridan fazlasin1i Asya kitast saglamaktadir. Tiirkiye 547.000 tonluk iiretimi ile diinya
tilkeleri arasinda altinci sirada yer almaktadir (FAO, 2009) (Tablo 1).

Tirkiye’de Marmara, Ege, Akdeniz sahil bolgeleri ve Karadeniz bolgesinin bazi
bolgeleri seftali yetistiriciligi icin uygundur. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine

gdre 2009 yili Bursa, Mersin, izmir, Canakkale ve Aydin en fazla seftali iireten illerdir.

Tablo 1. Diinya’da ve Tiirkiye’de seftali iiretimi (TUIK ve FAO, 2009) (URL-4)

Diinya’da seftali tiretimi (ton) Tirkiye’de seftali iretimi
(FAO, 2009) (ton) (TUIK, 2009)

Diinya 18.500.000 | Bursa 140.000
Asya kitas1 10.000.000 | Mersin 69.000
Cin 8.000.000 | Izmir 53.000
Italya 1.726.000 | Canakkale 42.000
Ispanya 1.225.000 | Aydin 22.000
ABD 1.197.000

Tiirkiye 547.000

Diinya genelinde seftali iiretiminin son on yil i¢inde artis gosterdigi belirlenmistir.
Gegen yil (2012/13) 6nceki yillara gore %3’lik bir artis belirlenmis ve bu seneki seftali
miktar1 19,4 milyon (metrik) olarak kayit altma almmustir. Onceki yillarda oldugu gibi
2012/13 raporlarinda da 12 milyon ton ile Cin seftali liretiminin basinda gelmektedir.

Tiirkiye’de 2012/13 raporlarinda seftali iiretimi 550.000 tondan biraz daha yiiksek
olarak kaydedilmistir. Ukrayna ve Rusya’nin artan talebi ile seftali ihracatinin %35’lik
artigla 45.000 tona ulastigi tahmin edilmektedir (USDA, 2012) (Sekil 1).
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Sekil 1. Cin’deki seftali tiretiminin diinyadaki diger iilkelere gore durumu.

1.3.1. Tiirkiye’de Seftali Thracat

Seftali iireten llkeler arasinda yaptig1 ihracatla 6nemli yere sahip olan Tiirkiye’de
seftali ihracati her gegen yil artmaktadir. 1999°da 10.000 ton civarinda olan seftali
thracatimiz 2005’de 40.000 ton seviyesine c¢ikmustir. Avrupa Birligi (AB) ve Kuzey
tilkeleri ihracatta 6nemli ortaklarimizdir (Kdseoglu, 2006) (Sekil 2).
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Sekil 2. Tiirkiye’nin yillara gore seftali ihracati.

1.3.2. Tiirkiye’de Seftali ithalati

Diinya taze seftali ithalatinin %62.10’u AB iilkeleri tarafindan yapilmaktadir.
Tiirkiye’de de toplam meyve iretiminin %11.00’ini sert ¢ekirdekli meyveler
olusturmaktadir (Burak vd., 2002). Tiirkiye iiretim kapasitesinin ¢ok yiiksek olmamasi ve
i¢ pazarda yeterli olmamasi nedeniyle seftalide ithalat¢1 bir iilke degildir. Tiirkiye i¢ pazari
yeterli olmadigindan diger iilkelerden seftali ithalati yapmaktadir. Bu iilkeler arasinda
Rusya, Misir, Suudi Arabistan, Giiney Afrika Cumhuriyeti basta gelen {ilkelerdir
(Koseoglu, 2006) (Sekil 3).
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Sekil 3. Diinya’da ve Tiirkiye’de seftali tiretimi.



1.4. Tiirkiye’de Seftali Tarimmnin Genel Sorunlari

Tiirkiye’de topraktan faydalanma orani daha ¢ok iklim ve yer sekli 6zelliklerine
baghdir. Seftali yetistiriciligi lilkemizde birkag ilin disinda biitiin illerde yapilabilmektedir.
Marmara Bolgesi %42’lik oranla seftali yetistiriciliginin en ¢ok yapildig1 bolgedir. Bunu
Ege (%20), Akdeniz (%19) ve Karadeniz (%11) Bolgeleri izlemektedir (DIiE, 2003).
Ulkemizde diger bitkilerde oldugu gibi seftali tarirminda da bazi sorunlar meydana
gelmektedir.

Seftali 1liman bir iklim meyvesi olup kis mevsiminde dinlenmeye girer. Siddetli kis
soguklari, diisiikk yaz sicakligi ve ilkbahar donlar1 seftalinin ekonomik olarak yetigmesini
engeller. Bu iklim sorunlarindan en 6nemlisi ilkbaharin ge¢ donlaridir. Ciinkii ilkbaharda
ciceklerin agilmasi ile hassasiyet artarak don olay1 olmasi meyve olusumunu engeller. Ayni
zamanda c¢iceklenme doneminde sicakligin disiisii ve asirt yagmurlar ile tozlayici
boceklerin faaliyetlerini yerine getirmemesine neden olur ve ¢igeklenme donemi uzar. Bu
da meyve tutunmasini zorlastirir. Diinyada kiiresel 1sinma nedeniyle meydana gelen iklim
degisikliklerindeki olumsuzluklar yukarida sayilan sorunlardan dolay: seftali tiretiminde
tirlin kaybina neden olmaktadir (Giir, 2012).

Diger bir problem ise arazinin toprak yapisidir. Kiregli, agir, killi ve ¢ok nemli
topraklarda ekonomik verimliligi yiiksek seftali iiretimi yapilamamaktadir. Ayn1 zamanda
tilkemizde son yillarda meydana gelen kurakligin etkisiyle de su kaynaklarinda azalmalar
yasanmakta, bu da topragin verimliligini etkilemektedir.

Yukarida bahsedilen iklimsel ve dogal ¢evre kosullarinda kaynaklanan sorunlarin
yani sira seftali yetistiriciliginde yabanci otlar, hastaliklar ve zararlilarda 6nemli sorunlar

teskil etmektedir.

1.4.1.Yabanc1 Otlar

Seftali bahcgelerinde, pek c¢ok sayida tek ve ¢ok yillik, dar ve genis yaprakli otlar
sorun meydana getirmektedir. Yabanci otlar sulama ve giibreleme ile hizla ¢ogalarak
seftali bahgelerinde agaclarin suyuna ve besin maddelerine ortak olarak verimin diismesine
neden olurlar. Yabanci otlar hastalik ve =zararlilara konukculuk yaparak hasadi
giiclestirirler. Seftali bahgelerinde en yaygin goriilen yabanci otlar; kaynas (Sorghum
halepense (L.) Pers. Poaceae), kopek disi ayrigi (Cynodon dactylon (L.) Pers. Poaceae),



dar1 yapiskan ot tiirleri (Seteria spp. Poaceae), darican (Echinochola spp. Poaceae), topalak
(Cyperus rotundus (L.) Cyperaceae), tarla sarmasigi (Convolus arvensis (L.)
Convolvulacea)’dir (Hantas, 2011).

1.4.2. Hastaliklar

Tiirkiye’de gesitli hastaliklardan dolay: seftali iiretiminde %25-30 oraninda verim
kayb1 olmaktadir. Bu hastaliklar yapraklar iizerinde deliklere, meyve ve siirgiinler iizerinde
irili ufakl leke olusumuna, kok ve dallarda urlarin olusumuna, meyve yapraklarinda sekil
bozukluklarina ve c¢igek siirglinleri ile dallarinin kurumasina neden olurlar. En 6nemli
seftali hastaliklar1 olarak yaprak delen, yaprak kivircigi, mumya hastaligi ve seftali
kiillenmesi, kok kanseri, kok ¢iirtikliigii, sarilik (kloroz), seftali kara lekesi verilebilir
(URL-5, 2013).

1.4.3. Zararhlar

Zararlt bocekler birgok bitki tiirii iizerinde, orman ve tarlalarda, insan yasam
alanlarinda biiyiik zararlara neden olmaktadir (Lacey vd., 2001). Seftali yetistiriciliginde
de baz1 zararli bocekler iiriin kaybina neden olmaktadir. Onceki yillarda seftali alanlarinda
bulunan zararh tiirler ile dogal diismanlarin belirlenmesine yonelik iilkemizde ve yurt
disinda baz1 galisilmalar yiritiilmistir. Dogu meyve giivesi (Cydia molesta Busck) ve
Seftali giivesinin (Anarsia lineatella Zell) ana zararli konumunda oldugu, Dut kabuklu biti
(Pseudaulacaspis pentagona Targ-Tozz), Meyve agaci dip kurtlari, yaprakbitleri ve thrips
tirlerinin 6nemli ve yaygin olduklari, yine bu alanlarda Aeolothripidae, Coccinellidae,
Chrysopidae, Syrphidae, Cybocephalidae, Aphelinidae gibi familyalara baglh predator ve
parazitoid tiirlerin yogun bulunduklar1 bu ¢aligmalarla ortaya konulmustur (Kili¢ ve Aykagc,
1989; Giinaydin ve Efe, 1997; Ergiiden vd., 1999; Cravedi, 2000; Canihos ve Oztiirk 2003;
Hazir ve Ulusoy 2008). Seftali bitkisinde verimli iirliniin yetistirilmesini engelleyen bazi

zararlilar tespit edilmistir (Tablo 2) (Tarim ve Koy Isleri Bakanligi, 2011).



Tablo 2. Tespit edilmis seftali zararlilari

Seftali zararlilarinin,

Tiirk¢e ad1 Bilimsel adi
1  Dogu meyve giivesi Cydia molesta
2 Seftali giivesi Anarsia lineatella
3 Dut kabuklu biti Pseudomonas pentagona
4  Meyve yazici bocegi Scolytus scolytus
5  Meyve agaci dipkurtlari Capnodis spp.
6  Akdeniz meyve sinegi Ceratus capitata
7 Seftali virgiil kabuklu biti Nilotapsis halli
8  Yaprak yesil tirtili Hedya nubiferana
9  Kirmuzi tomurcuk tirtilt Spilonota ocellana
10 Kigiik tomurcuk giivesi Recurvaria nanella
11 Yiziik kelebegi Malacosoma neustria
12 Bakla zinm Epicometris (Tropinota) hirta
13  San Jose kabuklubiti Quadraspidiotus perniciosus
14 Erik kosnili Sphaerolecanium prunastri
15  Seftalide ¢igek tripsi Frankliniella occidentalis
16 Elma g6z kurdu Anthonomus pomorum L.
17  Badem g6z kurdu Anthonomus amygdali hust.

Diinyada 50 kadar seftali zararlis1 bulunurken (Hill, 1987), Tiirkiye’de bu say1 25’1
gecmemektedir (Anonim, 2008). Lepidopter bocek tiirii olan dogu meyve giivesi (Cydia
molesta Busck) son yillarda seftali yetistiriciligine ekonomik boyutlarda zarar vermektedir.
Seftali bahgelerinin ana zararlilart Dogu meyve giivesi (Cydia molesta Busck) ve seftali
giivesi (Anarsia lineatella Zeller), ana hastaligi ise seftali yaprak kivircikligi (Taphrina
deformans Berk Tull.)’dir. Dogu meyve giivesi ve seftali giivesi hem seftali agacinin

slirglinlerine hemde meyvelerine zarar verir (Hantas vd., 2011).
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1.5. Dogu Meyve Giivesi (Cydia molesta Lef., Lepidoptera: Torticidae)

1.5.1. Tanimi ve Yasayisi

1.5.1.1. Ergin

Dogu meyve giivesinin ergini 5 mm uzunlugunda olup, 6n kanatlar kahverengimsi
siyah arka kanatlar gri pullarla kapli bir goriiniime sahiptir (Beers vd., 1993). Dogu meyve
giivesi kelebeginin kanat agikligi 11-13 mm’dir. Kelebek dinlenme halinde iken, 6n
kanatlarin ortasindaki gri pullar ters V seklinde goriiliir. Erginlerin yasam siiresi 12 ile 15
giin arasinda degisir. Her iki cinsiyetin de ana konagi bulabilmek i¢in konak bitkiden
salman bitki u¢ucu maddelerini kullanirlar (Natale vd., 2004). Es bulma feromon
aracilifiyla meydana gelir ancak bu siire¢ 151k ve sicaklik tarafindan diizenlenmektedir.
Ortaya ¢ikisin ikinci giliniinde seksiiel aktivite meydana gelir. Ciftlesme disinin baslama
cagrisint vermek i¢in agacin iist gdlgelik bolgesine hareketiyle baslar. Daha sonra disinin
arka karin segmentleri arasindaki intersegmental bolgedeki glandiiler dokudan serbest seks
feromonu olusur ve erkek bu feromona dogru yonlenir. Bu sayede birbirlerini bularak

ciftlesme olay1 meydana gelir (Rothschild ve Vickers, 1991) (Sekil 4a).

1.5.1.2. Yumurta

Dogu meyve giivesinin yumurtalart (¢ap1t 0.8mm) beyaz renkli yassi bombeli bir
sekle sahiptir. Yumurtalar acilmadan once kehribar rengine donerler. Disi kelebekler
genellikle yumurtalarmi yaprak ve genc dallarin diizgiin yilizeylerine birakirlar. Tek biri
disi ortalama 200 yumurta birakabilmektedir. Yumurta inkiibasyonu genellikle dort ile
sekiz gilin arasinda degisir (Reis Fo vd., 1988; Rothschild ve Vickers, 1991; Beers vd.,
1993) (Sekil 4b).
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Sekil 4. C. molesta’nin biyolojisi a) Ergin, b) Yumurta, ¢) Larva, d) Pupa (Hantas,
2011)

1.5.1.3. Larva

Yeni yumurtadan ¢ikan larvalarin ¢ap1 0.5 mm ve uzunlugu 2 mm dir. Bu larvalar
krem renkli bir govdeye ve siyah bir basa sahiptirler. Dogu meyve giivesi larvasi genellikle
dort larva evresi gecirir fakat belirli kosullar altinda besinci evrede miimkiindiir. Olgun
larvanin viicudu pembe-beyaz renge ve kafasi kahverengiye doner. Yaklasik olarak boyu 8
mm ile 13 mm arasinda degismektedir. Larva gelisimi genellikle iki ile li¢ hafta arasinda

stirer (Rothschild ve Vickers 1991; Beers vd., 1993) (Sekil 4c).

1.5.1.4. Pupa

Pupa donemi 6ncesinde, olgun larva konagin siirgiinlerinde ya da meyvelerinde yasar
ve kendisine pupa olusturabilecek uygun bir alan arar. Bu alan genellikle aga¢ kabugunun
altinda zemin dokiintiilerinin oldugu yerlerdir (Beers vd., 1993). Pupa donemi yaklasik 10
ile 16 giin arasinda degismektedir (Sekil 4d).
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1.5.2. Zarar Sekli

Dogu meyve giivesi yil boyunca gida tercihini degistiren bir zararl tiirtidiir. Ilk nesil
larvalar Oncelikle konak bitkinin geng¢ siirgiin uclarina giderler fakat ayni zamanda
gelismekte olan gen¢ meyvelerden de beslenmektedirler (Sekil 5). ilk nesilden sonraki
nesiller bitkinin gesitli yerlerinde ayni orandadir. Dogu meyve giivesi gen¢ meyvelere zarar
verirken daha c¢ok meyvenin ylizeyine yakin yerlere kiimelenirler. Fakat meyve
olgunlastikga larvalar meyvenin cekirdegine yakin yerlerde kiimelenirler. Meyvelerde
larvanin varligr sapa yakin olan kahverengi frassler olarak adlandirilan kiigiik giris

delikleriyle belirlenir (Reis Fo vd., 1988; Rothschild ve Vickers, 1991; Beers vd., 1993).

Sekil 5. Dogu meyve giivesinin zarar1 a) Siirgiindeki zarari, b) Meyvedeki
zararl, ¢) Siirglin ve meyvedeki C. molesta zarari
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1.6. Zararhlar ile Miicadele Yontemleri

Bitki koruma alaninda kullanilan yontemler insan ve ¢evre sagligi acisindan 6zel bir
Oneme sahiptir. Bitki hastalik ve zararlilariyla zamaninda ve dogru miicadele
yapilmadiginda, iiriin kaybinin %30-35 civarinda oldugu kabul edilmektedir. Bu kaybi
Oonlemek i¢in gliniimiizde c¢esitli miicadele yoOntemleri ve preparatlart kullanilmasina
ragmen daha etkili, ¢evreye zarar1 olmayan veya daha az zararlh olan ve daha ekonomik
miicadele yontemleri arastirllmaya devam etmektedir. Cogu zaman bir ekosistemdeki
zararlilar1 tamamen yok etmek yerine ekonomik zarar esiginin altinda tutma prensibine
dayanan ve birden fazla miicadele yonteminin bir arada kullanildig1 entegre miicadele
zararlilara kars1 basariyla kullanilabilir sekilde gelistirilmistir.

Zararl1 boceklerle miicadele, kitle liremesi yapan veya yapma yeteneginde olan
bocek populasyonlarinin sayisinin artmasini engellemek icin gergeklestirilen miicadele
olarak bilinir. Tarim ve ormancilikta zararli boceklerle miicadelede uygulanan 7 yontem
vardir. Bunlar insanin herhangi bir yardimi olmadan dogal kuvvetlerle bdcek
populasyonlarinin kontrol altinda tutulmasi seklinde olan dogal miicadele, karantina,
ambargo, muayene ve sertifika uygulamak seklinde olan yasal miicadele, bocekleri
feromonlar, odun tuzaklari, yem tuzaklar1 ve 1sik tuzaklari gibi yontemlerle toplamak
seklinde olan mekanik miicadele, sicak ve nemden yararlanarak boceklerin dldiiriilmesi,
elektrik ve radyoaktivite kullanarak boceklerin kisirlastirilmast seklinde olan fiziksel
miicadele, topragin bakimi, islenmesi ve giibrelenmesi, yabanci ot ve atiklarin
temizlenmesi ve bitki nobetlesmesi seklinde gergeklestirilen kiiltiirel miicadele, kimyasal
pestisitler kullanilarak gergeklestirilen kimyasal miicadele ve boceklerin neden oldugu
zararlar1 en aza indirmek amaciyla bu boceklerin parazit, predator ve patojen
mikroorganizmalarin1  onlara kars1i kullanmak seklinde gergeklestirilen biyolojik

miucadeledir.

1.6.1. Kimyasal Miicadele ve Cevreye ve insanlara Olan Etkileri

Tarim {irlinlerinin yetistirilmesinde ve depolanmasinda bdceklerin neden oldugu
zararlar Ureticiler ve iilke ekonomisi i¢in 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Bu sorunu
cozmede kullanilan kimyasal insektisitler zararli populasyonlarinin  %95’ini  yok

edebilmektedir (Vural, 1996).
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Ozellikle 1945 yilinda DDT’nin bulunmasiyla sentetik kimyasal insektisitlere ilgi
artmigtir. Fakat, kimyasal insektisitlerin kullanimi beraberinde bir¢ok problemi de
getirmistir. Insektisitlerin bilingsiz ve asir1 kullanimi yeralt1 sularmin kirlenmesine, flora ve
faunada hedef dis1 organizmalarin yok olmasina ve besin zincirinin olumsuz etkilenmesine
neden olmaktadir. Bu sebeplerden dolayi, daha once problem olmayan bazi zararhilar
ortaya c¢ikmakta, bu durumda sekonder zararlilara karsi ilagclama yapma zorunlulugu
meydana gelmektedir. Ormegin, Cukurova’da beyazsinegin, dogal diismanlarmnin
insektisitlerden zarar gérmesi nedeniyle sorun haline geldigi bilinmektedir (Unal, 1998).
Ayrica, herhangi bir yolla sulara karigan kimyasal maddeler baliklar tarafindan alindiginda,
baliklarin biliyiime, {iireme, kagma ve saklanma gibi bazi yetenekleri, insektisitlerin
biinyelerinde birikimlerine gore azalmakta veya tamamen yok olmaktadir. Rakipler
karsisinda daha kolay avlanmalari sonucu bazi tiirlerin biitiinliyle ortadan kalkmasi s6z
konusu olabilmektedir (Unal, 1998).

Insektisitlerin kullanildig1 alanlarda dogal olarak yasayan polinatdr canlilar da yok
oldugu i¢in bu alanlardaki zirai iiriinlerde tozlasma oram1 azalmaktadir (Ecevit, 1988).
Bitkilerde tozlasmada onemli rol oynayan bal arilar1 ve yaban arilari insektisitlerden
etkilenen &nemli bir canli grubunu olusturmaktadirlar. Ornegin, ABD’nin Kaliforniya
eyaletinde yogun insektisit kullanimi1 sonucunda mevcut ar1 populasyonlar1 azalmis ve
bunun etkisi olarak tarimsal {irlinlerde yeterli tozlasma olmamustir. Benzer durumlar
Isparta’nin Kovada Vadisi’'ndeki meyve bahcgelerinde ve 1988 yilinda Trakya’da yiiriitiilen
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 olmalar1 ¢ok uzun stirmektedir. Olusan bu birikim topraktaki normal mikrobiyal
populasyonu bozarak toprak veriminin diismesine neden oldugu gibi bitkiler araciligiyla
besin zincirine dahil olarak besin zincirinin en st seviyesindeki canlilara kadar
ulagmaktadir. Belli bir alana uygulansalar dahi kolayca yok olmadiklarindan dolayi, riizgar
ve yagmur gibi dogal olaylarla ¢ok daha genis alanlara yayilabilmeleri insektisitlerin
zararim daha da artirmaktadir (Unal, 1998).

Kimyasallarin yogun bir sekilde kullanilmasi zaman icinde zararli boceklerde
insektisitlere karst dayaniklilk mekanizmasinin  gelismesine neden olmaktadir.
Insektisitlere dayaniklilik sonucu, doz artimima gidilmekte ve uygulamalar arasindaki siire

kisaltilmaktadir. Bu ¢abalar da sonugsuz kaldiginda daha etkili ve zehirli bir insektisit
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kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun maddi bedeli Olciilemeyecek kadar cok
olmaktadir. Bocek direnci ilk olarak 1946’da karasineklerde (Musca domestica), DDT
direnci ile gliindeme gelmistir ve o zamandan beri zararli boceklerin kontroliinde biiyiik
sorunlar goriilmektedir.

Boceklere karst kullanilan insektisitlerin hemen hemen hepsi norotoksiktir. Yani
viicuda bir sekilde girdiklerinde mutlaka sinir sistemi tizerine etki ederek canlinin 6lmesine
neden olmaktadir (Oztiirk, 2001). Ornegin, Giineydogu Anadolu bdlgesinde
hekzaklorobenzenli (HCB) insektisitle ilaglanmis tohumluk bugdayi yiyen 3000 kiside
Porfiria (Karayara) hastaliginin goriilmesi ve %11 oraninda 6liim meydana gelmesi, diinya
capinda ilgi uyandiran bir zehirlenme olayidir (Unal, 1998).

Zararli boceklerle miicadelede kullanilan insektisitlerin bilinen yan etkilerinden
dolay1, kimyasal miicadelenin giiniimiizde miimkiin oldugunca kisitlanmasi ve bunun
yerini daha giivenli olan biyolojik miicadelenin almas1 gerektigi diisiiniilmektedir. Ayrica,
Tarim Bakanlhigi’nin 2006 yilinda tarimsal {iriinlerde ugakla ilaglamay1 yasaklanmasi
nedeniyle kimyasal miicadeleye alternatif yontemlerin kullanilmasi zorunlu hale gelmistir.

Bunlarin basinda da biyolojik miicadele gelmektedir (Oztemiz vd., 2008).

1.6.2. Biyolojik Miicadele

““‘Biyolojik miicadele’’s6zciigii ilk defa 1919 yilinda Kalifornia Universitesi’nden
Harry Smith tarafindan bocek populasyonlarinin dogal yollarla veya ¢esitli uygulamalarla
kontrol altina alinmasi i¢in kullanilmistir.

Biyolojik miicadele ¢aligmalar1 temelde {i¢ ana baslikta toplanmaktadir bunlar;

1. Klasik biyolojik miicadele: Ortama, zararli boceklerin dogal diismanlari
uygulanarak, boceklerin zarar olusturma potansiyelleri ortadan kaldirilir.

2. Cogaltma (Augmentasyon): Ortama var olan zararli boceklerin dogal diisman
populasyonlarinin artirilmasiyla zararlilarla miicadele edilir.

3. Koruma (Konzervasyon): Dogada mevcut faydali organizmanin zarar
gormeyecek sekilde korunmasi ile dogal diismanlarin etkili bir sekilde uzun
stireli ortamda kalmalar1 ve zararli bocek sayilarini zarar esiginin altinda
tutmalar1 saglanir (Demirbag vd., 2008).

Biyolojik miicadele, diger miicadele yontemlerine gore dogal dengenin kurulmasina

yardimci olmasi, uzun vadede kalict sonuclar vermesi ve nihai hedefe ulastirabilmesi
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bakimindan en ¢ok tercih edilmesi gereken miicadele yontemidir (Ogurlu, 2000).

Biyolojik miicadelenin ilk uygulama donemleri ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir.
Asya’da avci karincalardan bu hususta yararlanildigi ve bu karincalarin M.S. 900-1200
yillar1 arasinda narenciye zararlilarina kars1 kullanildigi bilinmektedir. Daha sonra 1200’1
yillarda Yemen’de palmiye agaglarindaki zararlilara karsi karincalarin kullanildigi ve
Arabistan’da her yil daglardan getirilen avci karinca kolonilerinin, hurma agaglarinda zarar
yapan bir diger karinca tiiriine kars1 kullanildig1 kayitlidir (Ogurlu, 2000).

Biyolojik miicadele uygulamalarinda zararli boceklere karsi parazitoid, predator ve
patojenlerlerden yararlanilmaktadir. Biyolojik miicadele kapsaminda kullanilan patojen
mikroorganizmalar ise bakteriler, funguslar, viriisler, protozoonlar ve nematodlardir. Bu
mikroorganizmalar kullanilarak yapilan miicadeleye ise ‘Mikrobiyal Miicadele’
denilmektedir.

Mikrobiyal miicadelede kullanilan entomopatojenlerin biiylik bir ¢ogunlugu konaga
spesifik oldugu i¢in sadece miicadelesi yapilmak istenilen organizma tizerinde etkili olur.
Bu ozelligi ile faydali ve predatdr bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedef dist
organizmalar {izerinde herhangi bir risk olusturmazlar. Tamamen dogal olmalar1 sebebiyle
ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Bu ozellikleri, gelecekte kimyasal

insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin alacagini géstermektedir.

1.6.3. Mikrobiyal Miicadelede Kullanilan Etkin Gruplar

1.6.3.1. Bakteriler

Ozellikle son 50 yilda yapilan calismalarda, birgok entomopatojenik bakteri
boceklerden izole edilmis ve bazilarinin izole edildikleri bocekler tizerinde hastalik etmeni
oldugu belirlenmistir. Boceklerde patojen olan bu bakterileri spor olusturanlar ve spor
olusturmayanlar olmak iizere iki kisma ayirmak miimkiindiir. Spor olusturmayan bdcek
patojeni bakteriler, Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae ve Micrococcaceae familyalarina
dahildir. Boceklerde Onemli zararlar olusturan bakteriler daha ¢ok spor olusturan
bakterilerdir. Bunlar arasinda toprak grubu bakterilerden olan Bacillus tiirleri &ne
cikmaktadir. Bu bakterilerden en 6nemlisi ise Bacillus thrungiensis (Bt)’tir.

B. thuringiensis ilk kez Japon bakteriyolog S. Ishiwata (1901) tarafindan hastalikli

ipek bocegi larvalarindan izole edilmistir. E. Berliner (1911) tarafindan tanimlamasi
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yapilmistir. Aoki ve Chigasaki (1916) tarafindan spor kiiltiirlerindeki proteinin toksik
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Beegle ve Yamamoto, 1992). Hannay (1953) B.
thuringiensis’in spor morfolojisini ve parasporal yapi olarak adlandirilan inkliizyon
yapilarim1 agiklamistir. Ayrica parasporal yapinin bocek toksitesi ile ilgili oldugunu
gostermistir.

B. thuringiensis 'te bulunan kristal (cry) genleri insektisidal kristal proteinleri (ICP)
kodlar. Bu kristal (cry) genleri Lepidoptera (cryl), Diptera ve Lepidoptera (cry2),
Coleoptera (cry3), Diptera (cry4) ve Coleoptera ve Lepidoptera (cry5) grubundaki
boceklere karsi etkilidir (Demirbag vd., 2008).

1.6.3.2. Funguslar

Funguslarin biyolojik miicadelede kullanilmalar1 1726 yilinda Fransa’da Noctuidae
larvalarindan Cordyceps cinsi funguslarin izole edilmesiyle baglamistir (Ogurlu, 2000).
Daha sonra 1879 yilinda Rusya’da yesil bugday bocegi, Anisoplia austriaca Herbst.
(Coleoptera: Scarabacidae)’ya kars1 Metarhizium anisopliae Metch fungusunun denemeleri
yapilmig ve basarili sonuglar elde edilmistir (Steinhaus, 1949). Simdiye kadar tanimlanan
700’lin iizerinde entomopatojenik fungus bilinmekte ve bunlardan bazilar1 biyolojik
miicadele etmeni olarak {retilmekte ve kullanilmaktadir (Strasser vd., 2000).
Entomopatojenik fungus orjinli yaklasik 150 ticari preparat 2007 yilindan itibaren
iiretilmekte ve zararlilar ile miicadelede kullanilmaktadir (Faria ve Wraight, 2007).

Bocek patojeni olan funguslar genellikle Deuteromycota ve Entomophthorales
gruplarina dahildir (Hajek, 1997). Entomopatojenik funguslar c¢ok genis bir konak
spektrumuna sahiptirler. Birgok bocek ordosuna ait tiirleri enfekte edebilirler. Bir
entomopatojenik fungus birden fazla bocek tiiriinii enfekte edebilir. Son yillarda yapilan
caligmalarda, entomopatojenik funguslarin insektisidal aktivitelerinin arttirilmasi igin diger
biyolojik miicadele etmenleri ve c¢evresel uygulamalarla kombine edilerek kullanilmasi

gerektigi gosterilmistir (Kocagevik, 2012).
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1.6.3.3. Nematodlar

Boceklerde parazit olarak yasayan ve bazi durumlarda dliimlerine yol acan bircok
nematod tiiri bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan caligmalarda birgok nematod
familyasina ait tiirlerin, bocekler ve diger omurgasiz hayvanlarla iligkili oldugu
belirlenmistir (Poinar, 1979, 1990; Kaya ve Stock, 1997). Yapilan g¢alismalar, zararl
boceklerin biyolojik miicadelesinde kullanilma potansiyeli tagimalari bakimindan 7
familya  lizerinde  yogunlagmustir.  Bunlar  Mermithidae,  Tetradonematidae,
Allantonematidae,  Phaenopsitylenchidae,  Sphaerulariidae,  Steinernematidae  ve
Heterorhabditidae familyalaridir (Glazer ve Lewis, 2000). Steinermatidae ve
Heterorhabditidae familyalar1 gilinlimiizde, oOzellikle toprak bdceklerinin mikrobiyal

miicadelesinde en sik kullanilan gruplardir (Liu vd., 2000; Lacey vd., 2001; Erbas, 2012).

1.6.3.4. Protozoonlar

Protozoonlarin zararli bécek populasyonlarinda meydana getirdikleri salginlar, az
rastlanilan bir durum olmasina karsin, neden olduklar1 ferdi ve kiiciik gruplar halindeki
Oliimler, zararli bocek populasyonlarinin zarar esiginin altinda tutulmasi bakimindan
onemlidir (Maddox, 1987; Brooks, 1988).

Entomopatojenik  protozoonlar  genellikle konaga  spesifiktir.  Boceklerde
olusturduklar1 hastaliklar yavas ilerler. Virulanslar1 diisliktiir ve boceklerde kronik
enfeksiyonlar olustururlar. Virulanslarinin diisiik olmasi nedeniyle protozoonlarin enfekte
ettigi boceklerin 6liimii bazen haftalar siirebilir (Hoffman ve Frodsham, 1993).

Protozoonlar ¢ogu boceklere agiz ve sindirim sistemiyle girer. Sporozonlar ve
Ozellike mikroporlar tarafindan olusturulan enfeksiyonun en muhtemel olusma durumu
bocek yiyeceklerinin sporla kirlenmis olmasidir (Demirbag vd., 2008). Protozoonlar
tarafindan enfekte edilen boceklerin hareketleri yavaslar ve tembellesir. Beslenme ve
iireme faliyetlerinde azalma goriiliir. Oliimiin gerceklesebilmesi i¢in enfeksiyon seviyesinin
cok yiiksek olmast gerekir. Simdiye kadar belirlenen bir¢cok protozoa tiiriiniin,
arthopodlarla iliskili oldugu belirlenmistir. Protozoa siifi igerisinde yer alan Ciliphora,
Sarcomastigophora, Apicomplexa ve Microspora gruplarina ait tiirler bocekleri enfekte

edebilirler (Maddox, 1987).
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1.6.3.5. Virisler

Birgok viriisiin boceklerin hastalanmasina neden olarak bocek salginlarint meydana
getirdigi bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Cigneyici agiz yapisina sahip bocekler, 6zellikle
yaprak yiyenler, virlis enfeksiyonlarina karsi daha hassastir. Bu durumda yaprak yiyen
Lepidoptera tirtillariyla, Hymenoptera’nin yalanci tirtillart viral etmenlerden daha fazla
zarar gorlirler (Weiser, 1969). Bu virilisler genellikle 2-3 yilda bir meydana c¢ikan
epidemilerde ¢ogalarak bir¢ok larvay: oldiiriir ve boylece afetlerini ortadan kaldirir (Lipa,
1975). Virisler bircok bocek takimiyla iliskilidir. Bununla birlikte biiyiik bir kismi
Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera (%4) takimlarinda bulunmaktadir.

Simdiye kadar siniflandirilan bocek viriislerinin biiyiik bir kismi Baculoviridae,
Reoviridae, Poxviridae, Picornaviridae, Densoviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae
ve Iridoviridae familyalarina aittir. Bu bocek viriislerinden, Baculoviridae familyas1 sadece
artropodlar i¢in spesifiktir (Demirbag ve Beldiiz, 1997).

Cogu bakiiloviriisler sadece bir veya yakindan iliskili birka¢ bocek tiiriinii enfekte
edebilir (Arif ve Kurstak, 1991). Hastalanan larva 6nce uyusuk bir hal alir ve sonra
beslenmeyi birakir. Olmeden 6nce agacin tepesine tirmanir ve arka bacaklarindan asili
olarak Oliir. Dokular1 koyulasir, ayrisir ve viicutlart sivi hale geger (Lipa, 1975; Demir,
2004).

1.6.4. Cydia molesta ile Miicadele

1.6.4.1. Predatorler

Bocek predatdrleri, besin kaynagi olarak bocekleri yakalayan ve yiyen hayvanlardir.
Bu predatorleri baliklar, amfibiler, siiriingenler, kuslar, boceklerle beslenen cesitli
omurgasiz hayvan gruplari ve karnivor bocekler 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 miimkiindiir. Zira zararli boceklerin erginlerini, pupalarini, larvalarmi ve
yumurtalarini yiyen pek ¢ok kus tiirii, bu yonleriyle dogal dengenin saglanmasinda 6nemli

rol oynamaktadirlar (Ogurlu, 2000).
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Dogu meyve giivesinin predatorleri arasinda taginid sinekler, braconid yaban arilari,
kalsid yaban arilari, karabid arilar, kulagakaganlar ve karincalar bulunmaktadir.
Oriimcekler yumurtalari, giiveleri ve larvalari yerler. Gece ugan kuslar, aga¢ kurbagalar1 ve

baz1 insektivor yarasalar da giivelerin sayisin1 azaltmaktadir.

1.6.4.2. Parazitler

Bocek parazitleri, hayatimi tek bir konuk¢u ferdi iizerinde tamamlayan ve
konukgusunu  zayiflatan, gerileten, gelismesine mani olan veya Oldiiren
mikroorganizmalara denir. Konukgu ise paraziti tastyan canliya verilen isimdir. Buna gore
parazitin ya belirli bir siire ya da tiim hayat dongiisii boyunca, kendinden daha giiclii bagka
bir canlinin {izerinde veya i¢inde yasamasi gerekir. Bu siire zarfinda parazit, konuk¢unun
viicut 1s1sindan, besininden ve hatta hormonlarindan faydalanarak konuk¢u organizmanin
zararina gelismekte ve ¢ogalmaktadir. Bocek parazitleri kendi gelisimleri tamamlandiginda
her zaman bocegi oldiirtirler.

Bocek parazitizmi oldukga sik rastlanilan bir durumdur ve birgok bocek kendisiyle
baglantili bir veya cogunlukla birka¢ parazit tlire sahiptir. Biitiin parazit bocekler
baglandiklar1 konagin hayat dongiisii i¢indeki belli bir sathaya 6zellesmis durumdadir. Bu
yiizden bazilar1 pupa ve yumurta safhasi ile sinirlanmisken, bazilar1 da larval parazitlerdir.
Olgun parazit boceklere ise nadiren rastlanilmaktadir.

Cydia molesta parazitoitleri arasinda en Onemlilerinden biri Glabridorsum
stokesii’dir. Trichogramma mikro yaban arisi da giive yumurtalarmin Onemli
parazitlerdendir. Glive yumurtalar1 igerisine bir yumurta birakmaktadirlar. Yaban arisi
larvas1 daha sonra giive yumurta igerigi ile beslenmektedir. Bir disi yaban arisi 50’nin
tizerinde gilive yumurtasini parazitleyebilmektedir. Trichogramma mikro yaban arisi ticari
olarak tiretilmektedir. Mikro yaban aris1 erginleri bocek yumurtalari, nektar ve polenlerle

beslenerek uzun siire kalic1 olabilmektedirler.

1.6.4.3. Patojenler

Dogada boceklerin hastalanmasina neden olan ve sonra onlar1 6ldiiren orjini bakteri,

virlis, mantar, nematod veya protozoa olan pek cok mikrorganizma mevcuttur (Lipa,
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1975). Bu mikroorganizmalar entomopatojen olarak adlandirilir. Dogada bulunan
entomopatojenler bocek populasyonlarinin dengelenmesinde biiylik oneme sahiptir. Birgok
entomopatojen mikroorganizma, tarla ve bahge bitkilerinde, seralarda, siis bitkilerinde,
koruma altina alimmis alanlarda yetisen bitki tilirleri iizerinde, orman arazilerinde,
depolanmuis iiriinlerde, veterinerlik ve tibbi alanlarda zararlara yol acan vektor ve zararli
boceklerin biyolojik kontroliinde 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
kullanighi hale gelecegi diisiiniilmektedir. Buna ek olarak, bu entomopatojenlerin
mikrobiyal kontrol ajam1 olarak kullanimi, ekosistemdeki biyolojik c¢esitliligin
stirdliriilmesi, zararhi tiirlerin dogal diismanlarinin korunmasi, besinler ilizerinde kalinti
birakmamasi, hedeflenmemis diger organizmalar ve insanlar agisindan giivenli olmasi gibi
bir¢ok avantajlara sahiptir (Lacey vd., 2001).

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

Ancak bu tarihten sonra 20. yiizyilin baglarmma kadar mikroorganizmalarin zararl
boceklerle miicadelede kullanilmasi iizerine ¢ok az g¢alisma yapilmistir. Bu konudaki
caligmalar 1920 yilindan itibaren artmaya baslamis, 1950’den sonra da yogunlagmistir
(Ogurlu, 2000).

Zararl boceklerin diger dogal diigmanlar1 gibi entomopatojenler de tek bir tiir veya
gruba spesifiktir ve bazilar1 zararli boceklerin uzun zaman periyotlart boyunca kontroliinii
saglayabilir (Lacey vd., 2001). Entomopatojenlerin zararli bdceklerin miicadelesinde
kullanim stratejileri temelde diger biyolojik miicadele etmenlerinin kullanimlariyla aynidir
(Hamm, 1984; Harper, 1987). In vitro sartlarda iiretilip uygulanabildigi gibi, uygun
sartlarda saklanip dogal ortamda tekrar aktif hale gecebilirler.

Entomopatojen nematodlarin (EPN) simbiyotik bakterileri ile (Photorhabdus sp. ve
Xenorhabdus sp.) C. molesta iizerinde yapilan caligmalar bu bakterilerin bu zararli

tizerinde etkili olduklarini gdstermistir (Ragni ve Fridlender, 1999). EPN tiirlerinin
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(Steinernema sp. ve Heterorhabditis sp.) C. malesta iizerinde etkili oldugu yapilan
calismalarda gosterilmistir (Riga vd., 2006). S. carpocapsae, S. feltiae, S. riobrave ve H.
marelatus tiirleri ile yapilan biyotest ¢aligmalar1 sonucunda S. feltiae’nin en yiiksek etkiyi
gosterdigi tespit edilmis (Riga vd., 2006).

Fungal patojenlerin neden oldugu dogal epidemiler, zararli bocek populasyonlarinda
biiylik bir azalmaya yol agarlar (Evans, 1986; McCoy vd., 1988). Cydia tiirleri lizerinde
yapilan fungus calismada, Lecanicillium lecanii, Metarhizium anisopliae, Beauveria
bassiana ve Paecilomyces fumosoroseus tiirleri kullanilmistir. Bu ¢alisma sonucunda en
yiksek etkiyi M. anisopliae ve P. fumosoroseus gostermistir (Herker vd., 2010). Bu
tiirlerin C. molesta tizerindeki etkilerini de belirlemek amaciyla ¢aligmalar yapilacagi
belirtilmistir.

Protozoonlarin zararli bocek populasyonlarinda meydana getirdikleri epidemiler, az
rastlanilan bir durum olmasina karsin, neden olduklar1 ferdi ve kiigiik gruplar halindeki
Oliimler, zararli bocek populasyonlarin kontrol altinda tutulmasi bakimindan énemlidir
(Maddox, 1987; Brooks, 1988). Cydia pomonella iizerinde en etkili protozoa olarak
Nosema carpocapsae belirlenmistir (Siegel vd., 2001).

En yaygin sekilde kullanilan mikrobiyal miicadele etmeni Bacillus thuringiensis
Berliner bakterisidir. Bir¢ok bocek takimina ait tiirlere karsi aktif olan yeni suslarin izole
edilmesi ve yapilan genetik diizenlemeler, bu bakterinin kullanim alanlarin1 genisletmistir
(Lacey vd., 2001). Dogu meyve giivesi flizerinde yapilan ¢alismalarda Bacillus
thuringiensis bakterisinin etkili bir sekilde kullanildigi bilinmektedir (Grassi ve Deseo,
1984). B. thuringiensis’in larvalara karsi enfektif oldugu belirlenmistir (Rothschild ve
Vickers, 1991).

Bocek viriislerinden, Baculoviridae familyasi sadece artropodlar icin spesifiktir
(Demirbag ve Beldiiz, 1997). Cogu bakiiloviriisler sadece bir veya yakindan iligkili birkag
bocek tiiriinii enfekte edebilir (Arif ve Kurstak, 1991). insanlar ve diger hedeflenmemis
organizmalar i¢in giivenli bir mikrobiyal ajan olmasi, bu viriislerin biyolojik miicadelede
kullanilma potansiyelini arttirmaktadir (Granados ve Federici, 1986; Groner, 1986).

Bakiiloviriisler, 25x250 nm biiyiikliikte olup, 90-200 kilo baz cifti (kbp), yuvarlak-
kapali, ¢ift zincir, sliper sarmal DNA ihtiva ederler (Arif, 1986). Virionlar1 polihedra
olarak adlandirilan bir protein matrix icerisinde gomiiliidiirler. Baculoviridae familyas: A,
B ve C olmak iizere ii¢ alt gruptan olusur (Blissard ve Rohrmann, 1990; Bilimoria, 1991).

A alt grubunu olusturan Nukleopolihedroviriisler (NPV) en iyi bilinen bocek viriisleri olup
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artropod viriislerinin %41’ini teskil etmektedir. NPV orjinine bakmaksizin biitiin bocek
hiicrelerini enfekte eder ve 6liimiine neden olur. Hastalanan larva dnce uyusuk bir hal alir
ve sonra beslenmeyi birakir. Olmeden &nce agacin tepesine tirmanir ve arka bacaklarina
asil1 olarak o6liir. Dokular1 koyulasir, ayrisir ve viicutlari sivi hale geger (Lipa, 1975).

B alt grubunu olusturan Grantilozis viriisler (GV), zararli boceklerin kontroliinde biiyiik
Ooneme sahiptir. Konak bocegin yag dokusu, trakeal veya epidermal hiicrelerinin
sitoplazmasinda ya da cekirdeginde ¢ogalabilirler. Sadece Lepidoptera larvalarinda
enfeksiyon olusturduklar1 rapor edilmistir (Blissard ve Rohrmann, 1990). C alt grubu ise
Bakiiloviriislerin zarf icermeyen grubudur.

Bakiiloviriisler basta Lepidoptera ve Hymenoptera olmak tizere, Coleoptera, Diptera,
Neuroptera, Siphonoptera, Thysanura ve Trichoptera ordolarindan ¢ogunlukla larva, bazen
pupa veya ergin bocekleri enfekte ederler (Possee, 1993; Tanada ve Kaya, 1993; Murphy
vd., 1995). Cesitli kaynaklarda farklilik gostermesine kargin 400’{in ilizerinde bocek tiiriini
enfekte ederler (Granados ve Federici, 1986; Adams ve McClintock, 1991; Tanada ve
Hess, 1991; Tanada ve Kaya, 1993; Cunningham, 1995; Vail vd., 1999).

Bakiiloviriislerden hazirlanan biyolojik insektisitler birgok iilkede yogun olarak
kullanilmaktadir. Ornegin Brezilya’da tarim arazilerinde zarar yapan Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)’e karst 1 milyon ha.’lik alanda NPV’ler
kullanilmaktadir (Sosa-Gomez ve Moscardi, 2001). Konak spektrumlarinin dar olmasi ve
in vivo tretimlerinin olduk¢a masrafli olmasi, genis alanda kullanimlar1 i¢in dezavantaj
olusturmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda konak spektrumu genis olan formlarda
izole edilmistir. Ornegin Autographa californica Nukleopolihedroviriis (AcNPV)’iin,
Lepidoptera takiminin 11 farkli familyasi igersinde yer alan 43 degisik tiirde aktif oldugu
belirlenmistir (Cunningham, 1995; Vail vd., 1999).

Yapilan bakiiloviriis ¢alismalarinda C. molesta iizerinde Anagrapha falcifera
(Kirby) (AfMNPV)’nin olduk¢a basarili oldugu tespit edilmistir (Lacey vd., 2002).

1.7. Bakiiloviriisler

Boceklerde hastalik meydana getiren 12 viriis familyas1 arasinda Baculoviridae
tiyelerinin Arthropodlara 6zellesmeleri ve oldukca viriilent olmalari nedeniyle biyolojik
miicadelede kullanilabilecegi sdylenebilir. Bakiiloviriisler boceklere 6zellesmis ve sadece

bocekleri hastalandiran faydali viral patojenlerdir (Miller, 1997). Viriis familyalarn



24

arasinda Baculoviridae familyasinda yer alan Nuclear Polyhedrosis viriisler (NPV) ile
Granulosis viriisler (GV) baglica biyolojik miicadele etmenlerini olusturmaktadir.
Granulosis viriisler NPV’lere gore konukcuya daha ¢ok 6zellesmislerdir. Cogu Lepidoptera
ve Hymenoptera takiminda bulunan 400°den fazla bocek tiiriiniin  bakiiloviriislerin
konukgusu oldugu rapor edilmistir (Lacey vd., 2001).

NPV’lerin zararlilarin kontroliinde kimyasallara gore cesitli avantajlara sahip olmasi
bu ajanlarin birer mikrobiyal insektisit olarak gelistirilmesinde 6nemli bir adim
olusturmustur (Kunimi vd., 1996). Bu avantajlardan belki de en Onemlisinin
bakiiloviriislerin konukgu spesifikliklerinden kaynaklanan hedef alinmayan organizmalar
tizerindeki giivenilirligi oldugu séylenebilir (Laird vd., 1990; Fuxa, 1991). Bu ajanlarin
bazilar1 ¢esitli lilkelerde formiile edilerek Mamestrin (MbNPV), Gusano (AcMNPV), Cyd-
X (CpGV), Madex (CpGV), Granupom (CpGV), Gemstar (HzSNPV), Spod-X (SeMNPV),
Spodopterin (SpliMNPV) adlar1 altinda piyasaya siiriilmiistiir. Ozellikle Heliothis spp. ve
Anticarsia gemmatalis’in NPV’leri tim diinyada genis alanlarda kullanilabilmektedir.
Ornegin A. gemmatalis NPV’sinin Brezilya’da soya fasiilyesi tarim alanlarmda yaklagik
1.7 milyon ha’lik bir alanda bu zararliya karsi basariyla kullanildigi rapor edilmistir
(Moscardi ve Sosa-Gomez, 2000). Uretim ise iilkedeki kiigiik yerel firmalar ve
kooperatifler tarafindan tarlalarda yapilmakta, basit bir sekilde formiile edildikten sonra
konvansiyonel yontemlerle zararlilarin bulundugu tarlalara tekrar uygulanmaktadir.

Boylece her yil tonlarca tarim ilacinin dogaya atilmasi da engellenmektedir.

1.7.1. Baculoviridae Familyasina Ait Genel Ozellikler

Bakiiloviriisler bocek patojeni viriisler arasinda en yaygin olan ve lizerinde en ¢ok
caligilan viriis familyasini olusturmaktadir (Tanada ve Kaya, 1993). Biitiin bakiiloviriisler
ayni temel yapiya sahip olup zarfli, gubuk sekilli niikleokapsidlerin bulundugu ve virionlari
iceren gdomiilii yapilardan (OB) meydana gelmistir (Granados ve Federici, 1986). Cubuk
sekilli bu niikleokapsidlerin boyutlar1 40-60 x 200-400 nanometre arasinda degigmektedir
(Matthews, 1982). Bakiiloviriisler dar bir konukgu dizisine sahip olup oldukga patojenik
ozellik gosterirler ve sahip olduklar1 Occlusion Body’leri sayesinde diger entomopatojen
viriis familyalarina gore ¢evrede daha kalic1 olabilmektedirler (Entwistle ve Evans, 1985).
Bu viriislerin dairesel, ¢ift sarmalli (80-220 kilobaz ¢ifti) DNA’ya sahip oldugu rapor
edilmistir (Blissard ve Rohrman, 1990).
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1.7.2. Viral Yap1 ve Cogalma

Bakiilovirtislerde viriis partikiilii yani virion bir niikleik asit ve niikleik asidin
cevresini kusatan bir protein tabakasindan (Kapsid) meydana gelir. Kapsid viriisiin
morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklerini korumasini saglar. Her bir viriis DNA’dan olusan
niikleik aside sahiptir. Niikleik asit ise ¢ift sarmallidir. Niikleik asidin kapsidle birlikte
olusturdugu yapiya ise “Niikleokapsid” adi verilmektedir (Sekil 6). Bakiiloviriisler
niikleokapsid lipoprotein yapisinda olan bir zarf ile kaphdir. Bu zarf viral ¢ogalma
esnasinda veya viriis hiicreyi terk ederken ya da hiicreye giris yaparken kazanilir. Zarf
viriisiin hiicreyi penetrasyonunda onemli rol oynar. Virionlar ise “viral occlusion” ya da

“Occlusion Body” olarak adlandirilan protein yapilarinin iginde bulunmaktadir.

Sekil 6. NPV’lerde viral yap1 ve virion A) Bakiiloviriis partikiilleri veya
polihedra B) Polihedranin kesiti C) Polihedra Kkesitinin
diyagrami (V. D'Amico)

Omurgal1 virolojisinde oldugu gibi bocek virolojisindeki ilerlemeler de bocek doku
kiltiri tekniklerinin gelisimiyle paralel olmustur. Bu konuda ilk olarak Trager 1935°te
ipek bocegi yumurtaliklarindan elde ettigi hiicre kiiltiirlerini NPV ile enfekte etmistir.
Ancak doku kiiltiir hiicrelerindeki en yiiksek enfeksiyonu saglayan etkin sistem 1973’te
Goodwin’in yaptig1 ¢caligmalar ile saglanmistir. Giiniimiizde bakiiloviriislerin tiretiminde en
yaygin kullanilan doku kiiltiirii ise Spodoptera frugiperda’dan elde edilmistir. 1983’ten
giinlimiize kadar pek ¢ok bocek patojeni viriis GV’ler disinda bocek doku kiiltiirlerinde
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tretilmistir. Ancak 1984°te Naser vd. tarafindan Cydia pomonella GV’si de doku
kiiltiirlerinde ¢ogaltilabilmistir.

Bakiiloviriis enfeksiyonlarinda viriisiin 2 fenotipi enfeksiyonu olusturmaktadir (Hu
vd., 1999): 1-) Plasma enveloped virion-Non occluded v.-Extracellular v. (Budded Virus):
Bu fenotip hemosol ve hiicre doku Kkiiltiirlerinde enfeksiyona neden olan ana tipi
olusturmaktadir. 2-) Occluded nuclear enveloped virion.-Polyhedra derived v. (Occluded
Virus): Bunlarin ¢ogu occlusion body’ler igerisinde bulunmakta olup hemosolde
enfeksiyon yapmamaktadir. Ancak OV’ler hassas konukgulara viriisiin taginmasinda ana
enfeksiyon elementini olusturmaktadir. Baculoviridae familyasinda yapilan ilk
siiflandirmada 3 alt gruba belirlenmistir: a-) Altgrup A: Nuclear polyhedrosis viriisler
(NPV) b-) Altgrup B: Granulosis viriisler (GV) c-)Non-Occluded viriisler (NOV-Konuk¢u
icerisinde hi¢bir olusum meydana getirmeyen virlisler)

Francki 1991°de NPV ve GV’leri Eubaculovirinae altfamilyas1 altina alirken,
NOV’lar ise Nudibaculovirinae alt familyas1 altinda toplamistir. Volkman vd. (1995), ise
Baculoviridae  familyas1  igerisindeki  Niikleopolihedrosisviriis’ler ~ (NPV)  ve
Granulosisviriis’leri (GV) 2 cins olarak tanimlamis ve NOV’lar1 Baculoviridae
familyasinin disinda tutmustur. Mevcut bakiilovirlis smiflandirmasinda  giiniimiizde
Volkman’in yaptigi bu smiflandirma esas alinmakta dolayisiyla da NOV’lar artik
Baculoviridae familyasinda degerlendirilmemektedir. Baculoviridae familyasinda yer alan
viriislerin DNA’larmin sekans analizlerindeki benzerlikler bu viriislerin genetik olarak

birbiriyle yakindan iligkili oldugunu gostermistir (Smith ve Summers, 1982).

1.7.3. Niiklear Polihedrosis Viriisler (NPVs)

NPV’ler viral partikiilleri iceren polyhedral yapilarin varligiyla karakterize edilirken
bu ¢ok yiizeyli polihedral olusumlar1 konukgu hiicresinin ¢ekirdeginde ¢ogalarak meydana
getirmektedirler. Polihedra’nin biyokimyasal kompozisyon ve yapist toprakta dogal
parcalanmadan viriisii koruyacak sekilde olup, bu koruma bazen onlarca yil1 alabilen uzun
stirecleri bile kapsayabilmektedir. NPV’lerin enfeksiyon yetenegini dogada yeni
enfeksiyonlara kadar stabil bir sekilde korumasi hayat dongiisiinde olduk¢a énemlidir. Bu
durum konukgu tiirlerinin belki univoltin olmasi, diyapoza girebilmesi, go¢ etmesi veya
uzun siireli olarak belli bir populasyon olusturamamasi ya da viruse hassas donemde

olmamasi durumunda viriisiin hayat dongiisiinii devam ettirebilmesi acisindan
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bakiiloviriislere biiyiik bir avantaj saglamaktadir.

NPV’ler Baculoviridae familyasindaki en 6nemli grubu olusturmaktadirlar. NPV
enfeksiyonu boceklerde belirlenen ilk viriis hastaligidir. Bu cins iki altcinse ayrilmaktadir
(Hu vd., 1999):

a-) Single Nucleocapsid Polyhedrosis Viriisler (SNPV): Bu altcinste 1 zarfta 1
niikleokapsid bulunur. Ornek; Bombyx mori SNPV’si

b-) Multiple Nucleocapsid Polyhedrosis Viriisler (MNPV): Bu altcinste ise pek ¢ok
niikleokapsid (en ¢ok 39) tek bir zarf icerisinde bulunur. Ornek; A. californica MNPV ’si

Bunlarda, daha 6nce de belirtildigi iizere bakiiloviriis partikiilii polihedra ad1 verilen
protein kilif i¢erisinde bulunur (Sekil 7). Bir polihedra.da viriise bagli olarak 200 kadar
virion bulunabilmektedir (Ackerman ve Smirnoff, 1983). Polihedranin boyutlar1 0.5-15 um
arasinda degismektedir (Tanada ve Kaya, 1993). Polihedra sudan daha agir olup akigskan
sollisyonlarda dip tarafa ¢okmektedir.

NPV’ler bocekte epidermisi, yag dokusunu, kan hiicrelerini, trake sistemini, malpigi
borularini, lireme organlarini, tiikriilk bezlerini, kas ve sinir dokularini ve nadiren de ipek
bezlerini enfekte ederler. SNPV ve MNPV genotiplerinin patojenisitelerindeki farklilik,
bunlarin sahip olduklari niikleokapsid sayisindaki farkliliga dayandirilmaktadir (Van Beek
vd., 1988). Dolayisiyla da MNPV’lerin sahip olduklari tek zarftaki daha c¢ok
niikleokapsidten dolayt SNPV’lere gore daha patojen olduklar diisiiniilmektedir.
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Sekil 7. Enfeksiyondan 4 giin sonrasinda Autographa californica
NPV’si ile enfekteli hiicrelerde goriilen polihedralarin 151k
mikroskobu altindaki goriintiisii (Jim Litts).

1.7.3.1. Giris Yollar
Bakiiloviriis enfeksiyonlart genel olarak beslenme yoluyla olugsa da délden dole

iletim, stigmalardan gegis, kanibalizm ve parazitoid ovipozitorleriyle de iletim saptanmistir

(Moscardi, 1999).

1.7.3.2. Etki Mekanizmasi

Lepidopterlerde hassas donem larva donemi olup NPV enfeksiyonu genelde bulasik
yapraklarin yenilmesiyle baslar. Bu enfeksiyon hastaligin sistemik olarak yayilmasina ve

larvanin 6liimiine kadar giden bir siirece de olanak saglamaktadir (Sekil 8).
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Sekil 8. Konukgu bocegin NPV enfeksiyonunun sematik gosterimi (Kalmakoft ve
Ward, 2003).

Polihedranin hassas bir bocek tarafindan yenilmesiyle viral protein matriks bocek
orta bagirsagindaki yiiksek pH (8,5-11) kosullarinda ¢6ziiniir. Polyhedra i¢indeki ODV’ler
boylece serbest kalir ve bu zarfli niikleokapsidler (virionlar) epitel hiicrelerinde hiicre
membranina tutunur. Yeme sonrasindaki 15 dakika ile 2 saat arasinda hiicre membrani ile
birlesmeyi takiben zarf acilir ve niikleokapsidler stoplazma igerisine girer. Yani
niiklekapsidler bocek mide epitel hiicrelerine girerek 6ncelikle bu hiicreleri enfekte ederler.
Daha sonra niikleokapsidler viral DNA’nin ¢iplak kaldig1 yere yani ¢ekirdege tasinirlar ve
bunu viral DNA replikasyonu izler. Bu sirada c¢ekirdek biiyiimeye baslar. Hiicre
cekirdegindeki hipertrofi NPV enfeksiyonlariin ilk gostergesidir. Yeni olusan bazi
niikleokapsidler de c¢ekirdek membranina dogru tomurcuklanir ve buradan plazma
membranina tasimir. Bdylece enfekte edilen hiicrelerde virlisiin ¢ogalmasi sonucu
bakiiloviriisiin ikinci fenotipi olan “Tomurcuk Viriis-Budded Virus-BV” iiretilmeye baslar
ve viriis hiicre zarindan disartya dogru tomurcuklanir.

BV’ler tek bir nukleokapsidi kapsar ve hiicre zarindan niikleokapsidlerin

tomurcuklanmas1 esnasinda kazandiklari bir zarf ile ¢evrilidir (Sekil 9) (Kalmakoff ve
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Ward, 2003). Viriisiin tomurcuklanmasindan 6nce hiicre duvari viral bir protein olan GP64
ile de ¢evrilir. Yani niikleokapsidler viriis tarafindan kodlanan glikoproteini (gp64) iceren
Ozel zarfla birlikte stoplazmik membrandan gegerek hemosol i¢inde tomurcuklanir. Viriis
bu morfotipi sayesinde bocek midesini ¢evreleyen koruyucu ve destek dokulari gecerek
enfeksiyonu yatay olarak tiim bocek hiicrelerine yayar. Daha sonraki agamalarda tomurcuk
viris iireten hiicrelerin ¢ekirdeklerinde bakiiloviriis niikleokapsidleri  birikmeye
baslayacaktir. Sekil 10’da ise bakiiloviriislerin enfeksiyon ¢emberi gosterilmektedir.
BV’ler bir anlamda konukgu bocegin diger hiicrelerinde sekonder enfeksiyonlar
icin ozellesmektedir. Oliimii takiben larval kiitikiil pargalamr ve ¢ok sayida viriis

polihedrasi ¢evreye yayailir.

= Occlusion Body (Polihedra)

Konukgu Hiicreden
Kazanilan zarf

Virion zarfi

~|—— Nukleokapsid

L~ Polihedral zarf (Kaliks)

obv

Sekil 9. Bakiiloviriis’lerin BV ve ODV fenotiplerinin sematik gosterimi
(Kalmakoff ve Ward, 2003).
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Sekil 10. Bakiiloviriis enfeksiyon ¢emberi (Lua ve Reid, 2003).

Konukgu bitkilerin ¢esitli kisimlarinda bulunabilen viriis polihedrast solar
radyasyondan dolayr hizli bir sekilde inaktive olabilmektedir. Riizgar ve yagmur
polihedra’nin bitkilerin korunakli yerlerine, golgeli kisimlara ve topraga taginmasinda
etkili faktorlerdir. Bu faktorler virlisi ayni zamanda tekrar konukcu bitki {izerine
bulastirabilir. Bu durum bazi bdceklerin ve arthropodlarin aktiviteleri ile de
gerceklesebilmektedir. Bundan dolayr toprak NPV’lerin periyodik olarak diger ortamlara
bulasmasinda etkili olan dogal bir rezervuar durumundadir. NPV enfeksiyonlarmin
sonunda kadavralarin ici daha sivi bir hale gelmekte ve bdylece milyonlarca polyhedra

parcalanan kiitikuladan bu sekilde digar1 birakilmaktadir.

1.7.3.3. Semptom ve Gostergeler

Viriisiin alinmmini takip eden 2-5 giinliik siiregte cogu lepidopter larvasinda her

hangi bir dis gdsterge ya da simptom goriilmemektedir. ilk simptomlar ise renkte
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degisiklik, integiimentin incelmesi ve matlasmasidir. Larvalar baslangigta beyaz sonradan
Ise koyu bir renge biirinmektedirler. Larvalarin, 6liim yaklastik¢a hareketliligini kaybettigi
dikkati ¢cekmektedir. NPV enfeksiyonlarinda larvalar genel olarak 5-12 giinde 6lmekle
birlikte yliksek viriilansa sahip irklarda bu silire 2-4 giine kadar diisebilmektedir. Bazi
bakiiloviral enfeksiyonlarda ise larva siiresinin normal larva siiresine gore uzadigi goriliir.
Bu durum viriisiin sahip oldugu EGT geninden kaynaklanmaktadir (O’ Reilly ve Miller,
1989). Bu gen larvada Ekdison hormonunun bloke olmasmma neden olmakta ve larva
stiresini uzatmaktadir.

Bazi bocek tiirleri NPV enfeksiyonlarinda bitkilerin en iist kismina tirmanarak
kendilerini bas asagi sarkitarak bakiiloviriislara has bir 6liim tipi gostermektedir. Boyle
hasta tirtillarin sivilasmis viicutlari, asili olduklar1 durumda riizgar ve yagmur gibi
etkenlerin yardimiyla bitkilerin ve topragin {stiine sacilarak bulasir. Bdylece
bakiiloviriisler tekrar dogaya yayilarak baska tirtillar1 hastalandirmak tizere yapraklardaki
ve topraktaki yerini almaktadir. Genel olarak enfeksiyonlar 6liimle sonuglansa da bazi
zamanlarda larvalarin, pupa donemine hatta ergin doneme dahi girdigi de saptanmuistir.
Ancak boyle bireylerde ergin donemde birakilan yumurta sayisinda ve ergin Omiir
uzunlugunda ciddi miktarda bir azalma goriilebilmektedir.

NPV’lerin Lepidoptera disindaki Onemli bir konuk¢usu da Hymenoptera
takimindan testereli arilardir. Bu takimdan Diprion ve Neodiprion gibi tiirlerdeki en 6nemli
enfeksiyon simptomu ise 3-5. abdomen segmentleri arasindaki soluk sariliktir. Bu durum
mide epitel hiicrelerinin enfeksiyonundan sonra olustugu rapor edilmistir (Tanada ve Kaya,
1993). Boyle larvalar gittikce hareketsizlesmekte, aniisten koyu kahverenginde bir sivi
salgilayip lepidopter larvalarinda oldugu gibi tamamen sivi yumusak bir goriiniim

kazanmaktadir.

1.7.3.4. Konukgulari

NPV’lerin yaklasik 400 kadar bocek tiiriinii enfekte ettigi rapor edilmistir. Birgok
NPV konukgusuna son derece spesifiktir (Tanada ve Kaya 1993). Model tiir olarak kabul
edilen A. californica multinucleopolyhedrosis viriisi (ACMNPV) ise birden fazla bocek
tirtinii hastalandirabilmektedir. Hassas konukgular esas olarak Lepidoptera takiminda (34
familya) bulunmakla birlikte diger bazi takimlarda da NPV’ler enfeksiyon

yapabilmektedir. Bu takim ve familyalar ise Tablo 3’de gosterilmektedir.



33

Baculoviridae familyasinda yer alan NPV ve GV’lerin konukgulari olan boceklerle
olan iligkilerinin 40 milyon yildan 60 milyon yil dncesine kadar dayandigi sanilmaktadir
(Rohrmann vd., 1981). SNPV’ler pek c¢ok bocek takiminda enfeksiyon yaparken
MNPV’lerin sadece Lepidoptera takiminda enfeksiyon yaptiklari saptanmistir. Ancak
MNPV’ler sadece Lepidoptera takiminda enfeksiyon yapsa da oldukga genis bir konuk¢u
dizisine sahiptir.

Tablo 3. NPV’lerin dogal konukgusu durumunda olan bocek takimlari ve familyalari
(Lepidoptera takimi hari¢) (Beard vd., 1989)

Takim Familya

Hymenoptera Argidae, Diprionidae, Pamphiliidae, Tenthredinidae

Diptera Calliphoridae,  Chironomidae,Culicidae, Sciaridae, Tachnidae,
Tipulidae

Coleoptera Cerambycidae, Curculionidae, Dermestidae

Neuroptera Hemerobiidae, Chrysopidae

Trichoptera Limnephilidae

1.8. Cahismanin Amaci

Bu bilgiler dogrultusunda, seftali bitkisine zarar veren Dogu meyve giivesine (Cydia
molesta) karsi uygulanan miicadele yontemlerine alternatif olusturabilecek bir mikrobiyal
miicadele etmeninin tespiti ¢ok biiyiikk 6nem tagimaktadir. Bu siiregte, bu ¢alismada Cydia
molesta’ya karst mikrobiyal miicadelede kullanilabilmesi amaciyla zararli iizerinde etkili
Elma i¢ kurdu (Cydia pomonella)’dan izole edilmis Cydia pomonella granulozis viriis
(CpGV)’lin iilkemiz ve diinya seftali iiretimi i¢in olduk¢a 6nemli zararlilardan biri olan

Cydia molesta’daki transkripsiyonal dzelliklerinin belirlenmesidir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cydia molesta’nin Temini ve Yetistirilmesi

Calisma icin gerekli olan Cydia molesta (dogu meyve giivesi) yumurtalart Andermatt
Biocontrol AG Isvigre’den temin edildi. Bécekler, in vivo klonlama ve transkiptom
analizleri i¢in Julius-Kiihn Enstitiisiinde (JKI-Darmstadt, Almanya) hazir bulunduruldu.

Cydia molesta’nin tiim gelisim asamalarinda %70’lik bagil nemde 26 °C/18 °C
sicaklik araliginda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik periyodu olan inkiibatorler kullanildi.
Bu kosullar altinda yumurtalar 3-4 giin igerisinde acilmaya basladi. Yumurtalarin
acilmasindan bir giin 6nce yumurtalar siyah kafalar halinde goriildii. Cikan larvalar (L1-
L5) yan sentetik ortamlarda pupaya donene kadar (yaklasik 17 giin) yetistirildi. Dogu
meyve giivelerinin bu asamada daha hizli gelisimi i¢in 26 °C’de 24 saat 1s1kl1 periyoda
sahip inkiibatorler kullanildi. Bu nedenle larvalar 13 ya da 14 giin sonra L5 asamasina
gelmektedir. L4 asamasinda larvalar pupa olusturabilmesi i¢in uygun plastik seffaf kapakli
kaplara alindi. Pupalar 10-11 giin igerinde kelebege doniistii. Kelebeklerin ¢iftlesme ve
yumurtlamast i¢in uygun silindirik kaplar ve plastikler kullanildi. Erginlerden 20-30
kelebek bir silindirik kaba yerlestirildi. Kelebekler yumurtalarini diiz bir ylizeye koymay1
tercih ederler bu yiizden silindirin alt ve {ist yiizeyi uygun seffaf kagit ile kapatildi.
Kelebeklerin beslenmesi igin ortama su ile nemlendirilmis pamuk konuldu. Yumurta

birakilan seffaf kagitlar iki giinde bir degistirildi.

2.2. Cydia pomonella Granulozis Viriis (CpGV) Suslar:

CpGV-M izolat1 Avrupa ticaretinde kullanilan mexican izolatidir (Huber, 1998). Bu
caligmada, Jiilius-Kiihn Enstitiisii tarafindan saglanan CpGV-M izolati kullanildi (Sekil
11). CpGV-V22 izolati Andematt Biocontrol AG sirketi tarafindan saglandi. CpGV-V22

genomu sekanslanmistir (Eberle, 2010).
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CpGV-V22
— CpGV-M
| CpGV-V22
1zolat1

Sekil 11. CpGV-V22’yi olusturan iki viriis izolatinin
sematik gdsterimi.

2.3. lvaldi-Sender (1974) Bocek Besiyeri Hazirlanisi

Bes yiiz ml yar1 sentetik bocek besiyeri hazirlamak igin (lvaldi - Sender, 1974), 32
g misir unu, 5 g agar-agar, 33 g bugday tohumu, 15 g bira mayasi, 2,85 g askorbit asit ve
1,15 g nipagin kullanild1. Agar-agar ve misir unu 500 ml saf suda ¢oziilerek otoklavlanarak
steril hale getirildi. Askorbik Asit 25-30 ml saf suda ¢6ziiliir ve nipagin %96’lik etonolde
¢ozildi. Misir unu, agar-agar, bugday tohumu bira mayasi ve nipagin otoklavdan sonra
karistirildi. Askorbik Asit aktivetisini kaybetmemesi i¢in sicaklik 60 °C’ye diistiikten sonra

eklendi. Cydia molesta ile ilgili biitiin ¢alismalarda bu besiyeri kullanildx.
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2.4. Petroff-Hauser Sayma Cemberinde Viriis Partikiillerinin Sayim

Saflagtirilmis gomiilii yapilarin (OB) Lecia karanlik alan mikroskobunda 400X
biiyiitme ile Petroff-Hauser ¢emberine konularak sayildi. Sayim kabi 0.04 mm?®
bliyiikliiglinde olan 25 biiyiik kare ve her biiyiik kare 16 kii¢lik kareden olugur. Sayim i¢in
10 ul viriis siispansiyonu kullanildi. Bir kareye 100-200 viriis gelecek sekilde siispansiyon
seyreltildi. OB’lerin sayimi ¢apraz bes biiylik kare lizerinden yapildi. Aym seyreltik, tekrar
sayildi. Daha sonra ayni stoktan tekrar seyreltik hazirlanarak islem ikinci kez tekrarland.

Viriis konsantrasyonu asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi;

5 karedeki OB’lerin sayis1 x 1250 x viriis seyreltigi = OB’ler/ml

2.5. Biotest

2.5.1. Cydia molesta’da CpGV-V22 (Andermatt) Cogaltilmasi

Ivaldi-Sender (1974) besin ortami1 CpGV-V22 virlis siispansiyonunun (OB)
enfeksiyon oOzelligini kaybetmemesi i¢in virlis 40°C sicakliginda besiyeri ile
kanigtinnlmistir. Bu karisim L3 larvalara yedirilmistir. Cogaltma icin kullanilan viriis
konsantrasyonu 10° OB/ml dir. Viriis siispansiyonunu ¢ogaltmak i¢in 1000 tane bocek
enfekte edildi. Enfeksiyon gozlenen larvalar bir tiipe toplanarak OB’lerin saflagtirilmasi

i¢in -20°C de muhafaza edildi.

2.5.1.1. Enfekte Cydia molesta’dan CpGV Gémiilii Yapilarin izolasyonu

Dondurulmus enfekte larvalardan OB’ler birkag temizleme islemiyle izole edildi. ilk
olarak enfekte larvalarin tlizerine bir miktar saf su eklenerek ultrasantrifiijle parcalandi.
Uzerine SDS ¢ozeltisi (%0,5 w/v) eklendi ve sonra 30 dakika buz iizerinde inkiibasyona
birakildi. Ultrasonik su banyosundan sonra (3 dakika) homojenat gazli pamuk kullanilarak
‘sandvi¢’ seklinde hazirlanan diizenekle filtre edildi ve %5°lik SDS ¢ozeltisi ile durulandi.
Stiziilen madde, 12000 rpm, 12 °C’de 15 dakika santrifiij edildi. Daha sonra pellet alinarak

5 ml saf su igerisinde ¢oziildii. Hazirlanan Gliserol gradiyenti (% 60 - 70 - 80 v/v) iizerine
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¢oziinen siispansiyon eklendi ve 4000 rpm, 12 °C’de, 45 dakika santrifiij yapildi. OB’lerin
bulundugu bant yaklasik %55-60’lik gliserol tabakasinda goriildii ve oradan alinarak iki
kez cift distile su ile 12000 rpm, 12 °C’de 15 dakika santrifiijle temizlendi. Yiiksek oranda
saflagtirllmis OB’lerin elde edilmesi igin gliserol gradiyenti iki kez tekrarlandi.
Stipernatant atildi. Pellet iki kere damitilmis 2 ml su igerisine alindi ve 20800 g’de 15
dakika santrijiij edildi. Bu sekilde saflastirilan OB’lere ¢ift distile (500 ul - 1 ml) su ilave
edildi (Sekil 12).

ENFEKTE LARVA
Cydia molesta

|

CpGV OB izolasyonu
OB Saymmi (PETROFF HAUSSER SAYIM CEMBERT)

Biyotest ile viriilans belirlenmesi
(3x10%, 1x10°, 3x10%, 1x10*, 3x10*, 1x10° OBs/ml)

|

LCso Belirleme

|
Biyolojik Aktivite

Sekil 12. Cydia molesta’nin biyolojik aktivitesinin belirlenmesindeki asamalarin
semast.

2.5.1.2. Gémiilii Yapilardan Viral DNA izolasyonu

Viriis gomiilii yapilart (OB) 4 °C’de 14000 rpm’de santrifiij yapildi. Pellete 300 pl 1
M Na,COs (nihai konsantrasyon 100 mM) siispansiyon olusturuldu. OB’ler 37 °C’de 30
dakika bekletilerek virionlar serbest birakildi. Siispansiyonun pH’s1 IM HCL ile 8.0’
ayarlandi. DNA ekstraksiyonundan once RNase A (45 ug/ml) eklenerek 10 dakika 37
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°C’de inkiibasyona birakildi. Siispansiyona %1’lik SDS ve Proteinaz K (250 pg/ml)
eklenerek virion partikiillerinin pargcalanmasi i¢in 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
Cozelti daha sonra Fenol-Kloroform-izoamilalkol (25:24:1) ile iki kez ekstre edildi. 14000
rpm’de 2 dakika santrifiij isleminden sonra kloroform-izoamilalkol (24:1) ile bir
ekstraksiyon yapildi. Bu islem ii¢ kez tekrarlanarak iist faz atildi. Uzerine 0,1 hacminde
sodyum asetat (3 M, pH =5,2) ve 2,5 hacimde %96’lik EtOH eklendi. Yavasga tiipler alt-
tist edildi ve 30 dakika — 80 °C’ye konuldu.

Bekletilen DNA 14000 rpm’de 15 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.
Stipernatant atild1 ve pellet %70 sogutulmus EtOH igerisinde ¢oziilerek 14000 rpm’de 15
dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. EtOH dokiilerek pellet havada kurutuldu.
Kurutulan DNA ya 80-100 pl su ilave edildi. Aritilan bu DNA kullanim zamanina kadar
—20 °C’de depolandi.

DNA konsantrasyonunun belirlenmesi Eppendorf BioPhotometer iizerinde 260
nm’de absorbsiyon Ol¢iimii ile belirlendi. OD 260nm/OD 280nm orani yaklasik 1,8
oldugunda DNA  saflagtirllmis  anlamindadir.  Kiiglik  miktarlardaki  DNA
konsantrasyonunun belirlenmesin agaroz jel elektroforezinde bant yogunlugunun markir ile

karsilastirilmasiyla belirlendi.

2.5.2.Cydia molesta’min CpGV ile Enfeksiyonu

Cydia molesta’ya karsi CpGV izolatlarinin konsantrasyonlarina goére etkinligi
belirlendi. CpGV izolatlarinin (¢ogaltilan CpGV-V22 ve CpGV-M) larvalar iizerindeki
viriilanslar1 belirlendi. Bu calismalarda standart biyoanalizler i¢in yapay besin ortamlari
olusturuldu. Biyotestlerin 6liim derecelendirmesi, kullanilan konsantrasyona bagl olarak
belirlendi. Buna bagli olarak %50 oraninda larvalarin 6ldiigii letal konsantrasyon (LD50)
tespit edildi. Standart kosullarda Cydia molesta L1 larvalari virlisli besin ortaminda
enfekte edildi. Testlerde kullanilan larvalar Andermatt Biocontrol AG (Isvigre) sirketinden
temin edildi. Yumurtalarin + 4 °C’de depolanma zamanina bagl olarak L1 larvalarinin
cikisi gecikmeli olabilir. Ivaldi-Sender (1974) besin ortami, viriislerin inaktivasyon
ozelligini kaybetmemesi i¢in 40 °C’deki viriis ile karigtirildi.

Kontrol i¢in iki adet 50 gozli kaba viriis bulunmayan besin ortami hazirlandi.
Hazirlanan kontrol ortamlarina yeni ¢ikmis L1 larvalarindan ortalama 35 adet konuldu.

Daha sonra Petroff-Hauser sayma ¢emberinde CpGV goémiilii yapilar1 sayilarak Sml su
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icerisine alindi. Taze hazirlanan ve sicakligi 40-45 °C’ye diisiiriilen besiyerine 6 farkli
konsantrasyona gore hazirlanan viriisler eklendi. Yari-sentetik besin ortami i¢in bu
konsantrasyonlar, 3 x 10%, 1 x 10% 3 x 10% 1 x 10%, 3 x 104, 1 x 10° OBs/ml olarak
hazirlandi. Viriis siispansiyonu besin ortamina katildiktan sonra homojen dagilim igin iyice
karistirildi. Bu karisimlar plastik 50 gozlii plaka lizerine konularak gozlere ayrildi. Kaplara
dokiilen besin ile viriis slispansiyonu karigimlarinda nemin buharlasmasi icin kaplar bir
gece buyunca agik birakildi. Bir firga ile her géze yeni ¢ikmig bir L1 larvasi konuldu. 35
adet larva ile kaplar dolduruldu. Bu kaplar plastik kapaklar ile kapatilarak 26 °C’de inkiibe
edildi.

Larvalarin Oliimlerinin belirlenmesi 1, 7 ve 14. giinlerde yapildi. Biyotest
kurulduktan bir giin sonra her kutu kontrol edildi ve 6lii olan larva sayilar tarihleri ile
kaydedildi. Birinci giinde 6liimleri belirlemek igin steril bir igne ile larvalarin baslarina
dokunularak hareket tepkilerine bakildiktan sonra 6lii olup olmadigina karar verildi.
Deneyin baslangicinda yapilan bu sayim (t=0) deneyin sonunda viriisten 6len larvalarin
6liim oranlarina etki etmemesi igin yapilacak hesaplamalarda 6nemlidir.

Sonuglar lineer olasilik modeli olan Probit analizine (Finney, 1971) gére hesaplandi.
Orta Oldiiriicli konsantrasyonun belirlenmesinde (LCsp) ToxRat programi kullanildi,
egimler ve varyans degisimleri giivenirlilik limiti %95 olan bu program ile belirlendi.
Hesaplanan oliim orani ile doz logaritmasi arasinda dogrusal bir iligki elde edildi.
Regresyon c¢izgisinin (dogrunun egimi ile y ekseninin kesistigi ¢izgi) parametreleri
maximum benzerlik yontemi kullamlarak belirlendi. Ug tekrarli yapilan ¢alismada P degeri
belirtilen anlamlilik sayisinda (0.05) daha kiigiik ise anlamli bir fark vardir (Bender ve
Lange, 2007).

LCso degeri viriisiin biyolojik aktivitesini belirmede kullanilan bir degerdir. ilgili
konsantrasyon olim iliskisinin egimi biotest sisteminin homojenliginin kanitidir. Bunun
anlami, besiyeri igerisinde viral pargaciklarin dagiliminin  homojen oldugudur.
Degerlendirme Toxrat soliisyonlar: standart yazilimi (2.10.05 Version) ile gerceklestirildi.

Patojenlerin neden oldugu 6liim oranina ek olarak kendiliginden baslayan dogal olan
olimler de meydana gelebilir. Bu nedenle, kontrol grubundaki O&liimler ile deney
sonuglarindaki 6liim oranlarinin diizeltilmesine ihtiya¢ duyulur. Bunu yapmak i¢in Abbott
(1925) diizeltme metodu kullanildi.

Deneydeki % 6liim oraninin diizeltilmesi = (1— % yasayan / % kontrol)+100 (%)
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Probit analizi sigmoidal aktarilan doz-yanit egrisini (burada: larva 6lim yiizdesi ile
viriis konsantrasyonudur) sunmaktadir. Dogrusal bir regresyona (en uygunu tekrarlanan
yaklasim ile belirlenir) yonelik esas alinan probit caligmasi giinliik doz uygulamasi ile
miimkiindiir. Bu daha sonra LCsp ve regresyon egiminde giiven sinirlarii ve yanittaki

heterojenligi belirlemek igin kullanilabilir (Hunter-Fujita vd., 1998).

2.6. CpGV-M’nin Cydia molesta Larvalarindaki Transkriptom Analizi

2.6.1. Larvalarin Enfeksiyonu

CpGV-M (Tanada,1964) ve Cydia molesta (Andermatt Biocontrol AG, Isvicre) L3
larvalar1 enfeksiyon igin kullanildi. Yeni dogan larvalar, viriissiiz besiyerinde (lvaldi-
Sender,1974) L3 olana kadar yetistirildi. Daha sonra larvalar 8-10 saat a¢ birakildi. 1 pl
CpGV siispansiyonuna konsantrasyonu 10° OB/ml olacak sekilde hazirlanan viriis
siispansiyonu kiiciik dilimlenmis besinler iizerine damlatildi. Ag¢ birakilan larvalar
hazirlanan bu besinlerle beslenmek tizere kutulara yerlestirildi. Kontrol igin kiigiik besin
pargalarinin iizerine sadece 1 ul saf su eklendi. Normalde larvalar yaklagik bir saat sonra
besinleri yemege basladi. Bu nedenle larvalar ile besinler bir araya konduktan bir saat
sonrast 0. saat olarak kabul edildi. On beser larva 24, 48, 72, 96, 144’iincii saatlerde

inkiibatorden alinarak — 80 °C’de donduruldu.

2.6.2. Kadavralardan RNA izolasyonu

Kontrol, 24, 48, 72, 96 ve 144. saatlerde dondurulan larvalar alinarak RNA
izolasyonu yapildi. Toplam RNA izolasyonu Fermentas GeneJet RNA saflagtirma kiti ile
tireticinin talimatlara uygun sekilde yapildi. Farkli zamanlardaki RNA izolasyonlari i¢in
Cydia molesta larvalarinin kiigiik olmasindan dolayr her RNA izolasyonunda 4-5 larva
kullanildi. RNA izolasyonundan sonra RNA’lara karisan DNA olup olmadigini anlamak
icin gran:lin primeriyle PCR yapildi. DNA goriinen 6rnekler DNase 1 (1 U/1 pl

Fermentas) enzimiyle temizlendi.
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2.6.3. cDNA Sentezi

RNA izolasyonundan sonra temizlenen RNA’lardan BioRad iScript cDNA sentez
kitindeki (BioRad iScript cDNA synthesis kit) iScript reaksiyon mix ve iScript reverse
transcriptaz enzimi kullanilarak 40 dakikalilk ¢cDNA sentez protokoliine uygun sekilde

RNA’lardan ¢cDNA ’lar sentezlendi.

2.6.4. RT-PCR

Reverse transcription PCR yaparken kullanilan primerler CpGV-M’in sekans
analizine gore hazirland1 (Eberle, 2010) (Tablo 4). Aktin geni Cydia pomonella’nin
internal kontrolii i¢in kullanilmaktadir (Arends ve Jehle, 2006). Bu ¢alismada da Cydia

molesta’nin internal kontrolii i¢in kullanildi.

Tablo 4. RT-PCR’da kullanilan primerler.

Beklenen

Hedef gen Sekans
Ekspresyon zamani

) Fwd 5’-AATGGCTCCGGTATGTGC-3’ )
aktin Host housekeeping

Rev 5’-TTGCTCTGTGCCTCGTCT-3’

) Fwd 5’-CCCCAATCCTATGAGAAGCA-3’
ie-1 Cok erken
Rev 5’-ACGCTTTCGAAATGACCATC-3’

Fwd 5°-CTTCCGTCTTCAACCTACTGT-3
lef-8 Erken

Rev 5’-CGCGCCCGTGGTGATAAAAC-3’
major capsid Fwd 5°>-TCCGGCAAGGACAATCGCTC-3’
protein (mcp) Rev 5>-TGGCAGGTCAAACCCTCTG-3’
) Fwd 5’-GACAGGGACGCAGCACTACT-3’
f protein Geg
Rev 5’-TCCGCCACACTGTCCTTGAT-3’
Fwd 5°-TCAGCTCAACGCTCAACTC-3’

granglin Cok gec
Rev 5’-GACAAATTGTCAGTTCACTAGT-3’

Geg

RT-PCR yapilirken kullanilan maddelerin reaksiyondaki karisim miktarlar; 1 pl (10
pmol) her bir Primer, 1 ul 10 mM dNTPs, 5 ul 10 x PCR Tamponu, 4 pl 25 mM MgCl;, 2
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ul DNA, 0,5 ul Tag-DNA-Polimeraz, karisim dd H,O ile 50 ul’ye tamamlanacak sekilde
hazirlandi. PCR reaksiyonu; 95°C’de 2 dakika denatiirasyon, 94 °C’de 1 dakika
denatilirasyon, primerler 6zgili annealing sicakligi 60 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 30 saniye
uzama (extension), 35 tekrar sayisi, 72 °C’de 7 dakika uzama (extension) seklinde

gergeklestirilmistir. Reaksiyon tirtinleri agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.

2.6.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi 0,1-30 kb uzunlugundaki DNA fragmentini ayirmaya
yarayan bir yontemdir. Bu durumda DNA fragmentleri uzunluguna gore jelde meydana
gelen elektrik alani nedeniyle gé¢ hizina gore ayrilir. Gidilen mesafe uzunluk ile ters
orantilidir, 6rnegin, kiiglik olan DNA pargalar1 biiyiikk olandan daha hizli hareket eder.
Agaroz konsantrasyonunun yiiksekligi, jelde kiiciik fragmentlerin daha iyi ayrilmasini
saglar. 50 ml TAE tamponu 0,4 g agaroz ile karistirilarak mikrodalga firinda ¢oziildii.
Yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra jel olarak hazirlanmak tizere jel tablasina
dokiilerek tarak yardimi ile ceplere ayrildi. Katilagmis olan jel TAE tamponu bulunan tank
icine yerlestirildi. Daha sonra akim verilerek (25 ile 100 mV arasinda) elektroforez
uygulandi. Biiyiikliigiin belirlenmesi i¢in 1 kb ve 100 bp’lik A/Hindl11-DNA markir olarak
kullanild1. Yiiriitiilen jel, elektroforetik alandan alindiktan sonra, jel 15-30 dakika arasinda
etidiyum bromiir (0,1 pg/ml) ¢ozeltisinde bekletildi ve daha sonra UV-transiluminatérde
fotograflandi1 (SynGene INGENIUS).

2.7. In vivo Klonlama

2.7.1. CpGV-V22’nin Genotip izolasyonu icin /n Vivo Klonlanmas:

In vivo klonlama Smith ve Crook (1988) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu yéntemde
larva diisiik dozda viriis partikiilii, genelde bir viriis partikiili ile enfekte edilir (Huber ve
Huges, 1984). Bu larvada enfektif viriis partikiilleri gogalir (Sekil 13).

Genotipleri izole etmek i¢in Cydia molesta L3 larvalar CpGV-V22 (OB) igeren yari
sentetik besiyeri ile enfekte edildi. Pisen besin 10 OBs/ml igermektedir. Konsantrasyon
Cydia pomonella i¢cin CpGV-M mortalite LC10 (Sheppard ve Stairs, 1977) esas alinarak
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belirlendi ve CpGV-V22’nin Cydia molesta i¢in mortalite benzer sekilde kabul edildi.
Virlis igeren besin ortaminin hazirlanmasi biyotestlerde hazirlanan besin ortami ile ayni
sekilde hazirlandi. Larvalar 26 °C’de 24 saat 151k ortaminda inkiibe edildi. Larva oliim
orant her giin izlendi. Enfeksiyon basladiktan 2-3 giin sonra len larvalar pens ile besiyeri
tizerinden toplandi. Deneyin sonuna kadar olen larvalar tek tek toplanarak ayr
ependorflara konuldu ve — 20 °C’de muhafaza edildi. Bu tekli larvalardan homojenat viral
DNA izole edildi ve PCR ile karakterize edildi. /n vivo klonlamada 1 OB’nin mediuma
karistigindan emin olabilmek igin farkli bir yontem denendi. Bu yontemde, besiyeri ¢ok
kiiglik pargalara ayrild1 ve bu pargalarin tizerine 1 OB/pul viriis soliisyonu damlatildi. Cydia
molesta L3 larvalar1 bu kiigiik besiyeriyle enfekte edildi. 24 saat ig¢inde kiigiik parcalari
yiyen larvalar viriissiiz besiyerine alinip 26 °C’de 24 saat 151k ortaminda inkiibe edildi. Bu

larvalardan viriis DNA’s1 izole edilip saflastirilana kadar islem tekrarlandi.

Klonlanan Tekli Larvalardan Viriis izolasyonu
V22-Tip CpGV-V22
L3-Larva

v ~N

LC10 =10 OBs/ml Larva Basina 1 OB

v

Tekli Larvalardan DNA izolasyonu

l

PCR ORF35

l l

Karigik Genotip Yaban Tip V22
(V22 susu +M susu)

Sekil 13. CpGV-V22’nin genotip izolasyonu i¢in in vivo Klonlanma semast.
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2.7.2. Klonlanan Larvalardan Viral DNA izolasyonu

Bioron firmasinin Ron’s Tissue DNA Kkiti iireticinin talimatlarina gore kullanilarak

DNA izolasyonu gerceklestirildi.

2.7.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu ya da PCR selektif olarak ¢ift sarmalli DNA sekanslarini
kopyalama yontemidir. Bu yontemde DNA igerisinde yer alan dizisi bilinen iki segment
arasindaki bir bolgeyi 1si-duyarli organizmadan elde edilen DNA polimeraz enziminin
yardimiyla oligoniikleotitler kullanilarak (primer) DNA’nin ¢ogaltilmasi saglanir (Mullis
vd., 1992). Toplam PCR reaksiyonu tekrar tekrar yapilan (25-30 kez) li¢ asamali bir
siirectir. Ik asamada 94 °C-98 °C araliginda DNA zincirlerinin ikiye ayrilmasi
(denatiirasyon) gergeklesir. Ikinci asamada 50 °C-60°C arasinda oligoniikleotitlerin
toplanmasina yardimei olan tavlama (annealing) asamasidir. Uglincii asamada ise DNA
polimeraz enzimi toplanan oligoniikleotleri kullanarak DNA ipligini uzatir (uzama).

In vivo Klonlama ile enfekte edilen larvalardan izole edilen DNA iki spesifik primer
¢ifti ile PCR yapildi (Tablo 5). Bu 6zel primer ciftleri sadece bir genotip DNA’ya
baglanma 6zelligine sahiptir.

ORF35 primerleri hazirlanirken ORF35 fragmenti PCR ile ¢ogaltildi. In vivo
klonlama ile yayinlanmayan V22 izolatinin sekans analizini yapan Eberle (2010) (JKI,
Darmstadt)’nin sekans analizini kullanan Barkova (2011) PrimerSelect, DNAStar
Lasergene, Version 8.1.5 kullanarak ORF35 primerlerini dizayn etti. Bu ¢alismada asagida

sekans dizisi verilen bu primerler karisik V22 genotipini ayirmak i¢in kullanildi.

Tablo 5. In vivo klonlamada kullanilan primerler.

Primer Sekans 5'-3' Hedef-gen
V22 ORF35 upper TGGTGGAAGTATGTGGCTGA ORF35
M_ORF35_upper TGGTGGAAGTATGTGGCTGG ORF35

V22_ORF35_lower GACAGAGAAACATCCACCCC ORF35
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CpGV-V22 ile in vivo klonlamadan elde edilen larvalardan izole edilen DNA’nin
PCR’la ¢ogaltilmasinda, 1 ul (10 pmol) her bir Primer, 1 ul 10 mM dNTPs, 4 ul 10X PCR
Tamponu, 4 ul 25 mM MgCl,, 1 ul DNA, 0,5 ul (5U) Tag-DNA-Polimeraz ve karisim dd
H.0 ile 50 ul’ye tamamlandigi karisim kullanildi. PCR reaksiyonu; 95 °C’de 1 dakika
denatiirasyon, 95 °C’de 1 dakika denatiirasyon, primerlere 6zgii annealing sicakliginda
(62,3 °C - 65,5 °C) 1 dakika, 72 °C’de 1 dakika uzama (extension), 30 tekrar sayisi, 72
°C’de 7 dakika uzama (extension) seklinde gerceklestirilmistir. Reaksiyon liriinleri agaroz

jel elektroforezi ile analiz edildi.



3. BULGULAR

3.1. Petroff-Hauser Sayma Cemberinde Viriis OB’lerinin Sayim
Saflagtirllmis OB’lerin Lecia karanlik alan mikroskobunda 400X biiylitme ile

Petroff-Hauser ¢emberine konularak sayildi. Ug tekrarli olarak yapilan sayim sonuglari
Tablo 6°da verildi.

Tablo 6. Petroff-Hauser sayma gemberinde viriis OB’lerinin sayim sonuglari.

Biotestte Kullanilan Viriis
Materyal Siispansiyonlarinin

Konsantrasyonu (OB/ml)

Stispansiyonun ilk CpGV V22

S 5,1 x 10%°
sayimi (yeni iiretilen)
, CpGV V22 10
Ikinci sayim 5,4 %10
(yeni iiretilen)
. CpGV V22 10
Uglincii sayim 55x10
(yeni iiretilen)
Referans siispansiyonun "
CpGV-M (JKI) 3,7x10
ilk sayimi1
ikinci saymm1 CpGV-M (JKI) 3,6 x 10M
Ucgiincii sayimi CpGV-M (JKI) 4 x 10"

3.2. CpGV’iin Cydia molesta’daki Viriilansi

CpGYV izolatlarinin (M ve V22) farkli konsantrasyonlarinin C. molesta iizerindeki
etkileri arastirlldi. Boylece, CpGV-V22 (Andermatt) izolatt C. molesta larvalarinda
cogaltilip yeni elde edilen stogun viriilans1 belirlendi. Bu bilgiler bize biyolojik aktiviteyi
belirlemede ve hangi CpGV izolatinin daha etkili oldugunu anlamada bilgi sagladi. Bu
caligmalar i¢in yapay besin ortamlariyla standart biyoanalizler kuruldu. Biyotestlerde kriter

olarak kullanilan viriis konsantrasyonuna karsi larvalardaki 6liim etkisi tarif edildi.
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LCso degeri %50 Sldiiriicti konsantrasyonun kisaltmasidir ve test edilen organizmanin
yarisini 6ldiirmek icin gereken dozdur. Test Trevan (1927)’a gore yapildi. Her iki izolat
icin de 7 ve 14. giinlerde belirlenen LCsy degerleri Tablo 7, 8, 9 ve 10°da verildi. Kontrol
6limii %6,5 ve Abbott’s formiiliine gére diizenlendi.

Konsantrasyonu 100000 OB/ml olan CpGV-M ile enfekte edilen C. molesta
larvalarmin 7. giindeki 6liim oran1 %35.4 bulundu. Bu konsantrasyona goére 6lim oraninin
diisiik oldugu belirlendi (Tablo 7).

Konsantrasyonu 100000 OB/ml olan CpGV-M ile enfekte edilen C. molesta
larvalarmin 14. giindeki 6lim orani %62.5 bulundu. Bu konsantrasyonda viriisiin C.

molesta iizerinde enfektivitesinin diisiikk oldugu belirlendi (Tablo 8).

Tablo 7. CpGV-M ile enfekte edilen C. molesta larvalarinin 7. giindeki biyotest

sonugclari
Konsatrasyon Toplam . Oliim
[OB/ml] Bocek Sayisi Canh Ol Orant (%)
Kontrol 185 173 12 6,5
100 91 86 5 5,5
300 93 87 6 6,5
1000 77 72 5 6,5
3000 89 79 10 11,2
10000 79 74 5 6,3
30000 85 73 12 14,1

100000 96 62 34 354
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Tablo 8. CpGV-M ile enfekte edilen C. molesta larvalarimin 14. Giindeki
biyotest sonuglari

Toplam ;
Konsantrasyon . Olim
Bocek Canli Oli
[OB/mL] Orani (%)
Sayist
Kontrol 185 155 30 16,2
100 91 78 13 14,3
300 93 72 21 22,6
1000 77 54 23 29,9
3000 89 60 29 32,6
10000 79 44 35 44,3
30000 85 39 46 54,1
100000 96 36 60 62,5

Konsantrasyonu 30000 OB/ml olan CpGV-V22 ile enfekte edilen C. molesta
larvalarinin 7. glindeki 6liim orant %11.8 bulundu. Bu konsantrasyona gore 6liim oraninin
diisiik oldugu belirlendi (Tablo 9).

Konsantrasyonu 30000 OB/ml olan CpGV-V22 ile enfekte edilen C. molesta
larvalarinin 14. gilindeki 6lim orant %72 bulundu. Bu konsantrasyonda bu stogun C.

molesta tizerindeki enfektivite oraninin yiiksek oldugu belirlendi (Tablo 10).
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Tablo 9. CpGV-V22 ile enfekte edilen C. molesta larvalarinin 7. giindeki
biyotest sonuglari

Toplam ;
Konsantrasyon . Olim
Bocek Canli Oli
[OB/mL] Orani (%)
Sayisi
Kontrol 174 163 11 6,3
100 85 78 7 8,2
300 92 83 9 9,8
1000 90 85 5 5,6
3000 96 86 10 10,4
10000 97 87 10 10,3
30000 93 82 11 11,8

Tablo 10. CpGV-V22 ile enfekte edilen C. molesta larvalarinin 14. giindeki
biyotest sonuglari

Toplam B,
Konsantrasyon . Olim
Bocek Canli Oli
[OB/mL] Orani (%)
Sayisi
Control 174 150 24 13,8
100 85 70 15 17,6
300 92 71 21 22,8
1000 90 63 27 30,0
3000 96 58 38 39,6
10000 97 49 48 49,5

30000 93 26 67 72,0
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3.3. CpGV-M ile Enfekte Edilen Cydia molesta Larvalarindan Transkriptom
Analizi

3.3.1. RNA izolasyonu

CpGV-M ile enfekte edilen C. molesta larvalarindan edilen larvalardan RNA
izolasyonu yapildi. Bu RNA’lardan aktin primeri kullanilarak PCR yapildi.

Bu RNA’lardan aktin primeriyle yapilan PCR sonucunda pozitif goriilen stoklar
DNaz enzimi kullanilarak temizlendi. Bu enzimden sonra tekrardan aktin primeri
kullanilarak ayn1t RNA’lardan PCR yapildi. Bu stoklarda bulunan DNA’larin temizlendigi
tespit edildi.

3.3.2. RT-PCR

Temizlenen RNA’lardan cDNA sentezi yapilarak bu cDNA’lardan RT-PCR yapildu.

3.3.2.1. aktin Primeri ile Yapilan RT-PCR

Houskeeping gen  olan  aktin  primerleri  kullamilarak  (Fwd  5°-
AATGGCTCCGGTATGTGC-3* / Rev 5-TTGCTCTGTGCCTCGTCT-3’) RT-PCR
tiretimi sonucunda biitiin zamanlarda 221 bp uzunlugunda bantlar goriildi (Sekil 14). Bu

bantlar cDNA sentezinin basarili oldugunu gdstermektedir.



CpGV-M DNA
Kontrol

24 Saat

48 Saat

72 Saat

96 Saat

144 Saat
Marker(100bp)

-
:8
E4

221bp

Sekil 14. aktin primeri ile yapilan RT-PCR sonucu.

3.3.2.2. ie-1 Primeri ile Yapilan RT-PCR

ie-1 (en erken ekspres olan gen) primeri (Fwd 5’-CCCCAATCCTATGAGAAGCA-
3’/ Rev 5’-ACGCTTTCGAAATGACCATC-3’) kullanilarak yapilan RT-PCR sonucunda
en 221 bp uzunlugunda bantlar goriilmedi (Sekil 15). ie-1 geninin transkript olmadigi

belirlendi.

=
=
2
2
=
=

CpGV-M DNA
Kontrol

24 Saat

48 Saat

72 Saat

96 Saat

144 Saat

Kor

221bp

Sekil 15. ie-1 primeri ile yapilan RT-PCR sonucu.
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3.3.2.3. lef-8 Primeri ile Yapilan RT-PCR

lef-8 (geg ekspresyon faktor) primeri (Fwd 5°-CTTCCGTCTTCAACCTACTGT-3"/
Rev 5’-CGCGCCCGTGGTGATAAAAC-3’) kullanilarak yapilan RT-PCR sonucunda 470
bp uzunlugunda bantlar goriilmedi (Sekil 16). lef-8 geninin de transkripte olmadigi

goriildii.

CpGV-M DNA

~
-
=
—
k1
@
=
[
=

Kontrol
24 Saat
48 Saat
72 Saat
96 Saat
144 Saat

Kor

Sekil 16. lef-8 primeri ile yapilan RT-PCR sonucu.

3.3.2.4. mcp Primeri ile Yapilan RT-PCR

mcp primeri  (Fwd 5’-TCCGGCAAGGACAATCGCTC-3> / Rev 5’-
TGGCAGGTCAAACCCTCTG-3’) ile yapilan RT-PCR sonucu 477 bp uzunlugunda
bantlar gériilmedi (Sekil 17). Bu genin de transkripte olmadigi bulundu.
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Marker(1kb)
CpGV-M DNA
Kontrol

24 Saat

48 Saat

72 Saat

96 Saat

144 Saat

Kor

1000 E=R
750

477 bp —S0e>ETFY
250

Sekil 17. mcp primeri ile yapilan RT-PCR sonucu.

3.3.2.5. f-protein Primeri ile Yapilan RT-PCR

f-protein primeri (Fwd 5’-GACAGGGACGCAGCACTACT-3> / Rev 5’-
TCCGCCACACTGTCCTTGAT-3’) ile yapilan RT-PCR sonucunda 190 bp uzunlugunda
bantlar goriilmedi (Sekil 18). Bu genin transkripte olmadigi belirlendi.

—_
=
=
=
>
—
k1
=
[
=

CpGV-M DNA
Kontrol

24 Saat

48 Saat

72 Saat

96 Saat

144 Saat

Kor

190bp

Sekil 18. f-protein primeri ile yapilan RT-PCR sonucu.
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3.3.2.6. graniilin Primeri ile Yapilan RT-PCR

granzlin primeri ile (Fwd 5-TCAGCTCAACGCTCAACTC-3* /Rev 5’-
GACAAATTGTCAGTTCACTAGT-3’) yapilan RT-PCR sonucunda 426 bp uzunlugunda
bantlar goriintiilenmedi (Sekil 19). Geg¢ gen olan gran:ilin geninin 24. saatten itibaren

transkript oldugu tespit edildi.

CpGV-M DNA

Marker(1 kb)
144 Saat

CpGV-M OB

Kontrol
24 Saat
48 Saat
T2 Saat
96 Saat

1kb

1000

426 bp —2

Sekil 19. graniilin primeri ile yapilan RT-PCR sonucu.

3.4. In vivo Klonlama Sonuglar

CpGV-V22 (Andermatt) 6rnegi ilk once L3 larvalar enfekte edilerek ¢ogaltildi ve
enfeksiyonun basarili olup olmadiginin belirlenmesi igin temizlenen OB’lerden DNA
izolasyonu (3 tekrarli) yapildi. DNA izolasyonundan sonra bu DNA’larin granilin
primerleriyle (426 bp uzunlugunda) c¢ogaltilmis hali agaroz jel elektroforezinde
goriintiilendi (Sekil 20). CpGV-M DNA’lar pozitif kontrol olarak kullanildi. Jelde 426 bp

uzunlugunda DNA bantlarinin gériilmesiyle DNA izolasyonunun basarili oldugu anlasildi.
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=
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=
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Kor
V22P DNA
CpGV-M DNA

100
750

426bp —2

Sekil 20. CpGV-V22 OB’lerinden izole edilen DNA’larin
goriintiilenmesi.

Andermatt Biocontrol firmasindan gelen CpGV-V22’nin ¢ogaltilip enfeksiyonunun
basarili oldugu kontrol edildikten sonra yeni iiretilen stok aktivite testine tabi tutuldu.

Elde edilen yeni CpGV-V22 stogu (CpGV-M ve CpGV-V22 izolati karigimidir)
ayn1 zamanda in vivo klonlama ydntemiyle viriis izolatlarma ayrilmaya calisildi. /n vivo
klonlama yontemiyle enfekte edilen larvalardan DNA izolasyonu yapildiktan sonra bu
izolatlara spesifik ORF35 primerleri kullanilarak PCR yapildi. Bu primerlere uygun DNA
erime sicakliginin belirlenmesi i¢in gradiyent PCR yapildi. Bu PCR sonucunda CpGV-V22
ve CpGV-M DNA’s1 igin uygun erime sicakligi 65.4 °C olarak belirlendi (Sekil 21).

1000 =t

500

V22- DNA

Sekil 21. Yeni CpGV-V22 stogu ve CpGV-M stogundan izole edilen DNA ile
ORF35-M primerleri kullanilarak yapilan gradient PCR sonuglari.
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Uygun primer baglanma sicakliklar1 belirlendikten sonra izole edilen DNA’lardan
spesifik primer olan ORF35 kullanilarak uygun kosullarda PCR yapildi. 14 ve 16 olarak
numaralandirilan stoklarin DNA’sinin ORF35 primerleriyle yapilan PCR sonucunda
ORF35-V22 primerine spesifik bantlar goriildii fakat ORF35-M primerine spesifik bantlar
goriilmedi. Bu sayede stoklarda saf CpGV-V22 susunun bulundugu belirlendi. (Sekil 22).

Moneg M V211 1213 1415 16 1718 19201 2 M

ORF35_MPrimer

ORF35_ V2 Primer

Sekil 22. In vivo klonlama ile enfekte edilen larvalardan izole edilen DNA’larin ORF35
primerleri ile yapilan PCR sonuglari.



4. TARTISMA

Diinya niifusu ekonomik gelismeye bagli olarak giin gectikce artmaktadir. Hizla
artan diinya niifusu 1900 yilinda 1,5 milyarken 2000 yilinda dort katlik bir artis gostererek
6 milyar olmustur. Son yillarda da ise hizla artan diinya niifusu 7 milyar1 gegmistir. Bu
hizli niifus artisina paralel olarak gida arzinin da artmasi gerekmektedir. Bu nedenle
tarimda ekonomik kayba yol acan zararlilarla kisa siirede etkili bicimde miicadele edilmesi
geregi ortadadir.

Gida arzmin artigi ve siirdiiriilebilirligi, bitkisel iiretimin artmasi ve siirdiiriilebilir
kilinmas1 ile miimkiindiir. Bu durumda bitkisel iiretimde hastalik ve =zararlilardan
kaynaklanan %30-35 oranindaki kaybin azaltilmasi i¢in yapilan ¢aligmalar biiyiikk 6nem arz
etmektedir.

Glinimiizde tarim ve ormancilikta biiyiik zararlara sebep olan boceklerle
miicadelede, ¢evre ve insanlar lizerinde kimyasal sentetiklerin olumsuz etkilerinden dolay1
sentetik kimyasallar yerine biyolojik miicadele etmenlerinin kullanimi artmaktadir. Bu
etmenler arasinda en yaygin olanlari entomopatojen organizmalardir. Bunlar; virisler,
bakteriler, protozoonlar, funguslar ve nematodlardir. Bu patojenlerin biyolojik miicadelede
zararli bocekler iizerinde kullanimina bakildiginda diinyada ¢ok arastirmalara konu
olmasina ragmen, iilkemizde bununla ilgili calismalar ¢ok sinirlidir. Bunlar arasinda bécek
patojeni olarak etkinliginin yiiksek oldugu bilinen bakiiloviriislerin kullanimini arastiran
caligmalar biyolojik miicadele alanindaki eksikliklerin giderilmesi i¢in  6nem
olusturmaktadir.

Transkriptom analizi, herhangi bir organizmada kodlayici ya da kodlayict olmayan
tiim transkripsiyonal aktivitelerin karakterizasyonunu igerir. Yeni nesil RNA sekanslama
metodlaritranskriptomun kesfiyle devrim yaratmastir.

Bu calismada seftali bitkisinin 6nemli zararlilarindan biri olan, Dogu meyve
giivesine (Cydia molesta) kars1 kullanilabilecek insektisidal aktivitesi yiiksek, giivenilir
miicadele etmenlerinin gelistirilmesi yolunda yeni adimlar atildu.

Jehle ve Eberle (2010) tarafindan yapilan CpGV-V22’nin (Andermatt)
enfektivitesini belirlemek i¢in Cydia molesta ile kurulan biotest galismalarinda viriilans
etkisi yliksek gozlendigi belirlendi. Bu g¢alismada CpGV-V22 (Andermatt) stogunun
biyotestler i¢in yeterli olmamasindan dolayr énce CpGV-V22 izolati (Andermatt) C.
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molesta larvalarinda tekrar ¢ogaltildi ve ¢ogaltilan yeni stogun insektisidal aktivitesi tespit
edildi. Yeni iretilen CpGV-V22 stogu ile Andermatt’a ait olan stogun insektisidal
aktivitesi yakin bulundu. Jehle ve Eberle (2010) tarafindan benzer bir ¢calisma farkl bir tiir
olan C. pomonella tizerinde aymi viriisle (CpGV-V22) yapildi. Arastirmacilarin
calismasinda viriisiin aktivitesi yiiksek bulundu.

Yine benzer bir ¢alisma Lacey vd. (2005) tarafindan ticari CpGV izolat1 Grapholita
molesta ve C. pomonella iizerinde test edildi. G. molesta’nin CpGV’ye duyarli oldugu,
fakat bu viriis izolatinin etkinliginin C. pomonella’da G. molesta’ya gore daha yiiksek
oldugu bulundu. Bizim ¢alismamizda da CpGV-M izolatinin C. molesta iizerindeki
etkinligi CpGV-V22 izolatina gore daha diisiik bulundu. Benzer sekilde Jehle ve Eberle
(2010)’nin ¢alismasina gore, CpGV-M izolatinin C. pomonella tizerindeki etkinligi CpGV-
V22 izolatindan biraz daha yiiksek bulundu.

(p +CpGV-M Cm + CpGV-M
Saatler Saatler
¢ 6 12 24 48 712 9% negpos ¢ 24 48 72 96 144

Sekil 20. CpGV-M ile enfekte C. pomonella (Cp) ve C. molesta (Cm)
larvalarindan  izole edilen RNA’lardan yapilan RT-PCR
sonuglariin karsilastirilmasi.

Schneider vd. (2011) tarafindan yapilan caligmaya gore, RT-PCR sonuglarinda, en
erken gen olan ie-1’in 12. ve lef-8’in 48. saatlerde transkript baslangic1 gézlendi. f-protein
geni ve graniilin geninin de beklenildigi gibi 48. saatten sonra transkripsiyona basladigi

belirlendi. Bu ¢alismada CpGV-M i¢in erken ve geg¢ genlerinin (aktin, ie-1, lef-8, mcp, f-
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protein) transkripte olmadigi goriildii. Fakat, siirpriz bir sekilde ge¢ gen olan graniilinin
24, saatte transkript oldugu tespit edildi (Sekil 20).

Smith ve Crook (1988)’un yaptig1 c¢alismada in vivo klonlama yontemi ile
bakiiloviriis genotipi belirlendi. Bu yontem karistk yaban tip bakiiloviriis
siispansiyonlarindan bireysel genotiplerin izolasyonu i¢in gelistirildi.

Smith ve Crook (1993)’un ¢alismasina gore, Pieris brassicae’ya in vivo klonlama
yontemiyle inokiile edilen graniiloviriislerin genotipleri belirlendi.

Crook vd.(1985)’nin ¢alismasinda bir CpGV stogunda genetik heterojenite gosterdi.
Bu stoktaki heterojeniteyi gidermek i¢in in vivo klonlama yontemini kullanarak stogu iig
farkli izolata ayirdi. Yeni belirlenen izolatlarin ¢ogaltilmasi igin tekrardan in vivo klonlama
yontemine bagvurdu.

Bakiiloviriis izolatlarinin genotipik varyasyonlarinin belirlenmesinde in vivo
klonlama yonteminin kullanildigi diger ¢alismalar, Autographa californica NPV (AcNPV)
(Smith ve Summers, 1979), Heliothis zea tek kapsid NPV (HzSNPV) (Gettig ve McCarthy,
1982), Heliothis zea c¢oklu kapsid NPV (HzMNPV) (Williams ve Payne, 1984),
Spodoptera frugiperda c¢oklu NPV (SfMNPV) (Muruniak vd., 1984), Pieris rapae GV
(PrGV) (Crook, 1981 a, b)’dir.

Biz de bu ¢alismada, Eberle ve Jehle (yaymlanmamis)’nin yaptig1 arastirmalarda
farkli genotiplerin karisimi seklinde belirledigi CpGV-V22 (Andermatt) stogunun, in vivo
klonlama yontemiyle farkli genotiplerine ayrilmasini gergeklestirdik. Boylece bu stoktan
elde edilen CpGV-V22 izolatinin gelecek ¢alismalarda saf olarak ¢ogaltilmasina imkan

saglandi.



5. SONUCLAR

Bu c¢alisma sonucunda Cydia pomonella granulozis viriisiiniin (CpGV-M) Cydia
molesta tizerindeki enfektivitesinin diisiik oldugu belirlenmistir. Diger bir viriis karisimi olan
CpGV-V22 stogunun C. molesta iizerindeki enfektivitesi CpGV-M’den yiiksek oldugu
yapilan biyotest ¢alismalart sonucunda tespit edilmistir.

CpGV-M izolatina spesifik primerler (aktin, ie-1, lef-8, mcp, f-protein, graniilin)
kullanilarak bu genlerin CpGV-M ile enfekte edilen C. molesta’da transkript olup olmadigi
belirlendi.

Bu genlerden houskeeping gen olan aktinin tiim zaman dilimlerinde transkript oldugu
belirlendi. Bu cDNA sentezinin basarili oldugunu gostermektedir.

ie-1, lef-8, mcp ve f-protein genlerinin hi¢bir zaman diliminde transkript olmadigi
gozlemlendi.

Geg gen olan granzlinin ise 24. saatten itibaren transkript oldugu tespit edildi.

In vivo klonlama ydntemiyle enfekte edilen larvalardan DNA izolasyonu yapildiktan
sonra bu izolatlara spesifik ORF35 primerleri kullanilarak PCR yapildi. Bu primerlere uygun
DNA erime sicakliginin belirlenmesi i¢in gradiyent PCR yapildi. Bu PCR sonucunda CpGV-
V22 ve CpGV-M DNA’s1 igin uygun erime sicakligi 65.4 °C olarak belirlendi.

Yapilan in vivo klonlama c¢alismalari sonucunda elde edilen yeni CpGV-V22 stogu

(CpGV-M ve CpGV-V22 izolati karigimidir) virlis izolatlarina ayrildi.



5. ONERILER

Bu ¢alismada, Cydia pomonella grantiloviriisiiniin farkli izolatlarinin seftali bitkisine
zarar veren Dogu meyve giivesine (Cydia molesta) karsi etkinliligini arastirmak amaciyla
biyotestler ve transkriptom analizler yapildi. Calisma sonuglarindan hareketle, gelecek

calismalara yonelik olarak asagidaki hususlar belirlenmistir.

1. Bu caligmada kiiltiir ortamlarinda yetistirilen C. molesta’lar kullanildi. Buna ek
olarak farkli cografik alanlardan toplanan larvalar {izerinde bu izolatlarin
biyotestleri yapilabilir.

2. Farkli cografik alanlardan toplanan C. molesta’larda yeni viiirs taramasi yapilabilir.

3. Tespit edilen yeni izolatlarin transkriptom analizleri gergeklestirilebilir.

4. Bu c¢alismada CpGV-V22 karisik viriis stogundan in vivo klonlama ile basariyla
ayrilan CpGV-V22 izolati c¢ogaltilarak C. molesta {izerinde transkriptomal
analizleri ve biyotestleri yapilabilir.

5. Bu ayrilan CpGV-V22 izolatimin Cydia cinsine ait diger tiirler iizerinde de
insektsidal aktivitesi yapilabilir.

6. In vivo klonlama igin kullanilan ORF35 primerleri yerine bu iki izolata spesifikligi

daha yiiksek olan yeni primerler dizayn edilebilir.
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