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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

HYPERA POSTICA (GYLLENHALL)’'NIN FUNGAL PATOJENLERININ
BELIRLENMESI VE FUNGAL MUCADELE ETMENININ ARASTIRILMASI

Birgiil YUCEL

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ismail DEMIR
2016, 78 Sayfa, 13 Sayfa Ek

Hypera postica (Yonca hortumlubdcegi) (Col: Curculionidae), yonca ve yoncaya
yakin leglimenlerde ciddi zararlara neden olmaktadir. Kimyasal, mekanik ve biyolojik tiim
miicadele yontemlerine ragmen, H. postica’nin yonca alanlarindaki zarari halen etkili bir
sekilde devam etmektedir.

Bu calismada, H. postica’ya kars1 etkili bir fungal etmen tespit etmek amaciyla, H.
postica’dan 8 adet fungus izole edildi. Morfolojik (enfeksiyon sekli, koloni morfolojisi,
spor sekli) ve molekiiler (ITS1-5.8S ITS2 gen bolgesi, EF1-a, RPBlve Bloc sekanslar)
karakterizasyon sonucunda izolatlarin Beauveria bassiana (Hpl-2, Hpl-6, Hpl-7, Hpl-10,
HpA-3, HpA-4, HpA-5) ve Beauveria pseudobassiana (Hpl-4) oldugu belirlendi. Boyle bir
calisma H. postica tizerinde ilk kez gerceklestirildi. Ayrica, izolatlarin zararliya karsi
viriilanslar1 da belirlendi. izolatlar 1x10° 1x10° 1x10’, 1x10® konidia ml™* yogunlukta
hem larva hem de erginlere uygulandi. Larvalara kars1 en yiliksek 6liim oranlar1 14 giin
icinde %100 olarak HpA-5 (B. bassiana) ve %97 olarak Hpl-4 (B. pseudobassiana)’ten
elde edildi. Ayrica, erginler iizerinde en yiiksek 6liim degerleri ise yine 14 giinliik siire
igerisinde sirasiyla %98 ve %95 oranlarinda HpA-5 ve Hpl-4 izolatlarindan saglandi.

Bu sonuglar, virulans: yiiksek olan izolatlarin H. postica’ya karsi mikrobiyal ve

entegre miicadele uygulamalarinda umut verici olduklarini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Hypera postica, mikrobiyal miicadele, Beauveria sp., yonca

VI



Master Thesis
SUMMARY

DETERMINATION OF FUNGAL PATHOGENS AND INVESTIGATION OF FUNGAL
AGENTS OF HYPERA POSTICA (GYLLENHALL)

Birgiil YUCEL

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Ismail DEMIR
2016, 78 Pages, 13 Pages Appendix

Hypera postica (Alfalfa weevil) (Col: Curculionidae) causes serious damage in
alfalfa and a few closely related legumes. Despite the chemical, mechanical and biological
methods, the damage of H. postica in the alfalfa fields is still continues seriously.

In order to, determine an effective fungal agent against H. postica we 8 fungal strains
had been isolated from field collected H. postica. After morphologic (infection pattern,
colony morphology, spore shape) and molecular (ITS1-5.8S ITS2 gene area, EF1-a, Bloc,
RPB1, sequences) characterizations, the isolates were identified as Beauveria bassiana
(Hpl-2, Hpl-6, Hpl-7, Hpl-10, HpA-3, HpA-4, HpA-5) and Beauveria pseudobassiana
(Hpl-4). All isolates were isolated from H. postica for the first time. In addition, virulence
of these isolates against H. postica was determined. Spore suspensions of 1x10°, 1x10°,
1x107, 1x10® conidia ml* were applied to both larvae and adults. The highest mortality for
larvae were obtained from isolate HpA-5 (B. bassiana) with 100% mortality and Hpl-4 (B.
pseudobassiana) with 97% mortality within 14 days. The highest mortality for adults were
obtained with isolates HpA-5 (B. bassiana) and Hpl-4 (B. pseudobassiana) with 98% and
95% mortality within 14 days, respectively.

These results are indeed promising, considering isolates with high virulence; they
can be used for microbial and entegrated management against H. postica.

Key Words: Hypera postica, microbial management, Beauveria sp., alfalfa
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Tiirkiye’de tlke niifusunun 6nemli bir kismu gegimini tarim ve hayvanciliktan
saglamaktadir. Ulkemizde devlet tarafindan verilen destekler sayesinde tarim ve
hayvanciliga ilgi giderek artmaktadir. Hayvancilik ile ilgili olarak en 6nemli unsurlardan
biri elde edilen verimin yiiksek olmasidir. Verim yliksekliginin saglanmasi ise hayvan
beslenmesi ile dogrudan iliskilidir. Ulkemizde hayvancilikta yem bitkileri bu hususta
onemli bir yer tutmaktadir. Yem bitkilerine 6rnek olarak yonca, korunga, fig, sorgum,
silajlik musir, liggiil, yem pancari, yemlik salgam, ¢im ve ¢ayirotu Verilebilir. Bunlar
arasinda 6zellikle yonca; besin degeri, verimlilik ve adaptasyon gibi 6zellikleri bakimindan
diger bitkilerden ¢ok {istiindiir. Nitekim, sahip oldugu 6zellikler nedeniyle bu bitkiye yem
bitkilerinin kraligesi denilmistir. Ulkemizde ve diinyada en fazla yetisme alanina sahip yem
bitkilerinden biri yoncadir. Ekonomik omrii ortalama 7-10 yil olup, bir yilda toprak
yapisina ve iklim kosullarina bagli olarak birden fazla (2—10) bigim yapilabilmektedir.
Bolgeden bolgeye bigim sayisi degismekle beraber, Dogu Anadolu Bolgesi’nde 2-3,
Giliney Anadolu Bolgesi’nde ise 8—10 bigim yapilabilmektedir (Anonim, 1999). Yonca,
icerdigi yiliksek protein ve vitamin orant nedeniyle hayvanlar i¢in besleyicidir.
Hayvanlardaki siit verimliligine katkisi biiyliktiir. Toprak ylizeyini ortiicti bir bitki olan
yonca, yesil giibre ve toprak 1slah edici olarak da ekilebilir. Ayni zamanda koklerini fazla
derinlere indirerek buradaki su ve besin maddelerinden de kolayca faydalanabilir.
Koklerindeki yumrucuklar ile topraga fazla miktarda azot baglayip, kendisinden sonra
ekilecek olan yiizlek koklii bitkiler icin organik maddece ve azotga zengin, su tutma
kapasitesi iy1 bir tarla topragi birakir (Anonim, 1999).

Diinyada yonca iiretiminin en Onemli sorunu hastalik ve zararlilarin meydana
getirdigi verim Kkayiplaridir. Bu hastaliklarin en O6nemlileri arasinda Pseudopeziza,
Rhizoctonia, Verticillum, Sclerotinia, Pythium ve Fusarium gibi fungal hastaliklar
sayilabilir. Yoncada asil zarara neden olan bdcekler arasinda Hypera, Acyrthosiphon,
Therioaphis, Sitona, Lygus, Phytodecta ve Bruchaphagus cinslerine bagli tiirler sayilabilir.
Bu tiirler her bolgede zararli olmamakla beraber, Hypera postica (yonca hortumlubdcegi)

tiim diinyada onemli bir zararlidir. Yurdumuzda da bu bocegin zararindan dolay1 bazi



bolgelerde yonca tarimi azalmis veya tiimden yapilamaz olmustur (Anonim, 2007b).
Yonca hortumlubdceginin larva ve ergininin yonca iizerinde yapmis oldugu zarar dikkat
cekicidir. Ozellikle larvalarin yapmis oldugu zarar erginlerden daha fazladir. Ulkemizde ve
diinyada bu bdcegin zararmin en aza indirilmesi i¢in ¢esitli yontemler denenmistir.
Bunlarin basinda kiiltiirel ve kimyasal miicadele yontemleri gelmektedir. Yapilan kiiltiirel
yontemler arasinda yoncanin kuvvetli ve sik yetistirilmesinin saglanmasi ve bdylece
tarlalarda giines 1s1nlarinin topraga ulagsmasinin engellenerek yumurta ve larva gelisiminin
yavaslatilmasinin saglanmasi, bigimden Once sulamanin yapilarak tarla sicakliginin
diistiriiliip larva gelisiminin yavaslatilarak pupa olmasinin geciktirilmesi, bigimden sonra
da sulama geciktirilerek yoncanin yesermesinin ertelenip ve boylece toprak iizerine diisen
larvalarin direkt giines 1s1¢1ina maruz birakilarak larva zayiatinin arttirilmasi, erken bigim
yapilarak larvalarin daha fazla zarar vermeden yoncalarin hasat edilmesi sayilabilir (Ozbek
ve Hayat, 2003).

Yonca hortumlubdcegi ile miicadelede kullanilan en yaygin miicadele yontemi
kimyasal miicadeledir. Kimyasal miicadele iklim kosullarina bagl olarak, ilk bi¢imden 10-
20 giin 6nce m>de 25 larva veya ergin bulundugunda baslamalidir. Bélgelere ve yillara
gore degismekle birlikte, Nisan basindan Mayis ortasina kadar olan devrede bitki boyunun
yaklasik 15-30 cm oldugu dénemde, Malathion, Carbaryl, Azinphos-methyl, Fenthion,
Fenitrothion gibi etkili maddelerin degisik oranlar1 ve dozlari ile yapilmasi 6nerilmektedir
(Anonim, 2007a). Ancak, iilkemizdeki iireticiler ilaglamay1 kendilerine gore belirledikleri
zaman diliminde ve dozunda yapmaktadir. Bu nedenle de istenen sonuglar
almamamaktadir. Bunun yani sira kimyasal miicadelenin neden oldugu ciddi sorunlar
hepimiz tarafindan iyi bilinmektedir. Kullanilan kimyasal ilaglar bdceklerin bu ilaglara
kars1 diren¢ kazanmalarina, c¢evredeki faydali boceklerin, bal arilarinin, kuslarin ve
baliklarin 6lmelerine, besin zinciri yoluyla insanlara ulasarak bir¢ok kalici ya da 6ldiirticii
hastaliklara neden olmaktadir (Ecevit, 1988; Peter, 1984). Kimyasal miicadelenin bu
zararli yonlerinin bilinmesine karsin Tirkiye’de kimyasal insektisit tiiketimi 1979-2002
yillar1 arasinda %45,29’luk bir artis gostermistir (Delen vd., 2005). Ancak, bu artisa
ragmen halen istenilen sonuglar alinamamaktadir. Bu nedenlerden dolay1 yeni miicadele
yontemlerinin aranmasit hiz kazanmistir. Bu hususta biyolojik miicadele kimyasal
miicadelenin meydana getirdigi bircok problemi ortadan kaldirmasi ve uzun vadede kalici
bir ¢6ziim olmasi nedeniyle vazgeg¢ilmez bir miicadele yontemidir. Biyolojik miicadele, bir

zararli organizmanin popiilasyon yogunlugunu veya etkisini olabileceginden daha aza



indirmek ve daha zararsiz hale getirmek i¢in bagka organizmalarin kullanilmasidir
(Eilenberg vd., 2001). Mikrobiyal miicadele ise biyolojik miicadele etmenleri olarak
bakteri, fungus, protozoa, viriis ve nematod gibi mikroorganizmalarin kullanilmasidir
(Eilenberg vd., 2001; Lacey ve Goettel., 1995; Demirbag, 2008). Zararlilarin biyolojik
miicadelesinde kullanilmak iizere ¢ok sayida bocegin bakteriyel florasi belirlenmis ve bu
flora tlyelerinin gerek konaklar1 gerekse farkli zararhilar {lizerindeki oOldiirticii etkileri
arastirilmistir (Ozkan-Cakic1 vd., 2015; Eski vd., 2015; Danismazoglu vd., 2012; Ozsahin
vd., 2014; Demirci vd., 2013;Secil vd., 2012; Demir vd., 2012a; Sevim vd., 2010c; Gokge
vd., 2010; Ince vd., 2008; Sezen vd., 2007; Sezen vd., 2004; Demir vd., 2002).

Boceklerle miicadelede mikrobiyal etmenlerin  kullanimi, 1800°1i  yillarda
funguslarla baglamistir. Bu etmenlerin boceklerle miicadelede kullanimi, ¢ok eskiye
dayanmasina ve genelde olumlu sonuglar elde edilmesine ragmen, mikrobiyal miicadelenin
onemi, 1900’1 yillarin ortalarina kadar anlagilamamis ve fazla gelisememistir. Bu tarihten
sonra siklikla kullanilan kimyasal insektisitlerin zararli etkilerinin ortaya c¢ikmasiyla,
aragtirmalar, bocekler iizerinde patojenik etkiye sahip mikroorganizmalarin tespiti ve
zararlilara karst kullaniomma yogunlasmistir. Entomopatojenik funguslar mikrobiyal
miicadele etmeni olarak 100 yil1 agkin bir siiredir kullanilmaktadir. Genel olarak, birgok
bocek takimi fungal hastaliklara karsi duyarlhidir ve entomopatojenik funguslar, zararli
boceklere karst mikrobiyal miicadele etmeni olarak iyi bir potansiyele sahiptir (Roberts,
1989).

Entomopatojenik funguslar pek g¢ok zararli bocegin dogal olarak kontrol altina
alinmasinda onemli bir etmen olup, bu organizmalar zararli bocek popiilasyonlarinda sik
sik genis yayilimli epizootiklere neden olmaktadir. Pek ¢ok entomopatojenik fungus direkt
olarak bocek kiitikulasindan enfeksiyon yapmaktadir ve bu yiizden konak tarafindan
yenilmelerine gerek yoktur. Bu 6zellik entomopatojenik funguslar1 6zellikle bitki 6zsuyu
ile beslenen boceklerin miicadelesinde Oncii aday konumuna getirmektedir. Giiniimiizde
diinya ¢apinda entomopatojenik funguslardan olusan pek ¢ok ticari preparat bulunmaktadir
ve bunlar ¢esitli zararlhilarla miicadelede kullanilmaktadir (Goettel vd., 2005). Simdiye
kadar, en azindan 90 cinse ait 700 entomopatojenik fungus tiirii tanimlanmis ve bunlardan
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea (=Paecilomyces
fumosoroseus) ve Verticillium lecanii gibi bazi tiirler ise bir¢ok iilkede pek ¢ok zararliyla
miicadelede ticari olarak iiretilerek kullanilmaktadir (Rath, 2000). Bu amagcla biitiin

diinyada oldugu gibi iilkemizde de giinlimiize kadar ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Birgcok



tarim ve orman zararlilarinin fungal patojenleri arastirilmis, bu patojenlerin gerek kendi
konaklar1 gerekse farkli zararlilar tizerindeki oldiiriicii etki ve virulanslar1 belirlenmistir
(Sevim, 2010; Sevim vd., 2010a,b,d; Sevim vd., 2013; Tanyeli vd., 2010; Kocagevik vd.,
2015; Kocagevik vd., 2016; Demir vd., 2013; Demir vd., 2012b; Sénmez vd.; 2016).

Entomopatojenik funguslarin, memeliler iizerinde herhangi bir toksik etkilerinin
bulunmamasi, boceklerde diren¢ olusturmamalari, biyoteknolojik gelistirmelere yonelik
yiiksek bir potansiyele sahip olmalari, uygulama sonrasi ¢evrede uzun siire kalarak uzun
Omiirli miicadele saglamalari, konaklarinin tiim gelisme fazlarimi enfekte etmeleri,
genellikle insektisitlerle birlikte sinerjitik hareket etmeleri ve onlarla beraber
kullanilabilmeleri ve kitle {liretimi problemlerinin {istesinden kolayca gelmeleri gibi
biyolojik miicadelede kullanilmalar1 agisindan bir¢ok 6nemli avantajlara sahiptir (Wan,
2003; Demirbag, 2008).

Onemli yem bitkilerinin birgogunda ciddi zararlara neden olan Hypera postica
(Gyllenhal)’nin parazitoit ve predatorleri Avrupa’da ayrintili bir sekilde arastirilmis ve
bunlardan bircogu biyolojik miicadelede kullanilmak amaciyla ABD tarafindan ithal
edilmistir. Bunlarin en 6nemlileri, Hymenoptera takimindan Bathyplectes curculionis
(Thoms.), Bathyplectes anurus (Thoms.) (Ichneumonidae), Dibrachoides druso (WIkr.)
(Pteromalidae), Microctonus aethiopoides (Wees) (Braconidae) ve Tetrastichus incertus
(Ratz) (Eulophidae)’dir. Yonca hortumluboceginin iilkemizde de bazi dogal diismanlari
tespit edilmistir. Onemli larva parazitoitleri, Bathyplectes sp. nr. corvina Ths., Hoplectis
maculator F. (Hymenoptera: Eulophidae). Bunlar igerisinde en etkili olan1 Bathyplectes
sp.’dir. Ayrica Beauveria sp. fungusu larva erginlerde hastaliklara ve oliimlere neden
olmaktadir (Ecevit, 2007).

Hypera postica’nin yonca tarlalarinda olusturdugu zarar ve zarara bagli olarak
meydana getirdigi verim kaybi gbz oniline alindi§inda, bu bocegin zararinin engellenmesi
ya da en aza indirilmesi tarimda ve hayvancilikta 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu hususlar
dogrultusunda yem bitkilerinin en biiyiik zararlilarindan biri olan Hypera postica (Yonca
hortumlubdcegi) ile miicadele etmek amaciyla bu zararlidan entomopatojenik funguslarin
izolasyonu, elde edilen izolatlarin morfolojik ve molekiiler yontemlerle identifikasyonu ve
bunlarin  zararliya karsti mikrobiyal miicadele materyali olarak kullanilabilme

potansiyellerinin aragtirilmasi bu ¢aligmada planlamustir.



1.2. Yem Bitkileri ve Yonca Yetistiriciligi

1.2.1. Yem Bitkileri Tarimi ve Onemi

Yem bitkisi, hayvan yemi olarak yetistirilen, ancak bunun yaninda toprak ve suyu
muhafaza etme, ekim nobeti igerisinde kendinden sonra gelen iriinlerin verimini artirma
Ozellikleri tasiyan, dogrudan dogruya veya sonradan yedirilmek {izere hasat edilerek
kurutulan veya silaj1 yapilan bitkilerdir.

Yem bitkileri tarimmin tarihi kesin olarak bilinmemektedir. Ancak, M.O. 1350
yillarinda Anadolu’da yoncadan yararlanildigi Hitit Yazitlarindan anlasilmaktadir. Yem
bitkilerinin tarihi bu kadar eskilere dayanmasina karsin planli ve sistemli bir {iretimin
baslamas1 17. yy’dan sonra Avrupa’da gériilmektedir. Ulkemizde bilingli bir yem bitkisi
tarimi1 Cumhuriyet Donemi basinda goériilmektedir (Soya vd., 1997).

Yurdumuzda, yonca, korunga, adi fig ve burcak gibi geleneksel bir kag yem
bitkisinin tarimi yapilmaktadir. Bu bitkilerin yaninda, hayvan pancari, sudan otu, musir,
yem bezelyesi ve miirdiimiik gibi birgok yem bitkisinin tarimi yapildigi bilinmektedir.
Bugiin yem bitkisi ekim alani, misir vb bitkiler dahil edildiginde bile toplam ekilebilir
alanin en ¢ok %3’linli, her yil ekilen alanin ise %6’sin1 kaplamaktadir. Yurdumuzda
hayvan beslenmesi, genis Ol¢lide dogal cayir ve meralara, anizlara ve tahil samanina
dayanmaktadir.

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) ve Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 2016
verilerine gore, lilkemizde 664 bin ha yonca, 493 bin ha fig, 191 bin ha korunga ve 1.1
milyon ha musir ekimi yapilmaktadir (Tablo 1). Bu dort ana yem bitkisinin yaninda,
hayvan pancari, sudan otu, yem bezelyesi ve miirdiimiik, gibi birgok yem bitkisinin tarimi
yapildig1 bilinmekle birlikte yaklasik olarak 157 bin ha ekim alanma sahip olduklari
bilinmektedir.

Yem bitkileri, hayvansal {iretimin en Onemli girdilerden birini olusturan yemi
saglamasinin yam sira, topraklarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine, kendisini takip eden
kiiltiir bitkilerinin verim ve kalitesine olumlu etkilerde bulunduklar1 bilinmektedir. Cok
degisik iklim ve toprak oOzelliklerine sahip olan iilkemizde, yem bitkileri gerek kiyi
bolgelerimizde, gerekse orta ve gecit bolgelerimizde ana iiriin ve ikinci iirlin olarak

iiretimde yer alma olanagina sahiptir.



Tablo 1. Yillara gore yem bitkileri ekim alanlar1 (Ha) (T.C. Gida, Tarim ve

Hayvancilik Bakanligi, 2016)

Yillar | Yonca | Korunga | Fig Masir Diger Toplam

1981 | 143.000 | 75.000 122.000 | 580.000 | 32.370 | 952.370

1990 | 197.439 | 95.759 259.000 | 515.000 | 17.069 | 1.084.267
2000 | 250.800 | 107.500 | 225.300 | 555.000 |11.577 |1.150.177
2005 | 385.000 | 110.000 | 350.000 | 800.000 |62.000 | 1.707.000
2006 | 444.029 | 117.603 | 520.814 | 795.000 |55.745 |1.933.191
2007 | 535.000 | 130.000 | 640.000 | 795.000 | 65.000 | 2.165.000
2008 | 555.721 | 140.129 | 579.684 | 850.000 |59.100 | 2.184.634
2009 | 569.296 | 150.893 | 577.469 | 866.003 | 74.259 | 2.237.920
2010 | 568.760 | 155.513 | 520.997 | 887.734 | 60.543 | 2.193.547
2011 | 558.553 | 153.645 | 557.792 | 901.795 | 54.597 | 2.226.382
2012 | 676.172 | 197.602 | 669.432 | 976.698 | 169.349 | 2.689.253
2013 ]630.463 | 192.881 | 589.274 | 1.062.714 | 163.487 | 2.638.819
2014 | 693.795 | 194.976 | 482.253 | 1.073.598 | 163.575 | 2.608.197
2015 | 664.064 | 191.454 | 493.076 | 1.111.293 | 157.135 | 2.617.022

Baklagil yem bitkileri, organik tarim sisteminde yesil giibreleme yolu ile ana
bitkinin ihtiyaci olan azot gereksiniminin hemen hemen tamami veya 6nemli bir bolimiinii
karsilayabilmektedir. Ayrica, kaba yem olarak tanimlanan yem bitkileri en ucuz besin
kaynagidir. Hayvanlarin mide mikrofloras: i¢in liizumlu besin maddelerini igermektedir.
Mineral ve vitamin kaynagt olmalar1 nedeniyle hayvanlarim verim ve iireme
performanslarini etkilerler. Ayn1 zamanda topragin derin tabakalarinda ¢6ziinmez halde
bulunan bazi besin elementlerini (fosfor gibi) ¢oziindiirlip, topragin iist tabakalarina
tasiyarak kendinden sonra gelecek iiriin i¢in hazir hale getirirler. Bagka yabanci otlarin
gelismesine miisaade etmezler. Bugdaygil ve baklagil yem bitkileri ekildikleri topraklari
yalmiz verimli hale getirmekle kalmazlar. Ayn1 zamanda bol miktarda birakmis olduklari
kok ve toprak istii artiklar1 ile topragin organik madde miktarini artirarak yapisini
diizeltirler. Topragin organik madde yoniinden zenginlesmesi ise, 6zellikle yagis1 az olan
yerlerde ¢ok 6nemli husus olan topragin su tutma ve besin maddeleri kapasitesini artirir.

Yem bitkilerinin 6nemini kavrayan gelismis bat1 iilkelerinde yem bitkileri alaninin
tarim arazisi i¢cindeki pay1 %25-70’dir. Halbuki iilkemizin topraklarin ¢ogu engebeli ve
meyilli olmas1 nedeniyle islemeli tarima uygun olmayip, tamamen su ve riizgar erozyonuna
aciktir. Bir mm’lik toprak tabakasinin olusmasi i¢in en az 100 yil gerektigi ve iilkemizde
her yil Kibris adasinin biiyiikliigiine esit ve 10 cm kalinlhigindaki bir topragin denizlere

dokiildiigii dikkate alindiginda, yem bitkilerinin tarla arazileri igerisindeki %3’liik pay1 cok



diisiik kalmaktadir. Ayrica, hayvan varligi bakimindan 6nde gelen iilkelerden biri olan
Tiirkiye hayvansal tiretim bakimindan alt siralarda yer almaktadir. Béylece insan beslemesi
icin en Onemli kaynaklardan biri olan hayvansal {iriinlerin tiiketim miktarlar1 diger
tilkelerle kiyaslanamayacak kadar diisiiktiir. Bu nedenle, hayvanlarin iyi ve kaliteli
yemlerle beslenerek hayvansal iriinlerin verim ve Xkalitesinin artirilmast Oonemli bir
konudur. Bu agidan degerlendirildiginde yapilan arastirmalarda hayvanlarin kaliteli yem
bitkileri ile beslenmesi durumunda verimlerinin en az iki kat artirilabildigi tespit edilmistir.
Bu durumlar géz Oniine alinarak iilkemizde, son yillarda hayvanciligin desteklenmesi
kapsaminda yem bitkileri yetistiriciligine uygulanan desteklemeler ile yem bitkisi {iretimi

art1g gostermistir.
1.2.2. Yonca Yetistiriciligi

Genis alanlarda yem bitkisi olarak tarimi yapilan yonca (Medicago sativa L.)’nin
60 kadar tiirti olup (Lesins ve Gillies, 1972), adi yonca (Medicago sativa L.) ve sar1 ¢igekli
(Medicago falcata L.) yoncalardan ibaret olan ¢ok yilliklarin yem bitkisi olarak &nemi
daha fazladir (A¢ikgdz, 2001). Bugiin adi yonca dogal olarak Giiney ve Orta Avrupa’dan,
On Asya ve Japonya’ya kadar uzanan genis bir alanda yetismektedir. Sar1 ¢igekli yonca ise
cok kuzey bolgeler disinda Avrupa, On Asya, Kafkaslar, Sibirya ve Cin’de yabani olarak
yetismektedir.

Yonca, diger bitkilerden besin degeri, verimlilik ve adaptasyon gibi ozellikleri
bakimindan ¢ok {istiin olan bir yem bitkisidir. Nitekim, sahip oldugu 6zellikler nedeniyle
bu bitkiye yem bitkilerinin kraligesi denilmistir. Yoncanin yem bitkileri igerisinde ¢ok
onemli bir yer almasini saglayan 6zellikler sunlardir:

% Genis bir uyum (adaptasyon) kabiliyetine sahiptir. Yonca, -50°C’den 60°C’ye

kadar degisik iklim ve toprak kosullarinda yetisebilmektedir.

¢ Ot verimi diger yem bitkilerinden yiiksektir.

% Besleme degeri ¢ok yliksektir. Bunun da sebebi, yonca otunun proteince zengin
icerikte olmasi ve birim alandan alinan ham protein veriminin yiiksek olmasidir.
Yonca otu vitamince ve mineral madde bakimindan da zengindir. Biinyesinde

en az 10 vitamin bulundugu bilinmektedir.

X/
L X4

Yonca otunun hazmedilebilirlik oran1 ytiksektir.

X/
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L)

Ekim sisteminde kendinden sonra gelen {irlinlin verimini artirir.

¢ Uzun 6miirli bir bitki olup, 7-10 yil tirlin alinabilir.



+« Bir yil igerisinde yapilan bigim sayis1 ¢ok fazladir (Soya vd., 1997).

Biitiin bu 6zellikleri dikkate alindiginda yonca yetistiriciligi yem bitki {iretiminde
onemli bir yer tutmaktadir. Ulkemizde 2016 verilerine gére 664 bin ha yonca ekim alani
vardir ve bu ekim alan1 giin gectik¢e artmaktadir. Yonca alanlarindan elde edilen verimin
en yuksek diizeyde olmasi tarimin bir kolu olan hayvanciligin gelismesi ve hayvan yemi
ihtiyacinin karsilanmasi agisindan onemli bir husustur. Bu sebeple yonca zararlilari ile

miicadele gegmiste ve giiniimiizde 6nemli bir konu olmaya devam etmektedir.

1.3. Yonca Zararhlar
1.3.1. Lygus lineolaris (Tarnished plant bug, TPB) (Heteroptera: Miridae)

Lygus lineolaris Miridae familyasina ait olup bitkiler ile beslenen bir tiirdiir (Sekil
1). Delici-emici agiz yapisina sahip olup Kuzey Amerika’daki meyve ve sebzelerde ciddi
bir zararli haline gelmistir. Tiim ticari olarak yetistirilen kiiltiir bitkilerinin yarisindan
fazlas1 ile beslenir. Ama 06zellikle pamuk, yonca, fasulye, cilek, elma ve kozalaklh
fidanlardaki zarar1 dikkate degerdir. Diinya’nin birgok bdlgesinde yayilisa sahiptir.
Erginlerinin uzunlugu 6,5 mm’ye kadar olabilir, kahverengidirler ve arka taraflarinda “V”
seklinde sar1, turuncu veya kirmizi renkte izleri vardir. Yumurtalarini bitki dokusu igerisine
birakirlar. Nimfleri parlak agik yesil renkli olup instar olarak adlandirilan 5 agamadan
gecerler. Birinci ve ikinci instarlar afidlere benzerler ancak daha aktif ve daha hizlidirlar.
Ucgiincii, dérdiincii ve besinci instarlar sirtlarinda bes siyah noktaya ve gelismekte olan
kanat yastiklarina sahiptir (Liu vd., 2002). Bu zararl: ile biyolojik miicadelede 1980’lerde
parazit esekarist Peristenus digoneutis Fransa’dan ithal edilmis ve kuzey-dogu
Amerika’da %63 oraninda yoncadaki zararda azalma tespit edilmistir. Vermont Entomoloji
Laboratuvari Universitesi ise TPB’ye kars1 ¢gesitli entomopatojen funguslar denemisler ve

bu funguslar arasindan Beauveria bassiana’y1 TPB’ye karsi kullanmislardir (Vern, 1998).

Sekill. Lygus lineolaris A: Nimf B: Ergin (URL-1)



1.3.2. Subcoccinella vigintiquatuorpunctata (24 Noktali Gelin Bocegi)
(Coleoptera: Coccinellidae)

Subcoccinella vigintiquatuorpunctata (Linnaeus), Subcoccinella cinsinin tek
tiyesidir. Hemen hemen yar1 kiiresel ve lizerinde noktalar bulunan bir sekle sahiptir.
Erginleri 3-4 mm uzunlugunda ve turuncu renk iizerinde siyah noktalara sahiptir (Sekil 2).
Nokta sayisi genellikle 20 ile 24 tane olup en fazla 26 tanedir. Bazilarinda noktalar
kaybolmus olabilir. Yumurtalar sar1 renklidir (Sekil 2) Larvalar1 soluk gri-yesil koyu
beneklere sahip olup 4-6 mm uzunlugundadir. Larva yiizeyi dalli dikenler ile kaplidir(Sekil
2). Bu dikenler yirticilara kars1 bir savunma olarak zararli alkoloidler salgilamasi i¢in pupa
doneminde de bulunur (Sekil 2) (Hodek vd., 2012). Bocegin ergin ve larvalari yonca
yapraklari ile beslenerek zarar olusturmaktadir. Yoncaya 6zellesmis olan bu bdcegin yurt
disinda tohumluk tiretimini de olumsuz etkiledigi belirtilmektedir (Bournoville vd., 1984).
S. vigintiquatuorpunctata, iilkemizde 6zellikle I¢ Anadolu Bélgesi’nde yoncada 6nemli

zarara neden oldugu i¢in miicadelesine yonelik aragtirmalara baglanmistir.

Sekil 2. Subcoccinella vigintiquatuorpunctata evreleri. A: Yumurta B: Larva
C: Pupa D: Ergin (URL-2)

1.3.3. Bruchophagus roddi (Yonca Tohum Sinegi) (Hymenoptera: Eurytomidae)

Bruchophagus roddi (Gussakovskii), yoncanin tohumlarinda beslenen 6nemli bir
zararli olup, tohumluk iiretimi yapilan yerlerde ve popiilasyonunun yiiksek oldugu yillarda
onemli zararlara yol agabilecegi belirtilmektedir (Tamer vd., 1997). Erginleri genellikle

siyah ve yaklasik 1.7 mm’dir (Sekil 3). Tam olarak biiyiimiis larvast “C” sekilli ve
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uzunlugu 1.8 mm olup kahverengi bas tarafi hari¢ beyazdir. Diinyada genis bir yayilim

gostermektedir.

Sekil 3. Bruchophagus roddi ergini (URL-3)

1.3.4. Hypera postica (Yonca hortumlubécegi) (Coleoptera: Curculionidae)
(Gyllenhal) Sinonim: Hypera variabilis (Hebst.)

1.3.4.1. Hypera postica’nin Yayilisi

Hypera postica esas olarak plearktik bolgenin (Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika’yi
icine alan bolge) zararlisidir ve biitiin yonca yetistirilen bolgelerde bulunur. Diinyada
ozellikle ABD’de Utah, Arizona, Maryland, lowa, Oklahoma gibi eyaletlerde ciddi
zararlara neden olmus ve bu sebeple miicadelesi 6nem kazanmistir (Wehrle, 1939; Poos ve
Bissel, 1953). Bunun yani sira Kanada, Hindistan, Misir, Japonya ve Rusya gibi bir¢ok
iilkede de yayilist mevcuttur. Ulkemizde de yonca yetistirilen her yerde yayilist mevcuttur.
Tokat, Erzurum, Adana, Denizli, Igdir, Amasya, Elazig, Ankara iilkemizde baslica yonca

tarimi1 yapilan iller olup, bu illerde yonca hortumlubdceginin zarari dikkate degerdir.

1.3.4.2. Hypera postica’nin Zarari

Yonca hortumlubdcedi yonca yetistirilen her yerde ekonomik olarak oOnemli
miktarda zarar olusturmaktadir. Erginler, genellikle yapragin yan damarlarini, yaprak
ayasini ve siirglin uglarimi yiyerek beslenir. Ancak, ilk iki donem larvalar siirgiin uglart ve
yaprak koltuklar1 ile beslenip, bitki gelisimini yavaslattiklar1 igin larva zarari ergin
zararindan daha onemlidir. Son iki donem larvalari ise sadece orta damar ve yan damarlar
kalacak sekilde yapragi digtan kemirirler (Sekil 4). Larva zarar {istten asagiya dogru olup,
asil zarar birinci bi¢cime kadar olan zarardir. Larva yogunlugu fazla ise zarar goren
yapraklarin kurumasi sonucu yonca tarlasi boz, giimiisi bir goriinim kazanir. Sulama

imkani kisitli ve az bi¢im yapilan yerlerde ekonomik énemi biiyiiktiir (Anonymous, 1995).
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Bu zararhiya iilkemizde yonca vyetistirilen her yerde rastlamak miimkiindiir. Yonca
hortumlubdcegi yonca bitkisi disinda, fig, burgak ve tlicgiilde de zararlidir. Bu bitkilerin de
yem bitkisi oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda yonca hortumlubdeegi ile miicadelenin
iilkemizde ve diinyada hayvancilik ve tarim acisindan ne kadar Onemli oldugu
anlagilmaktadir. Diinya’da birgok iilkede yonca hortumlubdceginin zarar tespit edilmis ve
bu zarara kars1 etkili miicadele yontemleri aranmistir. Bu konuda 6zellikle ABD’de ciddi
calismalar yapilmistir. ABD’de Utah, Maryland, Oklahoma, Arizona, lowa gibi baslica
eyaletlerde bu bocegin ciddi zararlarina rastlanilmistir ve bu hususta 1900°1i yillarin ilk
yarisinda biyolojik miicadele yontemleri denenmeye baslanmistir. ilk olarak larva
parazitoitleri kullanilarak zararli ile miicadele edilmeye calisilmistir. Ancak yine de
istenilen sonu¢ tam olarak alinamadigindan etkin miicadele yontemleri gelistirilmeye

calisilmig ve halen daha caligilmaktadir.

Sekil 4. Hypera postica’nin yonca bitkisi tizerindeki zarar1

1.3.4.3. Hypera postica’nin Biyolojisi

Yonca alanlarmin hi¢ kuskusuz en biiyiikk zararlist yonca hortumlubdcegidir.
Erginleri 5-6 mm uzunlugunda, kahverengiden griye kadar degisen renklerdedir. Bas
uzamig ve petek gozlerden baslayip hortum seklini almistir. Hortum thorax uzunlugunun
yarist kadardir. Antenler dirsekli ve uzu topuzludur. Kanatlar bitisik dururken bitisme
hattinda arkaya dogru daralan koyu renkli bir bant goriiniimii vardir (Sekil 5). Yumurtalar
0.4-0.6 mm boyunda oval bigimdedir. ilk birakildiklarinda saydam, agik sar1 renkteyken
acilacagi zaman agik kahverengiye donmektedir (Sekil 5). Renk koyulagmasi embriyonun
gelismesiyle baglantili olarak koyulasir. Yumurtadan ilk ¢ikan larvalar beyaz renkte
olmasina ragmen, beslenme ile bu renk yesile doner. Larvanin bas kismu siyahtir. Larva

bacaksiz olup dorsalde uzunlamasina beyaz bir ¢izgi bulunur (Sekil 5). Olgun larva 7-10
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mm uzunlugundadir. Pupa serbest pupa bi¢iminde olup ortalama 5 mm boyundadir ve
kokon i¢inde bulunur (Sekil 5). Kokon i¢indeki pupa toprak yiizeyinde bitki artiklar1 ve

yabanci otlar tizerinde bulunmaktadir.

Sekil 5. Hypera postica’nin biyolojisi A: Yumurta B: Larva C: Pupa D: Kokon iginde
pupa E: Ergin

1.3.4.4. Hypera postica’nin Yasam Dongiisii

Yonca hortumlubdcegi, kis1 yonca tarlalarinda, bitki artiklari igerisinde, yarik ve
catlaklarda ergin halde gegirir. Ilkbaharda havalarin 1sinmasi ile birlikte ortaya ¢ikarlar ve
yonca filizleri ile beslenir. Birka¢ giin sonra disi bocek yumurtalarini bitki fenolojisine
bagli olarak, baglangigta kuru sap, taze govde, yaprak sapinin govde ile birlestigi yer,
yaprak sap1 ve silirglin uglarinda hortumu ile actig1 yaralara 1-29 adet birakir. Bir diginin
koydugu yumurta sayis1 1000’e ¢ikabilir. Yumurtalar 2-3 haftada agilir ve ¢ikan larvalar,
2-3 giin bulunduklar1 yerde beslendikten sonra yaprak ve tepe tomurcuklarina gecerler. Tlk
iki larva donemini ¢ogunlukla tomurcuklar icinde beslenerek, son iki donemi de bitki
tizerinde serbestce dolasip beslenmek suretiyle gegirirler. Yapraklar delik desik olur, tepe
stirgiiniiniin tamamen yenildigi durumlar oldugu gibi, bazi hallerde bitkinin sadece sap
kism1 kalmaktadir. Olgun larvalar topraga diiser, bir kokon o6rdiikten sonra icerisinde pupa
olurlar. Bu donem genelde ilk bi¢gimin baslangiclarina tesadiif eder. Yaklasik 10 giin sonra
erginler ¢ikar. Beslenmelerini devam ettirirler. Yaz sicaklar1 bastirinca, topragin 2-3 cm
derinliginde yaz uykusuna (yazlamaya) girerler. Sonbaharda tekrar hareketlenir ve
tarlalarda goriiliirler. Havalar soguduktan sonra topraga geger ve kislamaya baslarlar (Sekil

6). Yilda bir dol verir (Anonymous, 1995).
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Sekil 6. Hypera postica’nin yasam dongiisii (URL-4)

1.4. Zararh Boceklerle Miicadele Yontemleri

Glintimiizde gelismis iilkelerde tarim ve ormancilikta kalitenin ve iiriin miktarnin
artirilmasina yonelik; ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Siiphesiz, bunlarin en 6nemlileri zararh
boceklerin, zararlarmin ortadan kaldirilmasi veya en aza indirilmesine yonelik yapilan
miicadele ¢alismalaridir.

Dogada yararl ve zararli olarak tanimlanan ¢esitli bocek tiirleri bulunmaktadir. Dogaya
ve insana zararli olan ¢ok az sayida bocek tiirli bulunmasina ragmen, 6zellikle bu zararlh bécek
tiirleri tarim alanlarinda biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hizli niifus artigi ile
birlikte tarim alanlarinda meydana gelen {irlin kayiplar1 tilkemizi her gecen giin disa bagimh
hale getirmektedir. Zararl bocek tiirlerinin olusturdugu zarar nedeniyle Tiirkiye bir¢ok iilkeden
tarim driinleri ithal etmektedir.

Zararli bocekler ile miicadele, kitle iiremesi yapan veya yapma yeteneginde olan bocek
popiilasyonlarinin sayisinin artmasini engellemek i¢in gerceklestirilen ¢caligmalar olarak bilinir.
Tarimda ve ormancilikta uygulanan cesitli zirai miicadele yontemleri bulunmaktadir
(Demirbag vd., 2008; Eilenberg vd., 2001). Bu miicadele yontemlerini cesitli gruplara ayirmak
miimkiindiir.

Dogal Miicadele: Insanmin herhangi bir yardimi olmadan dogal kuvvetlerle bdcek
popiilasyonlarinin kontrol altinda tutulmasidir. Cevre direncinin bir sonucu olarak bdceklerin
onemli bir kism1 ya ¢ogalmadan ya da ¢ogaldiktan sonra Oliirler. Boylece, zarar olusturan
bocegin ortamdaki sayisi ve olusturdugu zarar diisiik seviyede kalmis olur.

Yasal miicadele: Yasal yollardan yararlanarak, zararlilarin yayilmasini onlemektir.

Karantina, ambargo, muayene ve sertifika uygulamak bunlarin basinda gelir. Bu tiir
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uygulamalar bazen kitalar ve {ilkeler arasinda olurken, bazen de iilkenin igerisinde bir bolgeye
0zgii uygulanabilirler.

Mekanik miicadele: Bocekleri cesitli yontemlerle toplamak, pusuya diistirmek, yem
tuzaklar1 kurmak, feromonlar kullanmak, tuzak odunlari hazirlamak veya gida degisimi
yapmak sureti ile yapilan miicadele seklidir. Feromon uygulamalari giinlimiizde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Orman alanlarinda uygulanmasi nispeten daha yaygindir.

Fiziksel miicadele: Sicaklik ve nemden yararlanarak boceklerin 6ldiiriilmesi, elektrik
veya radyoaktivite kullanarak boceklerin kisirlagtirilmas: islemlerini iceren miicadele
yontemidir.

Kiiltiirel miicadele: Tarimsal alanin degistirilmesi yani alanin tarimsal bitkiler i¢in ideal
ancak zararli bocekler i¢in uygunsuz hale getirilmesidir. Bu yontemde yapilan islemler ise
sanitasyon yani ortamdaki bitki kalintilarmin temizlenmesi, ekim programlarinin degistirilmesi,
ekin rotasyonu (farkli iiriin ekimi), birka¢ farkli bitki tiirlinlin ekilmesi ile biyolojik ¢esitlilik
saglanilmasi ve tuzak bitkiler kullanarak zararli boceklerin ilgisinin bu bitkilere ¢ekilmesidir
(Van Den Bosch vd., 1973; DeBach ve Rosen, 1991; Hajek, 2004).

Kimyasal miicadele: Cesitli kimyasal maddelerin toz veya sulu halde kullanilmasi
sureti ile yapilan miicadeledir. Ulkemizde ¢ok yaygm olmasmna ragmen, ¢evreye verdigi
olumsuz etkilerden dolay1 giliniimiizde, gelismis iilkelerde yavas yavas bu yontemden
vazgecilmektedir (Demirbag vd., 2008). Onceleri zararlilarla miicadelede kimyasallarin
kullanilmasi tek g¢are olarak belirlenmistir (Anonim, 2008). Kimyasal insektisitlerin biiyiik
cogunlugu bdceklerin merkezi sinir sistemine etki ederek onlar1 dldiiriir. Oliimiin asil nedeni
sinir sisteminin 6zel duyarliligidir. Birinci hedefleri ¢ogunlukla baska yerler olan pestisitler
bile en son etkilerini sinir sistemine yaparlar. Kimyasal insektisitlerin uygulama sonrasi
zararlinin  Olimilyle sonuglanmasina ragmen, potansiyel olumsuz etkilerinden dolay1
zararlilarin miicadelesinde kullanilabilecek diger yontemlerin arastirilmasi yararli olacaktir.

Biyolojik miicadele: Zararli bocek popiilasyonlarin dolayisiyla boceklerin zararini
azaltmak i¢in canli organizmalardan (mikroorganizmalar, predatdrler, parazitoid bocekler,
omurgasizlar, omurgalilar, feromonlar, bocek biiyiime diizenleyicileri, bitkisel maddeler ve
genetik kontroller) faydalanilarak yapilan ekonomik, giivenilir ve basarili bir miicadele

yontemidir.
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1.4.1. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele, bir zararli organizmanin popiilasyon yogunlugunu veya
etkisini olabileceginden daha aza indirmek ve daha zararsiz hale getirmek icin canli
organizmalarin kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001). Biyolojik miicadelenin ilk uygulama
donemleri c¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. Asya’da avecir karincalardan bu hususta
yararlanildigr ve M.S.900-1200 yillar1 arasinda narenciye zararlilarina karsi kullanildig
bilinmektedir. Bunlara ilave olarak, 1200’li yillarda Yemen’de palmiye agaglarindaki
zararlilara kars1 karincalarin kullanildigi ve Arabistan’da her yil daglardan getirilen avci
karinca kolonilerinin, hurma agaglarinda zarar yapan bir diger karinca tiiriine karsi
kullanildig1 kayitlidir (Canakgioglu, 1998).

Giintimiizde zararlilarla biyolojik miicadelede kullanilan organizmalar biiylik bir
cesitlilik gostermektedir. Bu organizmalarin baslicalari; oriimcekler, akarlar, parazitoid
bocek tiirleri, kuslar, memeliler, kertenkeleler, amfibiler, siiriingenler, baliklar ve patojen
organizmalardir.

Biyolojik miicadelenin bir alt kolu olan mikrobiyal miicadele, zararli boceklerle
miicadelede patojen mikroorganizmalarin kullanilmasini kapsar. Entomopatojen olarak
adlandirilan bu mikrobiyal miicadele etmenleri (bakteriler, viriisler, funguslar, nematodlar,
protozoalar) zararli boceklerde hastalik olusturarak bdcek popiilasyonlarinin dengede
tutulmasin1 ve zararlarinin en aza indirilmesini saglamaktadir. Gilinlimiizde bu gruplara
dahil bircok mikroorganizmanin kitle iiretimi yapilmakta ve gesitli zararlilara karsi
kullanilmaktadir. Ozellikle son zamanlarda entomopatojenik funguslar {izerine yapilan

arastirmalar artmakta ve cesitli biyopreparatlar i¢in ruhsatlar alinmaktadir.

1.4.1.1. Entomopatojenik Funguslar (EPF)

Entomopatojenik funguslar, funguslarin cesitli sekillerde bdoceklerle ve diger
artropodlarla birlikte hareket eden genuslarmi ihtiva eder. Bunlar, bocek konaklariyla
saprofitik, kommensalistik, parazitik veya patojenik iliskiler kurabilir. Entomopatojenik
funguslar bocek popiilasyonlarinin diizenlenmesinde énemli role sahiptir. Bes farkli siif
igerisinde farkli bir dizilis gostermekte olan entomopatojenik funguslar spesifik bocek
tiirlerini enfekte eden zorunlu patojenler, pek ¢ok bdcek tiiriinii enfekte edebilen genel

patojenler ve fakiiltatif patojenler olarak gruplandirilabilir. Fungal epizootikler bazi bocek
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tiirlerinde yaygin olmasina ragmen, bazi bocek tiirlerinde ise nadir goriiliir (Goettel vd.,
2005).

Entomopatojenik funguslarin mikrobiyal miicadele etmeni olarak 100 yili agkin bir
stiredir kullanilmakta oldugu bilinmektedir (Hall vd., 1982). Simdiye kadar tanimlanan
700’in tizerinde entomopatojenik fungus bilinmekte ve bunlardan bazilar1 biyolojik
miicadele etmeni olarak {retilmekte ve kullanilmaktadir (Strasser vd.. 2000).
Entomopatojenik fungus orijinli yaklasik 150 ticari preparat 2007 yilindan itibaren

kullanimdadir ve tiretimi devam etmektedir (Faria ve Wraight, 2007).

1.4.1.1.1. Entomopatojenik Funguslarin Siniflandirilmasi

Entomopatojenler, mantarlar aleminin birgok taksonomik grubunda bulunur. Bugiin
85 cinse ait 700 kadar entomopatojen fungus tiirii belirlenmistir. Bunlardan pekgogu
Ascomycota ve Zygomycota boliimleri igerisinde bulunmaktadir. Zygomycota’ya ait
Entomophthorales takimi, Conidiobolus, Entomophaga, Erynia ve Pandora cinsleri ile
yaygin olarak temsil edilir. En yaygin bocek patojenlerini igeren grup ise Ascomycota’ya
ait Hypocreales takimidir. Bu grubun en taninmis iiyeleri olan Beauveria ve Metarhizium
cinsleri bugiin bircok mikoinsektisidin ana materyalini olusturmaktadir. Ascomycota’ya ait
diger O6nemli entomopatojenlerin bulundugu gruplar; Nomuraea, eskiden Verticillium
olarak bilinen Lecanicillium, yine eskiden Paecilomyces olarak bilinen Isaria ve
Aschersonia cinsleridir (Shah ve Pell 2003; Charnley ve Collins 2007). Entomopatojenik
funguslarin  sistematik pozisyonlarina dayanarak ortaya cikarilan gruplandirmada
entomopatojenik veya entomoparazitik funguslar Blastocladiomycota (Coelomomyces spp,
Coelomycidium simulii), Entomophthoromycotina, Kickxellomycotina (Harpellales ve
Asellariales), Eurotiomycetes (Ascosphaera ve diger cinsler), Laboulbeniomycetes
(ektoparazitik ~ ascomycetes), Dothideomycetes  (Myriangium),  Sordariomycetes
(¢ogunlukal Hypocreales icerisinde) ve Pucciniomycetes (Septobasidium ve akrabalar)
gruplan igerisinde yer aldigin1 sdylemek miimkiindiir (Humber, 2008). Bazi 6nemli
entomopatojenik funguslarin detayli siniflandirilmasi Tablo 2’de verilmistir (Humber,

2008; Roy vd., 2006).
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Tablo 2. Funguslarin siiflandirilmasi ve bazi énemli entomopatojenik funguslarin fungi
alemi igerisindeki taksonomik pozisyonlari

Filum Chytridiomycota
Filum Neocallimastigomycota L
Filum Blastocladiomycota o
Filum Microsporidia %
Filum Glomeromycetes g 52 S
Alt Filum Mucormycotina (filum atanmadi) S & =
Alt Filum Kickxellomycotina (filum atanmadi) § g )
Alt Filum Zoopagomycotina (filum atanmadi) g
Alt Filum Entomophthoromycotina (filum atanmadi)
Takim Entomophthoralean
Familya Entomophoraceae
Cins Entomophaga
Entomophthora
Erynia
Eryniopsis
Furia
Massospora
Familya Neozygitaceae
Cins Neozygites
Zoophthora
Alt Alem Dikarya
Filum Ascomycota
Alt Filum Pezizomycotina
Siif Eurotiomycetes
Siif Dothideomycetes
Siif Laboulbeniomycetes
Siif Lecanoromycetes (likenler)
Siif Orbiliomycetes
Siif Sordariomycetes
Takim Hypocreales
Familya Clavicipitaceae
Cins
Telemorf Hypocrella
Metacordyceps
Regiocrella
Torrubiella
Anamorf Aschersonia
Metarhizium

Pochonia
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Tablo 2’nin devami

Rotiferophthora
Verticillium-gibi?
Familya Cordycipitaceae
Cins
Telemorf Cordyceps s.str.
Torrubiella
Anamorf Beauveria
Engyodontium
Isaria
Lecanicillium
Mariannaea-gibi
Microhilum
Simplicillium
Familya Ophiocordycipitaceae
Cins
Telemorf Ophiocordyceps
Elaphocordyceps
Anamorf Haptocillium
Harposporium
Hymenostilbe
Paecilomyces gibi*
Paraisaria
Sorosporella
Syngliocladium
Tolypocladium
Verticillium gibi®
Filum Basidiomycota
Alt filum Pucciniomycotina
Simif Pucciniomycetes
Takim Septobasidiales
Alt filum Ustialginomycotina
Alt filum Agaricomycotina

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

2 Onceden Verticillium sect. Prostrata icerisinde yer alan tiirler. Giiniimiizde bu tiirler
Verticillium’dan kesin bir sekilde, ayrilmig fakat yeni siniflandirilmalari yapilmamustir.

1.4.1.1.2. Entomopatojenik Funguslarin Siniflandirilmasinda Kullamlan
Ozellikler
Entomopatojenik funguslarin simiflandirilmasinda ana olarak morfolojik ve 6zellikle
son zamanlarda molekiiler karakterler yaygin olarak kullanilmaktadir.
Morfolojik 6zellikler: Entomopatojenik funguslarin siiflandirilmasinda bir¢ok farkli

morfolojik 6zellikler kullanilmaktadir. Bunlar sirasi ile bocekte meydana gelen enfeksiyon
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sekli, kat1 besiyerindeki koloni morfolojisi ve rengi, sporlarin sekli ve boyutlari, hiflerin
yapisi, havai ve septali olup olmadigi, synnema yapisi, sporlarin tek tek veya zincir
seklinde olup olmamasi, sporokarp (fruiting body) yapisi, konidiyogenez hiicrelerinin
yapist ve sekli, stroma yapisi, konidiyoforlarin yapisi, dinlenme yapilarinin (resting spores)
sekli ve biiyilikliigli, sporangiyum yapist ve sekli, fungusun hymenia olusturup
olusturmamasi, zoospor yapist ve diger bazi Ozellikler entomopatojenik funguslarin
morfolojik tiir tayininde kullanilmaktadir (Humber, 1997).

Molekiiler ozellikler: Cesitli organizmalarin karakterizasyonu i¢in PCR temelli
metotlarin kullanilmas1 entomopatojenik funguslarda (6zellikle Beauveria bassiana ve
Metarhizium anisopliae) tiir sinirlarmin, filogenilerinin anlasilmasinda ve tiir tayinlerinin
yapilmasinda biiylik bir énem arz etmektedir. Birgok spesifik olmayan PCR temelli
metotlar B. bassiana ve M. anisopliae izolatlarin1 karakterize etmek igin kullanilmistir ve
pekcok calisma bu funguslar arasinda biiyiik oranda genetik c¢esitliligin oldugunu
gostermistir (Meyling, 2008).

DNA dizi analizlerinden elde edilen bilgiler ile entomopatojenik funguslarin tiir
tayinlerinin yapilmasi son zamanlarda kullanilan en ileri teknik olarak belirtilmektedir.
DNA dizi analizinden elde edilen bilgileri ile GenBank’ta yer alan diger entomopatojenik
funguslara ait DNA dizileri ile karsilagtirmak miimkiindiir. DNA dizi analizlerinden elde
edilen veriler ile yapilan filogenetik caligmalarinda B. bassiana ve M. anisopliae tiirlerinin
kriptik taksonlardan olustugu ve bu ayrimmn morfolojik olarak yapilamadigi
belirtilmektedir (Meyling, 2008; Rehner ve Buckley, 2005; Bischoff vd., 2009).

DNA’da yer alan spesifik bolgelerin dizin analizinin yapilmast pek¢ok organizma
icin filogenetik ¢alismalarda kullanilmaktadir. Entomopatojenik funguslar i¢in, son
zamanlarda ITS gen bolgesi tiir tayinlerinin yapilmasinda ve hatta tiir i¢i genetik
cesitliligin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Driver vd., 2000; Muro vd., 2003; Meyling,
2008). Aym sekilde, EF1-a ve 18S gen bolgeleride tiir i¢i korunmus olduklarindan ve tiir
icinde yiiksek oranda ¢esitlilik sagladiklarindan dolay1 entomopatojenik funguslarin
simiflandirilmalarinda ve tiir tayinlerinde kullanilmaktadir (Rehner ve Buckley, 2005;

Rehner vd., 2006; Pantou vd., 2003).
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1.4.1.1.3. Entomopatojenik Funguslarin Genel Biyolojileri

Entomopatojenik funguslarin yasam dongiileri ¢ogunlukla konaklarinin gelisme
safhalar1 ile es zamanli olarak gerceklesmektedir (Shah ve Pell, 2003). Fakat, pek ¢ok
entomopatojenik fungus, hayat dongiilerinde bircok benzerlige sahiptir (Roy vd., 2006).
Bakteri ve viriislerden farkli olarak, funguslar konaklarini yalnizca bagirsaktan degil, aynm
zamanda boceklerin solunum deliklerinden ve integumentin yiizeyinden de enfekte edebilir.
Bu 06zellik entomopatojenik funguslari boceklerin beslenme aktivitelerinden bagimsiz
olarak dogrudan enfekte edebilecegi gercegini dogurmaktadir (Ferron, 1978). Bu durum
bitkilerin 6zsivist (basta afidler) veya hayvan kani ile beslenen bdceklerin mikrobiyal
miicadelesinde entomopatojenik funguslara 6nemli avantajlar saglamaktadir (Lacey ve
Goettel, 1995).

Entomopatojenik funguslarin yasam dongiilerinde ilk olarak fungus enfektif bir
spor iretir ve bu spor konagin kiitikulasina tutunarak penetre olur. Penetrasyondan sonra
spor ¢imlenerek germ tiiplinii olusturur ve bunu takiben appressorium olusumu meydana
gelir. Bu penetrasyon islemi siklikla integiimentin enfeksiyon boélgelerinde melanizasyon
reaksiyonuna yol a¢gmaktadir (Ferron, 1978). Bu da patojenin yavas biiyilimesini veya
giicinii durdurmasma yardimci olur (Hajek ve Leger, 1994). Bundan sonra, fungus
konagin hemoseline ulasarak konagi istila eder ve toksin iiretimi veya cogalma gibi
nedenlerle konagi o6ldiiriir. Uygun kosullar altinda bdcegin 6liimiinden sonra, fungus
konaktan disar1 dogru sporlasmaya baslar ve bu sporlasma ya da konidiyogenezis
kadavranin dis ylizeyinde meydana gelir (Goettel vd., 2005; Shah ve Pell, 2003). Alternatif
olarak, fungus primer konagin olmadigr zamanlarda taksonomik olarak birinci derecede
iliskili bir baska konag1 enfekte edebilir. Benzer olarak, alternatif konagin
enfeksiyonundan sonra konak 0liir ve iiretilen sporlar primer iligkili diger bireyleri enfekte
edebilir. Bunun haricinde, enfeksiyon i¢in uygun olmayan ¢evresel kosullarda, fungus, bu
kosullara dayanikli dinlenme yapilarini (resting spores) olusturur. Bu yap1 ¢evrede konak
olmadig1 zaman uzun bir siire varligimn siirdiirebilmektedir. Dinlenme yapilarinin kendisi
enfektif ozellige sahip degildir. Fakat, yeniden enfektif spor olusturabilir. Sporlasmadan
sonra ¢evreye yayilan sporlar baska konaklari enfekte eder. Normal olarak bu yasam
dongiisiiniin pek cok istisnalar1 bulunmaktadir. Fakat, 6nemli olan g¢evresel faktorlerin

fungusun tiremesi ve hayatta kalmasi i¢in son derece dnemli olmasidir. (Goettel vd., 2005).
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1.4.1.1.4. Fungal Enfeksiyon

Entomopatojenik funguslar diger bocek patojenlerinden farkli olarak konagin
integiimentinden enfeksiyon yapabilir. Bu nedenle, konak tarafindan yenilme gerekli
degildir ve enfeksiyon ¢igneme yapan bocekler ile sinirli kalmaz (Fuxa, 1987). Genellikle
eseysiz olarak ilireyen sporlar enfeksiyondan sorumludur ve enfeksiyondaki baslangic
asamasi pasif veya spesifik olmayan tutunmadir (Castrillo vd., 2005; Shah ve Pell, 2003).
Bu adim bécegin kiitikulasina temas igin birgok farkli yol icermektedir. Ornegin,
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ve Nomurae rileyi durumunda, tutunma
islemi sporlarda yer alan iyi organize olmus fasikiil rodletler ve bocek kiitikulas1 arasindaki
hidrofobik iligkinin sonucu olarak meydana gelir. Sucul ortamlarda yasayan
entomopatojenik funguslarda ise tutunma islemi zoosporlarin kese olusturmasi ile takip
edilir (Castrillo vd., 2005). Tutunma islemini takiben, sporlar konagin ¢esitli bariyerlerinin
iistesinden gelmek i¢in fungusa yardimci olan appressorium yapisint olusturmak igin
cimlenmeye baglar (Hajek ve Leger, 1994). Bundan sonra, ¢emlenmis spor kiitikulani
igerisine penetre olur. Penetrasyon safhasinda, proteaz, kitinaz ve lipaz gibi kiitikulay1
parcalayan bazi enzimler konaga giriste 6nemli rol oynamaktadir (Clarkson ve Chamley,
1996). Bu enzimler sporlarin bdcek kiitikulasina penetre olmasina yardim eder. Ozellikle
proteazlar bocek ile ¢evre arasindaki fiziksel bariyeri zayiflatarak ya da degrede ederek
sporlarin kiitikulaya penetrasyonunda onemli yer tutarlar. Prl proteazlar prl genleri
tarafindan kodlanir ve subtilisin benzeri bir enzimdir (Fang vd., 2009). Bu proteaz genine
sahip olan funguslar enfeksiyon igleminde daha etkili olurlar. Penetrasyonu takiben,
hemoselin igerisindeki filamentdz fungus yapilart maya benzeri hifal yapilara veya
protoplastlara (blastospor) gec¢is yapar. Bu yapilar hemolenf icerisinde dolasirlar ve
tomurcuklanma ile ¢ogalirlar. Daha sonra tekrar filamentdz yapilara gegis yapilarak fungus
i¢ dokular1 ve organlari istila eder ve sonunda bocek oliir (Castrillo vd., 2005). Son olarak,
fungus 6lmiis bocek iizerinde sporlasir ve yeni olusmus sporlar baska bir konag1 enfekte
edebilir. Uygun kosullar altinda, bu durum ayni sekilde devam eder. Fungal enfeksiyon

isleminin ayrintili semas1 Sekil 7°de verilmistir.
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Penetrasyon
kancas1

Kiitikula

3 @ @D Hemosel

Blastospor

Sekil 7. Bocek kiitikulasindaki fungal enfeksiyon basamaklarinin
gosterimi. 1. Bocek kiitikulast ve spor arasindaki fiziksel
temastan sonra fungusun konagi tanimasi spor ¢imlenmesini ve
appressorium olusumunu baglatir. 2. Penetrasyon kancasi ve
cesitli hifal yapilar kiitikulay1 ve epidermisi gecer. 3. Fungusun
hemosele girmesinden sonra blastospor olusumu baslar ve
fungus konagi istila eder.

1.4.1.1.5. Entomopatojenik Funguslarin Etki Sekilleri

Entomopatojenik funguslar, farkli metabolitler iireterek konaklarimi bir¢ok farkli
sekilde oldiirmektedir (Zimmermann, 2007b). Kimyasal olarak farkli toksik metabolitler
Beauveria, Fusarium, Gliocladium, Metarhizium, Paecilomyces ve Verticillium gibi
biyolojik miicadele etmenlerinde tanimlanmistir. Bu metabolitlerden bazilarinin 6nemli
patojenite etmenleri oldugu bilinmektedir (Strasser vd., 2000). Simdiye kadar bir¢ok
arastirmaci Beauveria spp. ve M. anisopliae tarafindan iiretilen metabolitler iizerine
odaklanmistir (Zimmermann, 2007a; Zimmermann, 2007b; Strasser vd., 2000). Ciinkii, bu
iki fungus en 6nemli mikrobiyal miicadele etmenleridir. Baz1 entomopatojenik funguslar

tarafindan tiretilen baz1 metabolitler Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3. Entomopatojenik funguslar tarafindan iiretilen baz1 metabolitler

Fungus Metabolitler
Beauverisin, bassianin, bassianolide,
Beauveria bassiana beauverolidler, tenellin, oosporein,
oksalik asit, bassiakridin
Beauveria brongniartii Oosporin
Destruksinler (28 tip), swainsonie,

Metarhizium anisopliae sitokalasin C

Paecilomyces .. ]
y Beauvricin, beauverolidler

fumosoroseus

Dipicolonik asit, hidroksikarboksilik
Verticillium lecanii asit,

siklosporin
Hirsutella thompsonii Hirsutellin A, hirsutellin B, fomalakton

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

meydana getirebilir (Roy vd., 2006).
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1.4.1.1.6. Entomopatojenik Funguslarin Ozgiilliigii ve Konak Seciciligi

Entomopatojenik funguslarin 6zgiilliigii cinsler arasinda, bir cins igerisinde ve hatta
bir tiiriin suslar1 arasinda bile farklilik gosterebilmektedir (Goettel vd., 2005). Ozellikle,
Entomophthoreales ordosuna dahil funguslarin, dar konak araligina sahip olduklar1 bilinir
(Zoophthora radicans istisnadir) ve bunlar genelde yaprakla beslenen bocekler ve
akarlarda gbze ¢arpan epizootiklerle iliskilidir. Bunun tersine Hyphomycetes funguslar
(son siniflandirmaya goére su anda Sordariomycetes olarak biliniyor) daha genis bir konak
araligina sahiptir (Verticillium lecanii ve Hirsutella thompsoni istisnalari ile birlikte) ve
genelde topraktaki bocek popiilasyonlarinda epizootik yaparlar (Pell vd., 2001). Her iki
grubun da istisnalar1 bulunmaktadir. Ornegin, Sordariomycetes smifina ait iki tane iyi
bilinen fungus tiiri olan Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae genis konak
araligina sahiptir. Simdiye kardar B. bassiana’nin 707 adet konaga sahip oldugu
bildirilmistir (Zimmermann, 2007a). Bu sayt 521 cins, 149 familya ve 15 ordoyu
kapsamaktadir. B. bassiana Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Diptera,
Hemiptera, Orthoptera, Siphonaptera, Isoptera, Thysanoptera, Mantodea, Neuroptera,
Dermaptera, Blattariae, Embioptera takimlarinda patojen olarak etki gosterir (Zimmermann,
2007a). M. anisopliae’nin konak aralig1 B. bassiana’dan daha sinirli olmasina ragmen, bu
tiriin de Symphyla, Orthoptera, Dermaptera, Isoptera, Homoptera, Heteroptera, Diptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Siphonaptera, Lepidoptera, Malacostrata (Amphipoda), Acari,
Ephemeroptera, Dermaptera, Heteroptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera ve
Lepidoptera ordolarina ait bocekleri enfekte ettigi bildirilmistir (Zimmermann, 2007b). Bu
iki tiir birgok bocek tiliriinii enfekte etmelerine ragmen, izolatlarin alan uygulamalarinda
laboratuar kosullar1 ile karsilastirildiginda daha spesifik olabildikleri goriilmektedir. Bu da
patojene karst duyarhiliktan daha c¢ok diger faktorlerin dogadaki hastalik olusmasinda
onemli oldugunu gostermektedir. Bazi durumlarda, fungus sadece zayiflamis ve strese
girmis bocekleri 6ldiirebilir (Goettel vd., 2005).

Pek ¢ok Entomophthoreales fungus konaga 6zgiildiir ve hedef dis1 organizmalar
lizerinde bazi istisnalar hari¢ herhangi bir etki gdstermez. Ornegin, Entomophthore muscae
Lepidoptera takimina ait bireyleri enfekte ederken, Zoophthora radicans’in Diptera,
Coleoptera, Lepidoptera ve Homoptera takimlarina ait 80’in {izerinde konag1 enfekte ettigi
bildirilmistir (Hajek vd., 1999; Goettel vd., 2005).
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1.4.1.1.7. Entomopatojenik Funguslarin Dagilimi ve Yayilim

Bir patojeninin enfektif yapilarimin dagilmasi hastaligin gelismesinde oldukca
onemlidir. Hypocreales ordosuna ait entomopatojenik funguslarin enfektif yapilar
kadavradan pasif olarak dagilmaktadir. Bu pasif yayilim riizgar ve yagmur gibi etkenlerle
meydana gelmektedir (Meyling ve Eilenberg, 2007). Entomophthoralean funguslarin
sporlari ise hidrostatik basing altinda aktif olarak salinmaktadir. Salinimdan sonra sporlarin
yayilimi riizgar veya yeni bir enfeksiyon ile devam etmektedir (Shah ve Pell, 2003).
Toprak ortaminda ise entomopatojenik funguslarin asir1 bir sekilde ¢gogalmasi ve yayilim
simirhidir. Popiilasyonun olusumu, kadavradan yayilan enfektif sporlar, icerisinde ana
kadavrada yer alan kaynaklarin doniisiimiine dayanmaktadir (Meyling ve Eilenberg, 2007).
Bazi durumlarda, entomopatojenik funguslar canli haldeki enfekte bocek ile bir bagka
konaga veya c¢evreye yayilmlarim1  gerceklestirmektedirler.  Ornegin, bazi
Entomophthoralean funguslarin sporlar1  konak hala canli iken salinmaktadir.
Entomophthora thripidum ve Strongwellsea catrans ile enfekte sinekler ve bazi afid tiirleri
uzun mesafede funguslar tasiyarak go¢ edebilmektedir (Meyling ve Eilenberg, 2007; Shah
ve Pell, 2003). Ayrica, bazi eklem bacaklilar entomopatojenik tiirlerin yayilimin da goérev
yapabilmektedir (Dromph, 2003; Meyling vd., 2006). Bazen, Cordyceps spp. gibi
entomopatojenik funguslar ve hatta onun anamorflar1 (6rnek olarak B. bassiana) biiyiik bir
stroma Uretmektedir ve bu stroma bazen 30 cm’ye kadar ulasabilmekte ve sonunda eseyli
ve eseysiz sporlari iiretmektedir. Son olarak, dinlenme yapilarinin (resting spores) olusmasi
pek cok fungusun yayilimi igin ana faktor olmaktadir. Konagin sayist azaldigi ve olumsuz
gevre kosullari basladigi zaman, pek ¢ok Entomophthoralean fungus uzun bir zaman
toprakta sag kalabilen mitozdan (azigospor) veya mayozdan (zigospor) olusan dinlenme
yapilarini (resting spores) lretmektedir (Goettel vd., 2005; Shah ve Pell, 2003). Bu da

fungusun yayilimina katki saglayan faktorlerden birisidir.

1.4.1.1.8. Entomopatojenik Funguslarin Avantaj ve Dezavantajlari

Entomopatojenik funguslarin mikrobiyal miicadelede baz1 avantaj ve dezavantajlar
bulunmaktadir. insektisit olarak funguslarm kullanim avantajlar1 sdyle siralanabilir:

1. Zararhyla miicadele agisindan bazi durumlarda yiliksek konak seciciligine sahip
olmalari: Entomopatojenik funguslar zararli olmayan parazit ve yararli bdcek

popiilasyonlarini etkilemeden zararli boceklerin miicadelesinde kullanilabilir.
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2. Memeliler iizerine herhangi bir olumsuz etki gdstermemeleri, bdylece cevre
kirliligi gibi insektisit uygulamalar1 sonucu karsilasilan zararlarin azaltilmasi.

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

4. Biyoteknolojik arastirmalar ile gelistirilmeye uygun olmalari.

5. Funguslar genellikle konaklarinin tiim gelisme fazlarini enfekte ederler ve bu
nedenle, herhangi bir uygun fazda kullanilabilirler.

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

Oteyandan, funguslarin insektisit olarak kullanimlarinin bazi dezavantajlari da
bulunmakatadir:

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

2. Uygulamalar yiiksek nem, diisiik zararli sayis1 ve fungisitlerin kullanilmadigi
periyotda olmalidir.

3. Bazen yiiksek seciciliginden dolay:1 ilave miicadele etmenlerinin kullanilmasi
gerekebilir.

4. Uretimleri nispeten pahalidir ve sporlarin saklanmasi igin soguk ortamlar
gereklidir.

5. Zararli popiilasyonlar1 iizerine entomopatojenik funguslarin etkinligi ve
devamlilig1 farkli konaklarda farklilik gostermektedir ve boylece, bocege 6zgiil uygulama
tekniklerinin optimizasyonu uzun siireli calisma ve arastirma gerekmektedir.

6. Bagisiklik sistemi baskilanmis insanlara karsi bazen potansiyel risk olusturabilirler
(Wan, 2003).

7. UV 1sminin ve desikasyonun fungal sporlarin {izerinde olumsuz etkileri vardir
(Klingen vd., 2002).

8. Funguslarin neden oldugu epizootikler ¢evresel faktorlerden (sicaklik, nem vb.)
etkilenir.

9. Bitki hastaliklarinin kontroliinde yaygin olarak kullanilan fungisitlere duyarlidirlar

(Demirbag vd., 2008).
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1.4.1.1.9. Entomopatojenik Funguslarin Mikrobiyal Miicadelede Kullanim

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

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

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

Inokiilatif biyolojik miicadele ise biyolojik miicadele etmeni olan canli bir
organizmanin, miicadele bdlgesine salinarak uzun bir siire zarfinda ¢ogalmasi sonucu
zararli bocegi kontrol altina almasidir. Fakat, bu miicadele kalici degildir. Bu uygulama
stratejisinde salinan organizmanin sayist onemli degildir. Aksine biyolojik miicadele
etmeninin salinan alanda ¢ogalmasi 6nemlidir. Genellikle alana diisiik sayida miicadele
etmeni salinir. Bu kismen de olsa salinan organizmanin kabul edilemez masraflarindan
kaynaklanmaktadir. Bécek patojenleri inokiilatif miicadele igin kullanilabilir. Ornegin,
Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch (Deuteromycotina: Hyphomycetes) mayis bocegiyle

(Melolontha melolontha L. (Coleoptera: Scarabaeidae) miicadele etmek igin Isvigre’de



28

kullanilmistir. Buradaki amag, salinan fungusun zaman igerisinde ¢ogalarak uzun stireli bir
(Keller, 1997; Eilenberg vd., 2001). Bununla birlikte,

Entomophaga maimaiga Amerika’da Lymantria dispar popiilasyonlarinda epizootik

miucadele elde eldilmesi idi

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

Uciincii biyolojik miicadele stratejisi olan inundatif biyolojik miicadele de ise
miicadele yalnizca canli organizmanin kullanilmasi ile saglanmaktadir (Eilenberg vd.,
2001). Bu uygulama stratejisinde, biyolojik miicadele etmeni kisa donemli bir miicadele
i¢cin genellikle biiyiik miktarlarda salinir ve ikinci bir enfeksiyon beklentisi yoktur (Shah ve
Pell, 2003). Siklikla biyopestisit, biyolojik pestisit veya mikopestisit olarak bilinen terimler
funguslar ile yapilan inundatif biyolojik miicadeleyi tanimlamak i¢in kulanilmaktadir
(Goettel vd., 2005). Hyphomycetes funguslar inundatif biyolojik miicadele agisindan
biiylik bir 6neme sahiptir. Ciinkii kitle tiretimleri ve formiilasyonlar1 nispeten kolaydir ve
gelenekesel sprey uygulamalariyla kolaylikla uygulanabilmektedirler. Pek ¢ok ticari {iriin

farkli tarim alanlarinda zararlilar ile miicadelede kullanilmaktadir.

Tablo 4. Ticari olarak gelistirilmis, gelistirilmeye devam edilen ve potansiyel olarak
dikkate alinan entomopatojenik funguslar

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

Beauveria brongniartii ~ Pilzgerste Avusturya
Metarhizium favoviride  Green Muscle  Cekirgeler Ingiltere
Paecilomyces

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

maimaiga - Kir tirtils (L. dispar) —
Hirsutella thompsonii - Akarlar -
Lagenidium giganteum  Laginex Sivrisinekler Amerika
Metarhizium anisopliae  BioBlast Termitler Amerika
Metarhizium anisopliae  Green Muscle  Cekirgeler G. Afrika
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Bunlarin bazi 6rnekleri Tablo 4’de verilmistir (Shah ve Pell, 2003; Strasser vd.,
2000; Cross vd., 1999; Lacey ve Goettel, 1995; Montesinos, 2003; Scholte vd., 2004,
Milner, 2000).

Konzervatif biyolojik miicadele ise zararli bocegin etkisini azaltmak icin cevresel
veya mevcut uygulamalarda degisiklikler yaparak alanda bulunan dogal diismanin veya
diger organizmalarin korunmasidir (Eilenberg vd., 2001). Bu stratejide etmen salinimi
yoktur fakat tarim sistemleri ve uygulamalar1 dogal olarak mevcut olan diigmani1 korumak
veya sayisini arttirmak i¢in modifiye edilir. Bu sayede zararli bocek popiilasyonunun zarar
esiginin altinda tutulmasi amaglanmaktadir (Goettel vd., 2005). Bu uygulamada ilk 6rnek,
Neozygites fresenii’nin Amerika’da bulunan pamuk tarlalarindaki uygulamadir. Cifgiler
topladiklar1 afidlerin %15’inin bu fungusla enfekte oldugunu bulduklar1 zaman mevcut
patojeni korumak igin herhangi bir insektisit uygulamasi yapmadilar. Boylece, hem
zamandan hem de paradan tasarruf ederek, cevresel kontaminasyonu azaltarak yararh

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

1.4.2. Hypera postica ile Biyolojik Miicadele

Hypera postica ile biyolojik miicadelede bugiine kadar zararlinin parazitoit ve
predatorleri, entomopatojenik nematod, bakteri ve funguslar kullanilarak ¢esitli stratejiler
gelistirilmistir. ik olarak 1900°lii yillarm ilk yarissnda Chamberlin  yonca
hortumlubdceginin biyolojik miicadelesinde etkili, larva ve yumurta parazitoiti olan 10 tiir
teshis etmis ve bu parazitoitler tiim diinyada ¢esitli bilim adamlar1 tarafindan kullanilarak
zararli ile miicadele edilmeye calisilmistir (Chamberlin, 1926). Bathyplectes anurus
(Hymenoptera: Ichneumonidae) kullanilarak yapilan g¢alismada yonca hortumlubdcegi
larvalarinin %36-92 oranlar1 arasinda parazitlendigi tespit edilmistir. Giles ve Obryck
(1997) ise onceki uygulamalardan farkli olarak insektisit kullanimin1 entomopatojen
fungus olan ve yonca alanlarinda dogal olarak enfeksiyona neden olan Zoophthora
phytonomi’nin ¢ikisinin en yogun oldugu zamana denk getirerek, yonca hortumlubdcegi
larvalarinda kontrol grubuna gore %7,5-25,3 daha fazla Olim orami elde etmistir.
Entomopatojenik nematodlar kullanilarak yapilan miicadele ¢aligmalarinda ise Shah vd.
(2011) Heterorhabditis indica, Steinernema carpocapsae ve Steinernema thermophillium
nematodlarini kullanarak zararli ile miicadele etmeye ¢alismislardir. Ayrica, Kim vd. (2007)
Steinernema carpocapsae nematodunu yonca hortumlubdcegi ile miicadele de

kullanmiglardir. Bakteriler ile yapilan biyolojik miicadele caligmalarinda ise zararh



30

populasyonun kontrol altina alinmasinda cry genleri kullanilmistir. Sharma vd. (2011) Bt
proteinlerini (Cry6B) zararli ile miicadelede kullanmislardir. Tohidfar vd. (2013) yaptiklar
calismada ise Agrobacterium tumefaciens bakterisini kullanarak yonca bitkisine cry3a geni
aktarmiglar ve yonca hortumlubdcegine karst %73-90 oraninda daha direncli yonca elde
etmiglerdir. Hedlund ve Pass (1968) Beauveria bassiana fungusunu yonca
hortumlubdcegine karst kullanmiglar ve patojenin bocekteki enfeksiyon asamalarini
arastirmiglardir. Entomopatojenik funguslarin kullanildig: bir diger ¢alismada Mustafa vd.
(2014), Hypera postica erginleri iizerinde Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Lecanicillium lecanii and Clonostachys rosea funguslarini denemisler ve basarili sonuglar
elde etmislerdir. Biitiin bu yapilan ¢alismalar neticesinde zararlinin giiniimiizde de etkisini
halen daha etkili bir sekilde devam ettirdigi dikkate alindiginda zararli ile biyolojik

miicadelede alternatif yontem ve patojenlerin arastirilmasi kaginilmaz olmustur.

1.5. Tezin Amaci

Bu calismada iilkemizde ve diinyada yonca tarlalarinda 6nemli zararlar meydana
getiren yonca hortumlubdcegi, Hypera postica (Gyll.)’nin fungal patojenlerini belirlemek
ve bunlarin zararlinin biyolojik miicadelesinde kullanilma potansiyellerinin arastiriimasi
amaclanmistir. Bu dogrultuda hedeflerimiz; 1) araziden bdocek 6rneklerinin toplanmasi, 11)
fungal izolatlarin elde edilmesi, 1) fungal izolatlarin tanimlanmasi ve 1v) zararli {izerinde

insektisidal aktivite testlerinin (patojenite testleri) yapilmasi olarak belirlenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bécek Orneklerinin Toplanmasi ve Laboratuvara Getirilmesi

Adana ve Igdir illerindeki yonca tarlalarindan 2014-2015 yillarinda Hypera postica
(Yonca hortumlubdcegi) toplamak igin arazi g¢alismalari yapildi. Yonca tarlalarinda
bulunan 6li erginler dikkatli bir sekilde ependorf tiiplere konularak iizerlerine alindiklar
bolgenin adi ve tarih not edildi. Canli olan ornekler ise yeterince hava ag¢ikligi bulunan
kutular igerisine konularak laboratuvara getirildi. Saglikli ve enfekte olabilecek bocekler
ayrildi. Saglikli boceklerin beslenmesine devam edilirken, 6lii ve hasta boceklerden fungus

izolasyonu yapildi.

2.2. Boceklerden Fungus Izolasyonu

Araziden o6li bulunmus ve eksternal fungal yapilar ile sarilmis yonca
hortumlubdceklerinden direkt fungus izolasyonu yapildi. Gerek arazi ¢aligmalari sirasinda
tespit edilen gerekse laboratuvara transfer siirecinde meydana gelen 6liim durumlarinda
Olimiin fungal bir etmenden kaynaklanip kaynaklanmadigi arastirildi. Bunun igin o6li
yonca hortumlubocekleri (Sekil 8) %1°lik sodyum hipoklorit soliisyonuyla 3 dk. yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra 3 kere distile su ile yikandi ve nemli filtre kagidi
iceren steril petri kaplarina almarak, 1-2 hafta 25°C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan eksternal fungus biiyiimesi gozlenen kadavralardan fungus

izolasyonu yapildi (Ali-Shtayeh vd., 2002).

Sekil 8. Dogal fungal enfeksiyondan 6lmiis Hypera postica erginleri

Gozle goriilebilir fungal biliyiime ger¢eklesen kadavralardan, 6ze yardimiyla patates
dekstroz agar (PDA) besiyeri ihtiva eden petrilere fungus inokiilasyonu gergeklestirildi

(Vannien ve Husberg, 1989). Inokiilasyon yapilan funguslarin saflastiriimasi igin besiyeri
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olarak ( %1 yeast ekstrakt ilave edilmis) Patates Dekstroz Agar (PDA) kullanildi.
Istenmeyen bakteri kontaminasyonunu engellemek i¢in besiyerine 50 pg/ml ampisilin, 20
pg/ml tetrasiklin ve 200 pg/ml streptomisin ilave edildi (Ihara vd., 2001). Parazitik
funguslarin biiyiimesini engellemek amaciyla ise 50 pg/ml oraninda kloramfenikol

kullanildi.

2.3. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyondan sonra besiyeri iizerinde biiyiiyen funguslar incelenerek farkli koloni
morfolojisine sahip olanlar, yuvarlak 6ze yardimiyla patates dekstroz agar (PDA) ihtiva
eden petrilere c¢izgi ekim yapilarak, 28°C’de 4-6 giin inkiibasyona birakildi. Ilk
zamanlarinda biiyliyen kii¢iik koloniler bistiiri yardimiyla agarla birlikte kesilerek PDA
ihtiva eden petrilere transfer edildi. Boylece tek spordan olusan fungusun saf kiiltiirii elde
edildi. Saf kiiltiirler numaralandirilarak, sonraki c¢alismalarda kullanilmak iizere 5:1
oraninda steril gliserol kullanilarak -80°C’de muhafaza edildi. Petrilerde kalan kiiltiirler ise

+4°C’de bekletildi. Elde edilen saf kiiltiirlerin 6 ayda bir pasajlamalar1 gerceklestirildi.

2.4. Fungal Izolatlarin Tiir Tayinleri

Funguslarin tiir tanimlamalari morfolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak
gerceklestirildi. Morfolojik tiir tayini, Dr. Richard Humber’in “Entomopathogenic Fungal
Identification” adli kaynagindan yararlanilarak yapildi (Humber, 1997). Molekiiler tiir

tayini ise Rehner ve arkadaslarinin 2011 yilindaki revizyonundan yararlanilarak yapildi.

2.4.1. Morfolojik Tiir Tayini

IIk olarak izolatlarin kadavralardaki goriintiileri ve etkileri belirlendi. Bunun i¢in
kadavralardaki renk degisimi, sertlesme, mikozlanma varsa misellerin rengi ve sporlasma
durumu steriomikroskobuyla incelendi. Funguslarin misel yapilarinin goriintiilenmesi i¢in
ise agar blok kiiltliri hazirlandi ve miseller lakto-fenol blue boyasi ile boyanarak
mikroskopta incelemeleri yapildi. Hazirlanan preparatlarin  mikroskop altindaki
incelemeleri sonucunda misellerin yapilari, spor sekilleri ve renkleri, havai olup
olmadiklari, konidyoforlarin yapilari incelendi ve sporlarin ¢ap ve boy dlgiimleri yapildi.

Izole edilen funguslarm tiir tayini Dr. Richard Humber (USDA-ARS Collection of
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Entomopathogenic Fungi, Ithaca, NY, USA) tarafindan yayimlanan “Entomopathogenic
Fungal Identification” adli kaynaktan yararlanilarak yapildi (Humber, 1997).

2.4.1.1. Agar Blok Kiiltiiri

Agar blok kiiltiiriiniin hazirlanmasi i¢in otoklavlanmis PDA besiyeri steril bir petri
kutusuna ince bir tabaka (2-3 mm. kalinlikta) halinde dokiildii ve katilagsmasi beklendi.
Agar, steril bir bistiiri ile 10x10 mm boyutlarinda bloklar halinde kesildi. Bunlar, steril bir
pens ile almarak, steril bir lamin {lizerine yerlestirildi. Bu agar bulunan lam, steril petri
kutusunda bulunan kiirdanlarin (veya cam ¢ubugun) lizerine yerlestirildi. Agar blogun
kenarlarinin orta yerine inokiilasyon yapildi ve lamel ile kapatildi (Sekil 9). Gerekli nemin
saglanmasi i¢in petri kutusunun igine, distile suya veya %20 su + %80 gliserin karisimina
batiritlmis pamuk konuldu. Petriler kapatildiktan sonra, 25-27°C'de 5-8 giin inkiibasyona
birakildi (koloniler iyice goriiliinceye kadar). Bu silirenin sonunda, agar blogun {izerindeki
lamel bir pens ile kaldirildi. Temiz 1am iizerine bir damla lakto-fenol blue damlatilarak
funguslu yiiz alt tarafa gelecek sekilde yerlestirildi. Boyanan preparat mikroskop altinda

incelendi.

Agar
Petri
Kiirdan
o
’ v ¥ Ureyen
fungus
Lamel
Lam

Sekil 9. Fungal 6rneklerin “Scotch tape” teknigiyle mikroskobik incelenmesi

Fazla boya sollisyonu akitildiktan sonra etrafi oje ile kapatilabilir. Mikroskop
calismalarinda Leica DM 1000, 151k mikroskobu kullanildi. Funguslanmanin zamanina

bagl olarak kiiltiirlerin konidiafor yapilari, miselleri ve spor sekilleri incelendi. Farkli
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cinslere ait funguslarin spor ¢aplar1 6lgiildii. Konidiaforlarin dallanma sekilleri, sporlarin

bliytikliikleri ve sekilleri arasindaki farklar not edildi.

2.4.2. Fungal izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonu
2.4.2.1. DNA izolasyonu

Fungal izolatlardan DNA izolasyonu yapmak i¢in ZR Fungal/Bacterial DNA
MiniPrep (50, ZYMO RESEARCH) kiti kullanilarak bu kiiltirden DNA izolasyonu
yapildi. Izolasyon igin dncelikle funguslarin PDA besiyerine ekimleri yapildi ve 28°C’de 1
haftalik siire ile inkiibasyona birakildi. Biiyiiyen funguslardan yaklasik 50 mg agirliginda
doku kesilerek alindi. Doku lizis tiiplerine transfer edildikten sonra iizerine 750 pl lizis
soliisyonu eklenerek doku pargalayici i¢cinde homojenize edildi. Doku parcalayicidan
alinan tiipler 10.000 rpm’de 1 dk. santriflij edildi. Pipet yardimiyla siipernetant kistmdan
400 pl almarak filtrasyon tiiplerine aktarilarak 1 dk. 7.000 rpm’de santrifiij edildi. Filtrenin
altinda kalan siviya 1.200 pl genomik lizis soliisyonu eklendi. Olusan karistm DNA’nin
tutunacag filtreli tiiplere alinarak 10.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi. Filtre yeni bir tiipe
alinarak yikama islemi 200 pl 6n yikama soliisyonu ile yikama yapildi ve 10.000 rpm’de 1
dk. santrifiij edildi. Tiipiin altinda kalan siv1 uzaklastirilarak ikinci kez yikama yapmak igin
500 pl fungal-bakteriyal DNA yikama soliisyonu eklendi. Tiipler bu haliyle 10.000 rpm’de
1 dk. santrifiij edilerek, DNA’nin saklanacagi ependorf tiiplere alindi. Son olarak filtrenin
tizerine 50 pul DNA Elution Buffer birakilarak DNA izolasyonu gergeklestirildi. Elde
edilen DNA’lar -20°C’de saklandi.

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

18S ve 28 S rRNA alt liniteleri arasinda kalan ITS1-5.8S-ITS2 bolgelerinin (Sekil 10)
PCR ile ¢ogaltilmasi igin ileri olarak ITS5: 5°’- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG - 3
ve geri olarak ITS4: 5’TCCTCCGCTTATTGATATCG- 3’ primerleri kullanildi (White vd.,
1990). PCR reaksiyon karigimi, her bir ANTP’den 200 uM, her bir primerden 50 pmol, 1
unite Phusion DNA polimeraz, 10 pul 5X Phusion HF Buffer DNA polimeraz reaksiyon
tamponu, 50 ng genomik DNA igerdi. Son hacim ddH;O ile 50 pl’ye tamamlandi. PCR
kosullar1 98°C’de 30 sn. denatiirasyondan sonra 35 dongii 98°C’de 30 sn., 55°C’de 30 sn.,



35

72°C’de 30 sn. ve son adim olarak 72°C’de 10 dk. olacak sekilde gergeklestirildi. PCR
reaksiyonu sonucu elde edilen iriinlerden 5’er ul alinarak 0.5 pg/ml etidyum bromiir
katkili % 1’lik agaroz jelde 90 V’de 30 dk. elektroforez edildi. Geri kalan PCR iiriinleri
Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) kiti ile saflastirildi ve DNA dizi
analizi i¢cin MACROGEN (Hollanda) sirketine gonderildi. Elde edilen DNA dizileri tiir
tayinlerini dogrulamak i¢in NCBI Genbank’ta yer alan DNA dizileri ile karsilastirildi ve

daha sonra filogenetik analizleri yapildi.

ITS5

5.8S — _—
Kiguk alt birim (18S) |__ITS1 | pna | ITS2 ‘ Buydl alt birim (28S)

ITS4

Sekil 10. ITS1-5.8S-ITS2 bolgesini c¢ogaltmak i¢in kullanilan primerlerin
pozisyonlari. Reaksiyonda ITS5 ileri ve ITS4 geri primer olarak
kullanilmastir.

2.4.2.3. Uzama Faktorii-1-alfa (EF1-a), RPB1 ve Bloc Gen Bolgelerinin PCR ile
Cogaltilmasi

ITS dizi analizine gore Beauveria cinsine dahil oldugu belirlenen izolatin tiir
tanimlamasinin gerceklestirilebilmesi i¢in EF1-a, RPB1 ve Bloc gen bélgeleri PCR ile
cogaltildi (Rehner vd., 2011). EF1-a gen bolgesinin yaklasik olarak 1150 bp’lik, RPB1
bodlgesinin 800 bp’lik ve Bloc gen bdlgesinin 1050 bp’lik bolgeleri ¢ogaltilarak DNA dizi
analizi yapildi ve filogenetik agaclari ¢izildi.

EF1-a, RPB1 ve Bloc gen boélgelerini PCR ile ¢ogaltmak i¢in Tablo 5’de verilen
primerler kulanildi (Rehner vd., 2011; Bischoff vd., 2009). (S=G veya C, R=A veya G,
H=A, C veya T).

Tablo 5. Beauveria tiirlerinin molekiiler karakterizasyonunda kullanilan gen boélgeleri
ve primer siralari.

Genler Kullanilan primerler Uzunluk (bp)

EEL- EF1T: 5>-TGGGTAAGGARGACAAGAC-3’ 1150
“ 1567R: 5°- CHGTRCCRATACCACCSATCTT-3’

RPB1 RPBI1Af: 5>-GARTGYCCDGGDCAYTTYGG-3’ 800
RPBIC: 5>CCNGCDATNTCRTTRTCCATRTA-3’

Bloc B5.1F: 5°-CGACCCGGCCAACTACTTTGA-3’ 1050
B3.1R: 5’-GTCTTCCAGTACCACTACGCC-¥’
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PCR amplifikasyonlar1 toplam 50 ul hacim olacak sekilde; dNTP’den 200 puM, her
bir primerden 50 pmol, 1 unite Phusion-DNA-polimeraz, 10 ul 5X Phusion HF Buffer
DNA polimeraz reaksiyon tamponu, 50 ng genomik DNA igerdi. Son hacim ddH2O ile 50
ul’ye tamamlandi. PCR kosullar1 98°C’de 30 sn. denatiirasyondan sonra 35 dongii 98°C’de
30 sn., (EF1- « igin 57,5°C, RPB1 igin 58°C, Bloc i¢in 58,5°C)’de 30 sn., 72°C’de 30 sn.
ve son adim olarak 72°C’de 10 dk. olacak sekilde gerceklestirildi (Finnzymes). PCR
reaksiyonundan olusan iiriinlerden 5’er pl almarak 0.5 pg/ml etidyum bromiir katkili %
1’lik agaroz jelde 90 V’de 45 dk. elektroforez edildi. Geri kalan PCR iiriinlerinin
Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) kiti ile saflastirildi ve DNA dizi
analizi icin MACROGEN (Hollanda) sirketine gonderildi. Elde edilen DNA dizileri tiir
tayinlerini dogrulamak icin NCBI Genbank’ta yer alan DNA dizileri ile karsilagtirildi ve

filogenetik analizler gerceklestirildi.

2.4.2.4. izolatlarda prl Genlerinin Tespiti

Fungal enfeksiyonun baslangi¢ noktasi sporlarin bocek kiitikulasina penetrasyonudur.
Penetrasyonda etkili olan proteazlardan Prl proteazlarin izolatlarda varligini tespit etmek
amaciyla prl genleri izolatlarda tarandi. Bunun i¢in prl B genleri outer (dig) primerler
olan PriB1 (5’-TGCCAACATCGGACAAGACA-3”) ve Pr1B2 (5°-
CATGGACGACCCCGAAAGAG-3’) ve inner (i¢) primerler olan PriB3 (5’-
AGCGTTCCCGGCAGTTACCATT-3’) ve Pr1B4 (5-CCCGGCGCAAAAATATCAAC-
3’) kullanilarak Nested- PCR ile ¢ogaltildi.

PCR amplifikasyonlari toplam 50 pl hacim olacak sekilde; dNTP’den 200 uM, her
bir primerden 50 pmol, 1 unite GoTagq Flexi-DNA-polimeraz, 10 ul 5X GoTaq Flexi
Buffer DNA polimeraz reaksiyon tamponu, 4 ul MgCl,, 50 ng genomik DNA igerdi. Son
hacim ddH20 ile 50 pl’ye tamamlandi. PCR kosullar1 95°C’de 2 dk. denatiirasyondan
sonra 35 dongii 95°C’de 1 dk., (outer i¢in 59°C’de, inner i¢in 60°C)’de 1 dk., 72°C’de 1dk.
ve son adim olarak 72°C’de 5 dk. olacak sekilde gerceklestirildi. PCR reaksiyonundan
olusan iriinlerden 5’er pl alinarak 0.5 pg/ml etidyum bromiir katkili % 1°lik agaroz jelde
90 V’de 45 dk. elektroforez edildi. Geri kalan PCR f{irtinlerinin Nucleospin Gel and PCR
Clean-up kiti (Macherey-Nagel) ile saflastirildi ve DNA dizi analizi icin MACROGEN
(Hollanda) sirketine gonderildi.
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2.5. Fungal izolatlarin Patojenite Testleri

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

olmadiklarin1 dogrulamak ve virulanslarini belirlemek i¢in patojenite testleri yapildi.

2.5.1. Spor Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Patojenite testlerinde kullanilan fungal izolatlarm 1x10" spor/ml’lik stok
soliisyonlarindan PDAY besiyeriye 100 pl yayma ekim yapildi ve 25°C’de 2-3 giin
boyunca inkiibasyona birakildi. Biiylime periyodunun sonunda, tek koloniler segilerek
baska bir PDAY besiyerine transfer edildi ve 25°C’de 4 hafta boyunca inkiibe edildi.
Biiyiliyen funguslarin tizerine 10 ml steril %0,01’lik Tween 80 eklendi ve cam baget ile
kazinarak sporlar elde edildi. Spor siispansiyonlart iki katli steril tiilbent ile 50 ml’lik steril
falkon tiiplerine siiziilerek misel ve agar pargalarinin uzaklastirilmasi saglandi. Elde edilen
stispansiyonlar 5 dk. vortekslenerek homojen hale getirildi. Spor konsantrasyonlari
Neubauer hemositometresi ile sayilarak arzu edilen konsantrasyonlara ayarlandi. Sporlarin
yasayabilirligi, 100 pl spor siispansiyonun PDAY agar iizerine yayma ekim yapilmasi ve
24 saatlik bir inkiibasyondan sonra ¢imlenme 6zelliginin belirlenmesi ile test edildi. Germ
tiipli spor ¢apindan biiyiik olan sporlar ¢imlenmis olarak kabul edildi. Bunun sonucunda

%095 oraninda ¢imlenen sporlar patojenite testlerinde kullanildi.

2.5.2. Hypera postica’ya Kars1 Insektisidal Aktivite Tarama Testleri

Biyotestlerde kullanilan H. postica larva ve erginleri Amasya ve Igdir’daki yonca
tarlalarindan toplanarak laboratuvara getirildi ve saglikli larva ve erginler secilerek
biyotestlerde kullanildi. Spor siispansiyonlar1 Bolim 2.5.1.°de belirtilen sekilde
hazirlandiktan ~ sonra, konsantrasyon  1x10’spor/ml olacak sekilde ~Neubauer
hemositometresi ile ayarlandi.

H. postica’nin biyotestleri hem larva hem de ergin bocekler tizerinde gergeklestirildi.
Larvalarin ve erginlerin biyotestlerinde, 3’er tekrar ve her bir tekrar i¢in 30’ar bocek
kullanildi. Boceklere her bir izolat igin 1 ml spor siispansiyonu piiskiirtiilerek yeterli
miktarda sporun boceklere bulasmasi saglandi. Kontrol grubu ise steril %0,1°lik Tween 80
ile muamele edildi. Larvalar ve erginler spor siispansiyonu piskiirtiildiikten sonra,

igerisinde taze yonca siirgiinleri bulunan kaplarin igerisine transfer edildi. Bu sekilde hem
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larva hem de erginler icin biyotest diizenekleri hazirlandiktan sonra, deney diizenekleri
20°C’de 12:12 (I:K) 1s1k periyodunda 7 giin boyunca inkiibasyona birakildi ve 7. giin
sonunda 0li larva ve erginler sayildi ve yiizde 6liim degerleri hesaplandi. Yiizde mikoz
degerini hesaplamak i¢in ise Olii bulunan larvalar ve erginler %1’lik sodyum hipoklorit
¢ozeltisi ile yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra 3 kez steril distile su ile yikand1 ve steril
nemli filtre kagid1 igeren petrilere alind1. Bunu takiben sporlasan larva ve erginler sayilarak
ylizde mikoz degerleri hesaplandi. Ayrica, LTso degerleri hesaplanarak doz denemesi i¢in

kullanilacak olan izolatlarin se¢imi kolaylastirildi.

2.5.3. Hypera postica’ya Karsi1 Doz Uygulamasi

H. postica’ya karsi doz uygulamasinda, larva ve erginlere karsi yiiksek patojenik
etkiye sahip oldugu belirlenen Hpl-4 (B. pseudobassiana) ve HpA-5 (B. bassiana)
izolatlar1 kullanildi. Bu izolatlarin larva ve erginlere karsi virulansini belirlemek igin
izolatlarin spor konsantrasyonlar1 1x10°, 1x10° 1x10" ve 1x10° spor/ml olarak ayarland.
Her bir doz igin 3’er tekrar ve her tekrar i¢in 30’ar bocek kullanildi. Larva ve erginler, her
bir doz i¢in 1 ml spor siispansiyonu piiskiirtiilerek farkli dozlara maruz birakildi. Daha
sonra, larva ve erginler igerisinde taze yonca siirgiinleri bulunan kaplara konularak
inkiibasyona birakildi. Kontrol grubu ise steril %0,1’lik Tween 80 ile muamele edildi.
Biitiin deney kosullar1 tarama testindeki kosullarla ayni1 tutuldu. Inkiibasyondan sonra 14
giin boyunca 6lii bocekler kontrol edildi. Uygulama siiresi sonunda 6liim degerleri Abbott
formiiliine gore anlamlandirildi ve probit analizi ile LCsy degeri hesaplandi. Biitiin

deneyler 3 defa tekrar edildi.



3. BULGULAR

Hypera postica ile fungal miicadelede yeni etkili bir etmen belirlemeye yonelik
olarak yapilan bu c¢alismada, zararhidan 8 entomopatojenik fungus izolasyonu
gergeklestirildi ve bunlarm saf kiiltiirleri olusturuldu. izolatlarm morfolojik ve molekiiler
karakterizasyonlar1 yapildiktan sonra 8 izolatin Hypera postica tizerindeki insektisidal

etkisi arastirildi. Yapilan calismalarda asagidaki sonuclara ulasildi.

3.1. Hypera postica’dan Fungus izolasyonu

Adana ve Igdir illerinde yapilan arazi c¢aligmalart sonucunda, dogada 6lii olarak
bulunan 50 adet yonca hortumlubdcegi fungal enfeksiyon yoniinden arastirildi. Bu 6rnekler,
giinlik olarak incelemeye tabi tutuldu ve viicut yapilari sertlesmis ve mikozlanmaya
ugramis kadavralardan (Sekil 8) yapilan izolasyon sonucunda 8 adet izolat elde edildi.
Adana’dan izole edilen izolatlara HpA-3, HpA-4, HpA-5 kodlari, Igdir’dan izole edilen
izolatlara ise Hpl-2, Hpl-4, Hpl-6, Hpl-7, Hpl-10 kodlar1 verildi.

3.2. Izolatlarin Morfolojik Tiir Tayinleri

Izolatlarin, boceklerde meydana getirdikleri enfeksiyon sekli (Sekil 11), agar besiyeri
tizerindeki koloni morfolojileri, mikroskobik olarak 40X ve 100X’lik objektifte incelenen
spor, konidyofor gibi yapilari incelendi (Sekil 12-13). Bunun sonucunda elde edilen veriler
ile ‘Entomopatojenik Fungal Identifikasyon’ isimli teshis anahtar1 (Humber, 1997)
kullanilarak morfolojik olarak tiir tayinleri yapildi.

Sekil 11. HpA-5 izolatinin larva ve erginde meydana getirdigi enfeksiyon
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Izolatlarm kadavra iizerinde meydana getirdigi enfeksiyon sekli, agar iizerinde
kolonilerin olusturdugu kivrim ve yariklar, besiyeri rengindeki degisimler ve blok kiiltiir
yontemiyle incelenen misel, spor, konidyofor gibi yapilar incelendiginde Hypera
postica’dan izole edilen izolatlarin hepsinin Beauveria cinsine ait olduklari tespit edildi.
Beauveria cinsine ait funguslar yiizeyi tozsu, pamuksu goriinimde, diizgiin yuvarlak

koloniler olusturur. Koloni baslangigta beyaz, sonralari pembe-ten rengi bir renk alir.

Sekil 12. Hypera postica’dan izole edilen fungal izolatlarin {ist ve alt koloni morfolojileri

Agar blok kiiltiir yontemiyle incelenen izolatlarin, Beauveria cinsine ait funguslar ile
uyumlu olarak tam yuvarlak spor sekline sahip oldugu ve septali misellere sahip oldugu

tespit edildi. Bu funguslarin konidiyajen hiicreleri (konidiya tireten hiicreler) globoz ya da
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sise seklinde ve cogunlukla zig-zag’l1 bir yap1 olusturmalariyla karakteristiktir. Cok sayida,
ufak, mikrokonidyumlar konidyoforlar ¢cevresinde kiimeler olusturabilir.

Sekil 13. Fungal izolatlarin misel, spor ve konidyofor yapilari.

3.3. izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonlari

Fungal izolatlarin molekiiler karakterizasyonlarinin gergeklestirilmesi amaciyla B.
bassiana izolatlar1 i¢in ITS1-5.8S-1TS2 gen bolgesinin yaklagik olarak 550 bp’lik gen
bolgesi PCR ile ¢ogaltildi. Elde edilen PCR sonuglart Sekil 14°de gosterilmektedir.

M Hgll Hgl-4Hgl-§ Hgl-7 Hel-10 M HpA-3 Hpa-4 HpA-S

sug 588
4483 888

Sekil 14. Fungal izolatlarin rRNA ITS1-5.8S-ITS2 bolgesinin PCR ile
cogaltilmas1 (M: Marker 100 bp)
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Elde edilen ITS DNA dizileri NCBI GenBank’ta blastlanarak izolatlarin GenBank’ta
yer alan diger entomopatojenik fungus tiirleri ile yiizde benzerlik oranlar1 belirlendi ve
diziler GenBank’a kaydedildi. Morfolojik olarak Beauveria bassiana olarak tanimlanan
tim izolatlar Beauveria tiirleri ile karsilastirildi ve bu izolatlarin ITS dizi analizi
sonucunda % 99 ile %100 oranlari arasinda B. bassiana ile homoloji gosterdigi belirlendi
(Tablo 6). Ayrica elde edilen izolatlarin Beauveria cinsi igerisindeki taksonomik
pozisyonunu gdstermek agisindan, bu ¢calismada elde edilen Beauveria izolatlar1 ile Rehner
vd. (2011)’leri tarafindan yapilan ¢alismadaki tiim Beauveria izolatlarinin karsilastiriimasi

yapildi ve filogenetik agaci ¢izildi (Sekil 15).

Tablo 6. Fungus izolatlarinin rRNA ITS1-5.8S-ITS2 dizisine gore tiir tayinleri

ITS1-
IZOLAT | GenBank ITS1-5.85-1TS2 gen dizisi 5.85-1ITS2 | Accession
No gen No
benzerligi

Hpl-2 Beauveria bassiana izolat 5a %100 GQ379913
KX136853 | Beauveria bassiana izolat B_ba_Mesa WA %100 KT443983

Hpl-4 Beauveria bassiana izolat UASWS1465 %99 KT583219
KX136854 | Beauveria bassiana izolat B_ba_Mesa WA %99 KT443983

Hpl-6 Beauveria bassiana sus ART2645 %99 HQ380851
KX136855 | Beauveria bassiana izolat UASWS1448 %99 KT583202

Hpl-7 Beauveria bassiana izolat UASWS1465 %100 KT583219
KX136856 | Beauveria bassiana su¢ SUAd21 %100 KJ489063

Hpl-10 Beauveria bassiana izolat UASWS1465 %99 KT583219
KX136857 | Beauveria bassiana izolat UASWS1448 %99 KT583202

HpA-3 Beauveria bassiana izolat UASWS1465 %100 KT583219
KX136858 | Beauveria bassiana sus SUAd21 %100 KJ489063

HpA-4 Beauveria bassiana izolat B_ba_Mesa WA %100 KT443983
KX136859 | Beauveria bassiana izolat 5a %100 GQ379913

HpA-5 Beauveria bassiana sus 15/102 %99 KU726563
KX136860 | Beauveria bassiana izolat UASWS1412 %99 KT583166
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Beauveria bassiana ARSEF 1564

—— @ Hpl-10

Beauveria bassiana 5a

® HpA-4

Beauveria bassiana SUAd21

Beauveria bassiana B ba Mesa WA

Beauveria bassiana UASWS1465

® HpA-3

Beauveria bassiana KVL03-76

Beauveria bassiana KVL 04-93

Beauveria bassiana KVL 04-92

Beauveria bassiana ARSEF 1153

® Hpl-2

@ Hpl-4

® Hpl-7

Beauveria bassiana ARSEF 1848
Beauveria bassiana ARSEF 1811
Beauvena bassiana ARSEF 1040

66 ' Beauveria bassiana ARSEF 1478

L— Beauvena bassiana ARSEF 751

99| L @ Hpl-6

Beauveria bassiana 15/102 18S

Beauveria bassiana UASWS1412

® HpA-5

Beauveria brongniartii KH-Il

Beauveria bassiana CCTu0017

Beauveria brongniartii ARSEF 617

Beauveria brongniartii ARSEF 985

Beauveria brongniartii ARSEF 7268

63
65

65

63

Beauveria brongniartii ARSEF 6214
Beauveria brongniartii ARSEF 2271
Beauveria asiatica ARSEF 4384
Beauveria sungii ARSEF 7043
99 Beauveria sungii ARSEF 7279
Beauvena australis ARSEF 4580
64' Beauveria australis ARSEF 4598
Beauveria pseudobassiana ARSEF 1855
Beauveria pseudobassiana ARSEF 3529
g5 | Beauveria pseudobassiana ARSEF 7242
Beauveria pseudobassiana ARSEF 2997
Beauveria pseudobassiana ARSEF 6229
Beauveria pseudobassiana ARSEF 4333
Beauveria amorpha ARSEF 7542
4"]"{ Beauveria amorpha ARSEF 4149
Beauveria amorpha ARSEF 1969
Beauveria caledonica ARSEF 7117
Beauveria caledonica ARSEF 1567
%8 4{ Beauveria caledonica ARSEF 4302
8 Beauveria caledonica ARSEF 8024
Cordyceps militanis ARSEF 5050

0o

Sekil 15. Izolatlarin Rehner vd. (2011)’lerinin calismasinda kullanilan
Beauveria tiirleri ile ITS dizisine gore taksonomik pozisyonunu
gosteren N-J agaci. Se¢-bagla (bootstrap) degerlerinin %60 ve
yukarisi olanlar belirtildi.
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Son yillarda Beauveria cinsinin yeni taksonomik revizyonlari1 yapildi (Bischoff vd.,
2009; Rehner vd., 2011). Bu revizyona gére Beauveria cinsinin ayrintili tanimlamalarini
yapmak amaciyla ITS gen bolgelerinden baska EF1-a, RPB1, Bloc gen bolgelerinin de
veri analizi yapilmistir. EF1-¢ i¢in yaklasik 1150 bp, RPB1 800 bp ve Bloc bolgesi iginde
1050 bp’lik gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltildi. Elde edilen bantlar Sekil 16, 17, 18’de

gosterilmektedir.

M -  Hgl-2Hgl4 Hol-§ Hgl-7Hgl-10

M -  HpA-3 HpA-4 HpA-S

11505p
1150 %p
750

aep

Sekil 16. Izolatlarin EF1-a bdlgesinin PCR ile ¢ogaltilmas: (M: Marker 1 kb
(-): Negatif kontrol)

- 4+ Hpl2Epl4 Hpl-§ Hpl-7Epl-10

N HpA-3HpA-4HpA-3

Sekil 17. Izolatlarin RPB1 bélgesinin PCR ile ¢cogaltilmasi (M: Marker 1 kb,
(-): Negatif Kontrol, (+): Pozitif Kontrol)
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N Hpl-2 Hpl4 Hplé Hpl-7 Hpl-10 HpA-3 HpA-<4 HpA-5

1050 bp

Sekil 18. Izolatlarm Bloc gen bolgesinin PCR ile ¢cogaltiimasi (M: Marker
1kb)

Elde edilen DNA dizileri NCBI GenBank’ta blastlanarak izolatlarin GenBank’ta yer
alan diger Beauveria tiirleri ile yilizde benzerlik oranlar1 belirlendi. Tiim izolatlarin son
revizyona gore taksonomik pozisyonlarini belirlemek i¢in elde edilen EF1-a , Bloc, RPB1
dizileri filogenetik analizlerde kullanildi. Beauveria son taksonomik revizyonunun yer
aldigi, Rehner vd. (2011)’leri tarafindan yapilan ¢alismadaki tiim Beauveria cinsleriyle
tim izolatlar karsilastirildi. EF1-a gen bdlgesine gore ¢izilen agacta Hpl-4 ve HpA-3
izolatlar1 B. pseudobassiana olarak tanimlanirken diger izolatlarin hepsi B. bassiana olarak
tanimlandi. Ancak, Bloc ve RPB1 bdlgelerine gore ¢izilen filogenetik agacta Hpl-4 izolati
hari¢ diger biitiin izolatlarin B. bassiana olarak belirlenirken Hpl-4 izolati ise ITS gen
bolgesinde belirlenenin aksine B. pseudobassiana olarak tanimlandi. Bu nedenle Hpl-4
izolati hari¢ bitiin izolatlar B. bassiana olarak tanimlanirken, Hpl-4 izolat1 B.
pseudobassiana olarak tanimlandi. EF1-a, Bloc ve RPB1 bdlgerine gore gizilen filogenetik

agacta izolatlarin taksonomik pozisyonlar1 Sekil 19, 20, 21°de goriilmektedir.
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Beauveria pseudobassiana ARSEF 7242
Beauveria bassiana ARSEF 1359
Beauveria sp KVI 03 136
Beauveria pseudobassiana ARSEF 3529
Beauveria pseudobassiana ARSEF 2997
Beauveria pseudobassiana ARSEF 1855
Beauveria pseudobassiana ARSEF 4933
Beauveria pseudobassiana ARSEF 6229
® HpA-3
Beauvenia pseudobassiana ARSEF 8130
® Hpl-4
Beauvernia caledonica ARSEF 1567
Beauveria caledonica ARSEF 4302
g0 | Beauvenia caledonica ARSEF 7117
Beauveria caledonica ARSEF 8024
Beauveria amorpha ARSEF 1969
Beauveria amorpha ARSEF 2641
Beauveria amorpha ARSEF 4149
Beauveria bassiana ARSEF 7043
90! Beauveria sungii ARSEF 7279
Beauveria bassiana ARSEF 1478
72 | Beauveria bassiana ARSEF 1811
- Beauveria bassiana ARSEF 1848
— Beauveria bassiana ARSEF 1040
— | Beauveria bassiana ARSEF 1398
® Hpl-7
Beauveria bassiana ARSEF 252
Beauveria bassiana Bb Be13 1
— Beauveria bassiana L491AA
§ Beauveria bassiana ARSEF 1564
® Hpl-2
® Hpl-10
Beauveria bassiana ARSEF 5987
Beauveria bassiana I1
Beauveria bassiana KVL 03 76
® HpA-4
Beauveria bassiana ARSEF 751
Beauveria bassiana L492BA
Beauveria bassiana KVL 03 141
Beauveria bassiana Ost3
® Hpl-6
® HpA-5
Beauveria bassiana strain ARSEF 1628
— Beauveria australis ARSEF 4598
Beauveria brongniartii ARSEF 617

Beauveria brongniartii ARSEF 985

Beauveria brongniartii ARSEF 2271
64 | Beauveria brongniartii ARSEF 6214

Beauveria brongniartii ARSEF 7268

Beauvena asiatica ARSEF 4384
Beauveria asiatica ARSEF 4850
86! Beauveria australis ARSEF 4580

Cordyceps militaris strain

oo

Sekil 19. Tiim izolatlarin Rehner vd. (2011)’lerinin ¢aligmasinda kullanilan
Beauveria tiirleri ile EF1-a dizisine gore taksonomik pozisyonunu
gosteren N-J agaci. Sec-bagla (bootstrap) degerlerinin %60 ve
yukarist olanlar belirtildi.
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® HpA-4

Beauveria bassiana ARSEF 1564
@ HpA-3

Beauveria bassiana 5a

Beauveria bassiana 5b

Beauveria bassiana ARSEF 7518
@ Hpl-10

W Hpl-7

@ Hpl-6

W Hpl-2

—— Beauveria bassiana ARSEF 1648
Beauveria bassiana ARSEF 5987
Beauveria bassiana ARSEF 3086
Beauveria bassiana ARSEF 1816
- Beauveria bassiana ARSEF 1811
Beauveria bassiana ARSEF 300
Beauveria bassiana ARSEF 1040
@ HpA-5

—— Beauveria bassiana ARSEF 1478
— Beauveria bassiana ARSEF 751
Beauveria brongniartii ARSEF 985
Beauveria brongniarti ARSEF 979
Beauveria brongniarti ARSEF 617

kg | Beauveria brongniartii ARSEF 2271
Beauveria brongniartii ARSEF 7268

60( , Beauveria brongniartii ARSEF 6214

71 ! Beauveria brongniartii ARSEF 10277

86 | Beauveria asiatica ARSEF 4384
Beauveria asiatica ARSEF 4850

6 | Beauveria australis ARSEF 4580
Beauveria australis ARSEF 4598
Beauveria amorpha ARSEF 4149
Beauveria amormpha ARSEF 1969

96

Fa| Beauveria amorpha ARSEF 2641
99 | Beauveria sungii ARSEF 7043
Beauveria sungii ARSEF 7279
® Hpl-4

] Beauveria pseudobassiana ARSEF 3405
Beauveria pseudobassiana ARSEF 3220
Beauveria pseudobassiana ARSEF 6229
Beauveria pseudobassiana ARSEF 2997
Beauveria pseudobassiana ARSEF 7242
Beauveria pseudobassiana ARSEF 4933
Beauveria pseudobassiana ARSEF 1855
65| | Beauveria pseudobassiana ARSEF 3529
70! Beauveria pseudobassiana ARSEF 3216
Beauveria caledonica ARSEF 4302
Beauveria caledonica ARSEF 1567
81 | Beauveria caledonica ARSEF 7117
Beauveria caledonica ARSEF 8024
Cordyceps militaris

99

0m

Sekil 20. Tiim izolatlarin Rehner vd. (2011)’lerinin ¢alismasinda kullanilan
Beauveria tiirleri ile RPB1 dizisine goére taksonomik pozisyonunu
gosteren N-J agaci. Seg¢-bagla (bootstrap) degerlerinin %60 ve
yukaris olanlar belirtildi.
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BE| Seauveris bassiang L495E8
Beauveris bassiang (0008

W Ho-10

Beauveris bassiang AREEF 165804
Beauveria bassiang NRS-211
Seauveris tassiana RCERSHRED
Seauverda bassiana ARSEF 1163
Beauveria bassiang HVL 0F 78
Beauveria bassiana HVL 0F 141
Beauveris bassiang ARSEF 7300
g7 | SBeavveria passiana AREEF I8
& Hpi-2

W Hpi-o

BE| L b7

W Hoa-3

2o [ a2
] Beauvevia bassiana ARSEF 1011
— Esguver hassiana ARSEF TET

— Seauveria bassiang ARSEF 1470
— Seanveris bassiana ARSEF 1040
Beawunseria bassiang MNRS-207
o0 | Seauveria bassiana WRS-CFL-2
Beawunseria bassiang MNRS-238
Beauveria bassiana ARSEF 8187
= @z | [ Seauveria Dbassiang IEL Q3025

B Hoa-§

Beawnverda bassiana ARSEF 2605
Beauvesis bassiana ARSEF 2450
Beauveris bassiana ARSEF 3445

i

g7l Seavvena taswana ARSEF 0710
W Ho-4

Edr Seauveris prongriaml AREEF §1T7

Baaraena bronpnlarity ARSEF DAS
Bramnerdy prongniamt ARSES F2o0a
90 |l peauveria brongniant? ARSEF 2371
Exguvena suwsinsils ARSEF 4600
Esguvena auwshrails ARSEF 4500
Eeguvena ashtca ARSEF 4304
oo - Exguneria asistica ARSEF #0850
B=aurveriy amorpha ARSEF 7040
1 97| peawmneris amorptas ARSEF 4740
F4 Beauveris amopds ARSEFS I047
Esgurveriy sungh! ARTES TOJ43
400! Beavvena sungl! ARSEF FITR
L Ecawvera caledonica ARGEF 4302

Erauverdy calegonicy ARTES 7T

Eeguvena caksdonica ARSEF 1687

Beawverna tasdana ARSEF 0778

[Heaarn:m:r psevdciassiana ARSEF 1066
Beauveria pesudobassiang AREEF 3520
oo [ Seauvens pseurobassiang ARSEF 4033

{Mnﬁ pseuydgobassiana ARSEF 0229
5! Beawvena pseudobassiana ARSEF 90T

Esguvena caldonica ARSEF 2587
Eeginvena cabsdonica ARSEF 8024
isaria ccadas AREZEF FI00

Sekil 21. Tuam izolatlarin

Rehner vd. (2011)’lerinin c¢aligmasinda
kullanilan Beauveria tiirleri ile Bloc dizisine gore taksonomik
pozisyonunu gdsteren N-J agaci.
degerlerinin %60 ve yukarisi olanlar belirtildi.

Se¢-bagla

(bootstrap)
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EF1-a, Bloc ve RPB1 gen bolgelerinin filogenetik olarak incelenmesiyle birlikte, ITS
gen bolgesine gore izolatlar arasinda birkag baz cifti fark varken EF1-a gen bolgesine gore
ise bu farkin birka¢ baz c¢iftinden oldukga fazla oldugu 6zellikle Hpl-4, HpA-3 ve HpA-5
izolatlarinin diger izolatlardan daha fazla farklilik gosterdigi biyoinformatik programlar
kullanilarak belirlenmistir. Yine biyoinformatik programlar kullanilarak Bloc ve RPB1 gen
bolgelerine gore de izolatlar incelenmis ve bu inceleme sonucunda RPB1 gen bolgesine
gore izolatlar arasindaki fark ITS gen bolgesine gore daha fazla tespit edilmistir. Ozellikle
Hpl-4 ve HpA-5 izolatlarinin niikleotit dizisi diger izolatlardan yaklasik 16 bp daha fazla
farklilik gosterirken Bloc gen bolgesine gore ise aradaki bu farkin daha da arttigi tespit

edilmistir.

3.3.1. izolatlarda prl Genlerinin Tespiti

Outer (dis) ve inner (i¢) primerler kullanilarak yapilan Nested-PCR sonucunda
izolatlarin hepsinde Prl B gen bélgelerinin var oldugu tespit edilmistir (Sekil 22). Bu
sonuglarla birlikte biitiin izolatlarin Prl protezlara sahip oldugu belirlenmistir. Izolatlarin
Prl proteazlara sahip olmasi virulansi artirict bir faktor olup, sporlarin bocek kiitikulasina
penetrasyonunu kolaylastirmaktadir. Bu sonuglar dogrultusunda, Hpl-4 ve HpA-5 izolatlar1
yiiksek 6liim ve mikoz oranina sahip olmanin yani sira Prl proteazlara da sahip oldugu

saptanmistir.

M Hpl-2 Hpl4 Hpl6 Hpl-7 Hpl-10

M HpA-3 HpA-$ HpA-S

1000

Lo 200

Sekil 22. Izolatlarmn prl genlerinin PCR ile ¢ogaltilmasi (M: Marker 100 bp)
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3.4. Patojenite Testleri

3.4.1. izolatlarin Hypera postica Uzerindeki insektisidal Tarama Testleri

Yiiksek patojeniteye sahip fungal izolatlarin secimi ve fungal izolatlar arasindaki
virulans farklarini belirlemek amaci ile biitiin izolatlar H. postica’ya kars1 test edildi. H.
postica’ya karsi yapilan patojenite deneyleri hem larva hem de ergin bireyler iizerinde
gerceklestirildi. Fungal izolatlarin larvalar tizerinde yapilan 7 giinliik tarama testi
sonucunda izolatlarin birbirleriyle karsilastirildiklarinda H. postica’ya karsi farkli 6liim
oranlarma neden oldugu tespit edildi (Sekil 23). Olii bocekler iizerinde biiyiime ve
sporlasma incelenerek mikozlanma oranlar1 hesaplandi. Larvalar iizerinde yapilan tarama
testleri sonucunda tiim izolatlar %80’in {izerinde olan yiiksek 6liim degerleri gosterdi.
Biitiin bu islemler sonucunda 7. giin sonunda larvalar tizerinde izolatlardan Hpl-4 ve HpA-
5’in sirastyla %91 ve %97 oraninda 6liim oranina sahip oldugu belirlendi. Mikozlanma
acisindan ise her ikisi de %100 mikozlanma oran1 gosterdi.

Erginler ile yapilan tarama testi sonucunda da izolatlar birbirlerinden farkli 6liim
oranlar1 ve mikozlanma degerleri gosterdiler. Larvalarla yapilan tarama testinin aksine bazi
izolatlarda daha diisiik 6liim orani belirlendi. Ancak, larvalarla yapilan tarama testiyle
dogru orantili olarak erginlerle yapilan tarama testinde de Hpl-4 ve HpA-5 izolatlar1 7 giin
sonunda %88 ve %92 6liim orant ve %100 mikozlanma orani gosterdiler (Sekil 24). Bu

sonuclar dogrultusunda doz testlerinde bu iki izolatin kullanilmasina karar verildi.
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Hpl-2 | Hpl-4 | Hpl-6 | Hpl-7 | Hpl-10 | HpA-3 | HpA-4 | HpA-5 | Kontrol
H Olim (88,8889/91,1111|87,7778|84,4444|81,1111|82,2222|81,1111|97,7778|21,1111

kM Mikoz| 87,5 100 |88,6076| 100 100 |94,5946|95,8904| 100 0

izolat

Sekil 23. Izolatlarm H. postica larvalarma karsi patojeniteleri ve kadavralar
iizerindeki sporlasma oranlar1 (7 gilin sonunda). Olim degerleri Abbott
formiilii (Abbott, 1925) kullanilarak hesaplanda.
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Hpl-2 | Hpl-4 | Hpl-6 | Hpl-7 | Hpl-10 | HpA-3 | HpA-4 | HpA-5 | Kontrol
H Olim (36,6667|88,8889|77,7778|66,6667|58,8889|45,5556(66,6667|92,2222 (14,4444
k4 Mikoz |90,9091| 100 |85,7143| 100 (94,3396 97,561 |91,6667| 100 0

izolat

Sekil 24. Izolatlarin H. postica erginlerine karsi patojeniteleri ve kadavralar
tizerindeki sporlasma oranlar1 (7 giin sonunda). Olim degerleri Abbott
formiilii (Abbott, 1925) kullanilarak hesaplandi.

Bunlar haricinde SPSS programi ile tiim izolatlarin hem erginler hem de larvalar

tizerindeki LTso (letal time) degerleri hesaplandi ve Tablo 7°deki sonuglar elde edildi.

Tablo 7. izolatlarin LTs (Letal Time) Degerleri (7 giinliik deney

stirecinde)
fzolat | Larva (LTso) | Ergin (LTso)
Hpl-2 4,038 8,590
Hpl-4 3,899 3,92
Hpl-6 4,408 4571
Hpl-7 4,353 5,174
Hpl-10 4,817 5,915
HpA-3 4,55 7,580
HpA-4 4228 5,517
HpA-5 3,647 3,679

LTso degerleri Hpl-4 ve HpA-5 izolatlarimin larvalarda sirasiyla 3,89’uncu ve
3,64’1lincii glinde %50 dliime neden oldugunu gosterirken, erginlerde ise sirasiyla 3,92 nci
ve 3,67’nci giinde %50 6liime neden oldugunu gdstermistir. Bu sonuglar gostermektedir ki
Hpl-4 ve HpA-5 izolatlar1 diger izolatlardan daha kisa siirede 6liime neden olmaktadir. Bu
sonuglar 15181nda Hpl-4 ve HpA-5 izolatlarinin se¢iminin dogrulugu bir kez daha

kanitlanmis oldu.
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3.4.2. Hpl-4 (B. pseudobassiana) ve HpA-5 (B. bassiana) izolatlarimin Farkh
Dozlarmin Hypera postica Uzerindeki Virulansi

3.4.2.1. H. postica Larvalar1 Uzerindeki Virulans

Yiiksek patojenik etkilerinden dolayr Hpl-4 ve HpA-5 izolatlarinin H. postica
larvalar tizerindeki viriilansinin belirlenmesi i¢in 1X105, 1><106, 1><107, 1x108 spor/mL
konsantrasyonlarinin kullanildigi bu ¢alismada elde edilen insektisidal aktivite sonuglar
Sekil 25 ve 26’da verilmistir. Laboratuvar kosullarinda gerceklestirilen bu calismada
konsantrasyondaki artisa paralel olarak, larvalar tizerindeki Oldiiriici etkinin de arttigi
goriilmektedir. HpA-5 izolatinin kullanildig1r doz denemesinde en diisiik konsantrasyonun
(1x10° spor/mL) kullanildig1 ¢aligmada enfeksiyondan 7 giin sonra larvalarin %58’inin
oldiigii tespit edildi. Larvalarin 6lim degeri 1x10% spor/ml spor konsantrasyonunun
uygulanmasindan sonra 14 giin igerisinde %100’¢ ulasti. Kontrol grubunda ise 6lim
degeri %16 olarak belirlendi. Larvalara karsi uygulanan konsantrasyonlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu (Sekil 25). Probit analizi, LCsy degerini
hesaplamak igin kullanildi. Larvalara karsi bu fungusun uygulamadan 7 giin sonra LCsp
degeri 1,16x10” spor/ml olarak hesaplandi (Tablo 8).
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Sekil 25. H. postica larvalarinin HpA-5 izolatinin farkli dozlardaki spor
siispansiyonlarina maruz birakilmasi sonucu elde edilen kiimiilatif
Oliim oranlar1
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Sekil 26. H. postica larvalarinin HpA-5 izolatinin farkli dozlardaki spor
siispansiyonlarina maruz birakilmasi sonucu 14 giin sonunda elde
edilen toplam 6liim ve mikoz oranlari

Hpl-4 izolatimin kullanildigi doz denemesinde en diisiik konsantrasyonun (1x10°
spor/mL) kullanildig1 ¢alismada enfeksiyondan 7 giin sonra larvalarin %53’linlin 6ldigi
tespit edildi. Larvalarm 6lim degeri 1x10® spor/ml spor konsantrasyonunun
uygulanmasindan sonra 7 giin icerisinde %98’¢ ulasti. Kontrol grubunda ise o6lim
degeri %16 olarak belirlendi (Sekil 28).

Larvalara karst uygulanan konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklar bulundu (Sekil 27). Probit analizi, LCsy degerini hesaplamak ig¢in kullanildi.
Larvalara kars1 bu fungusun uygulamadan 7 giin sonra LCs degeri 10,7x10* spor/ml olarak
hesaplandi (Tablo 8).
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Sekil 27. H. postica larvalarinin Hpl-4 izolatinin farkli dozlardaki spor
siispansiyonlarina maruz birakilmast sonucu elde edilen
kiimiilatif 6ltim oranlar1
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Sekil 28. H. postica larvalariin Hpl-4 izolatinin farkli dozlardaki spor
siispansiyonlarina maruz birakilmasi sonucu 14 giin sonunda
elde edilen toplam 6liim ve mikoz oranlari

Tablo 8. Hpl-4 ve HpA-5 izolatlarimin H. postica larvalarina karsi kullanilan farkli
dozlarin uygulanmasi sonucu hesaplanan probit analizinin parametre
degerleri (7. Giin)

izolat LCso Egim+SE df X
Hpl-4 (larva) 10,7x10* (ND) 130,074 2 6,299
HpA-5 (larva) 1,16x10* (0,5-17,1) 8,6+0,07 2 2,241

Doz denemelerinde saglanan 6liim oranlarinin uygulama yapilan entomopatojenik
funguslardan olup olmadiginin belirlenmesi icin bocek kadavralart mikozlanmaya tabi
tutuldu. Doz denemelerinde 6len bocekler nemli filtre kagidi iceren petri kaplarinda ayri
ayr1 toplandi ve 28°C’de inkiibasyona birakildi. Testlerin kontrolii esnasinda da zaman
zaman Olii larvalarin mikozlanmaya basladigi gozlendi (Sekil 29). Mikozlanan larvalar
sayildi ve izolatlarm mikozlanma yiizdeleri hesaplandi. 1x10% spor/ml konsantrasyonda

izolatlardan Hpl-4 %88 ve HpA-5 %97 mikozlanma orani gosterdiler.

Sekil 29. Biyotest sirasinda enfekte olan H.postica larvalari
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3.4.2.2. H. postica Erginleri Uzerindeki Virulans

Hpl-4 ve HpA-5 izolatlariin Hypera postica erginleri {izerindeki virulansinin
belirlenmesi i¢in de aym larvalar iizerinde uygulanan 1x10°, 1x10°%, 1x107, 1x10° spor/mL
konsantrasyonlar1 kullanildi ve bu c¢alismada elde edilen insektisidal aktivite sonuglar
Sekil 30 ve 31’de verilmistir. Calismada konsantrasyondaki artisa ve larvalar tizerindeki
oldiirticii etkiye paralel olarak tiim dozlarda 6liim oraninin arttig1 goriilmektedir.

HpA-5 izolatinin kullanildig1 doz denemesinde en diisiik konsantrasyonun (1x10°
spor/mL) kullanildig1 calismada enfeksiyondan 7 giin sonra erginlerin %55’inin, 14 giin
sonunda %66’smin 6ldiigii tespit edildi. Erginlerin 6lim degeri 1x10® spor/ml spor
konsantrasyonunun uygulanmasindan sonra 7 giin igerisinde %96’ya, 14 giin
icerisinde %98’e ulasti. Kontrol grubunda ise oliim degeri %13 olarak belirlendi.
Mikozlanma orani ise 1x10° spor/ml konsantrasyonda %96 olarak hesaplandi. Erginlere
karst uygulanan konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu
(Sekil 30-31). Probit analizi, LCsp degerini hesaplamak i¢in kullanildi. Erginlere karst bu

fungusun uygulamadan 7 giin sonra LCsq degeri 7x10* spor/ml olarak hesapland: (Tablo 9).
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Sekil 30. H.postica erginlerinin HpA-5 izolatinin farkli dozlardaki spor
siispansiyonlarina maruz birakilmasi sonucu elde edilen kiimiilatif 6liim
oranlari
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Sekil 31. H.postica erginlerinin HpA-5 izolatinin farkli dozlardaki spor
slispansiyonlarina maruz birakilmasi sonucu elde edilen 6liim ve mikoz
oranlari.

Hpl-4 izolatmin kullanildigi doz denemesinde en diisiik konsantrasyonla (1x10°
spor/mL) yapilan ¢alismada enfeksiyondan 7 giin sonra erginlerin %52°sinin, 14 giin
sonunda %66’smmn 5ldiigi tespit edildi. Erginlerin 6lim degeri 1x10% spor/ml spor
konsantrasyonunun uygulanmasindan sonra 7 giin igerisinde %94’e, 15 giin
igerisinde %95’¢ ulast1 (Sekil 32). Kontrol grubunda ise 6liim degeri %13 olarak belirlendi.

Mikozlanma oranlari ise tiim konsantrasyonlarda %90’ {izerinde hesaplandi (Sekil 33).
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Sekil 32. H.postica erginlerinin Hpl-4 izolatinin farkli dozlardaki spor
siispansiyonlarina maruz birakilmasi sonucu elde edilen kiimiilatif
Oliim oranlart
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Sekil 33. H.postica erginlerinin Hpl-4 izolatinin farkli dozlardaki spor
slispansiyonlarina maruz birakilmasi sonucu 14 giin sonunda elde
edilen toplam 6liim ve mikoz oranlari.

Erginlere karsi uygulanan konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklar bulundu (Sekil 32). Probit analizi, LCsy degerini hesaplamak ig¢in kullanildi.
Erginlere karsi bu fungusun uygulamadan 7 giin sonra LCso degeri 11,2x10* spor/ml olarak
hesaplandi (Tablo 9).

Tablo 9. Hpl-4 ve HpA-5 izolatlarinin H. postica’nin erginlerine karst kullanilan
farkli dozlarinin uygulanmasi sonucu hesaplanan probit analizinin parametre
degerleri (7. Giin)

izolat LCso EgimSE df X2
Hpl-4 (ergin) 11,2x10 (2,7-27,7) 12,620,071 2 2,597
HpA-5 (ergin) 7x10* (1,46-18,2) 120,074 2 3,498

Doz denemelerinde saglanan o6liim oranlarmin fungustan olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in bocek kadavralari mikozlanmaya tabi tutuldu. Uygulama sonunda, tim

dozlarda mikozlanma oraninin %90’1n iizerinde oldugu tespit edildi (Sekil 34).

Sekil 34. Doz denemelerinde erginlerde gerceklesen dliimlerin mikozlanmasi



4. TARTISMA

Giin gegtikge iilkemizde devlet tarafindan verilen tesvik edici destekler sayesinde
tarim ve hayvancilik giderek Onemini arttirmaktadir. Gegmisten bu yana tarim ve
hayvancilikta meydana gelen verim kayiplari ciftgilerin en biiylik sorunlarindan birini
olusturmaktadir. Hayvansal iiretimde istenilen verimin elde edilebilmesi i¢in kaliteli kaba
yemlere ihtiya¢ oldugu bilinmektedir. Ulkemizde bu kaba yem ihtiyacin1 ¢ayir mera
alanlar1 ve yetistirilen yem bitkileri karsilamaktadir. Diinya’da en ¢ok yetistirilen yem
bitkilerinden biri olan yonca, genis adaptasyon yetenegine sahip olup (Erisen, 2005),
yurdumuzda da en fazla ekim alanina sahip yem bitkilerindendir. Yonca, icerdigi yiiksek
protein ve vitamin orani nedeniyle hayvanlardaki verimin artmasinda etkilidir. Ancak, tim
diinyada yoncalarda sorun olan hastalik ve zararlilarin var oldugu bilinmektedir. Bu
zararlilar arasinda en fazla zarara bocekler neden olmaktadir. Bu bocekler arasinda Hypera,
Acyrthosiphon, Therioaphis, Sitona, Lygus, Phytodecta, Bruchaphagus cinslerine bagh
tirler sayilabilir. Bu tiirler her bolgede zararli olmamakla beraber yonca hortumlubdcegi
tim diinyada 6nemli bir zararlidir. Yurdumuzda da bu bocegin zarar1 nedeni ile bazi
bolgelerde yonca tarimi azalmis veya tiimden yapilamaz hale gelmistir (Anonim, 2007).
Yonca hortumlubdceginin larva ve ergininin yonca lizerinde yapmis oldugu zarar dikkat
cekicidir. Ozellikle larvalarin yapmis oldugu zarar erginlerden daha fazladir. Ulkemizde ve
diinyada bu bdcegin zararinin en aza indirilmesi igin ¢esitli yontemler denenmistir.
Bunlarin basinda kiiltiirel ve kimyasal miicadele yontemleri gelmektedir. Yonca
hortumlubdcegi ile kimyasal miicadelede zararlilarin miicadelesinde uygulanacak
ilaglamalara yonelik cesitli calismalar yapilmistir. Ornegin, Cothran vd. (1967), ilk iiriin
yoncada, yonca hortumlubdcegi miicadelesi igin 25 deneysel ve ruhsatl insektisiti, belirli
kombinasyonlar ile degisik dozlarda arazi sartlarinda test etmislerdir. Ancak kullandiklar
insektisitlerden sadece bir tanesinin etkili oldugunu belirlemislerdir. Yine, Wilson ve
Armbrust (1968), 1967 yilinda ruhsatli ve deneme amagli olarak ¢esitli insektisitlerin
karisimlarinin, ilk bigim yoncada yonca hortumlubdcegine Karsi etkisini belirlemek
amaciyla laboratuvar ve tarla denemeleri yapmislardir. Ancak istenilen sonuglar1 elde
edememislerdir. Kimyasal miicadelenin tek basina etkisizliginin anlagilmasi ile birlikte
zararl ile miicadelede farkli uygulamalar aranmistir. Giles ve Obryck (1997), Onceki

uygulamalardan farkli olarak yonca hortumlubdcegi larvalarina karsi yonca alanlarinda
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insektisit ve bigim uygulamalarini, Zoophthora phytonomi (entomopatojen fungus)’nin
tahmin edilen ilk ¢ikisinin en yogun oldugu zamana denk getirerek, larvalarin 6liim
oranlarini en yiiksek diizeye ¢ikarmak i¢in Z. phytonomi’nin enfeksiyonu boyunca degisik
dozlarda Lorsban—4 E (Chlorpyrifos) ve Pounce 3.2 EC (Permethrin) uygulamislardir.
Oliim orani (insektisit ve Z. phytonomi’nin birlestirilmis etkisi ile) Lorsban ve Pounce
uygulanan grupta kontrole gore sirasiyla % 7,5-25,3 daha yiiksek bulunmustur. Caligmada,
Z. phytonomi epidemisi ile birlestirilen insektisit uygulamalarinin zararlinin miicadelesi
icin kullanilan insektisit oranlarini azalttigi bildirilmistir. Bu uygulama entomopatojenik
funguslarin zararli ile miicadelede basarili olabileceginin ilk kanitlarindan biridir.

Kimyasal miicadelenin yonca hortumlubécegi ile miicadelede yetersiz kalmasi ve
sebep oldugu ciddi problemler nedeniyle yeni miicadele yontemi arayisina girilmistir. Bu
hususta biyolojik miicadele kimyasal miicadelenin meydana getirdigi bir¢ok problemi
ortadan kaldirmasi ve uzun vadede kalic1 bir ¢6ziim olmasi nedeniyle vazgecilmez bir
miicadele yontemidir. Yonca hortumlubécegi ile biyolojik miicadelede, ilk olarak
Chamberlin  (1926), Kuzey Amerika’da yonca hortumlubdcegine karsi biyolojik
miicadelede etkili olan, larva ve yumurta parazitoiti olmak {izere toplam 10 tiir teshis
etmistir. Bunlar arasinda en 6nemlileri, Hymenoptera takimindan Bathyplectes curculionis
(Thoms.), Bathyplectes anurus (Thoms.) (Ichneumonidae), Dibrachoides druso (WIkr.)
(Pteromalidae), Microctonus aethiopoides (Wees) (Braconidae) ve Tetrastichus incertus
(Ratz) (Eulophidae)’dir. Kuhar vd., (2000), Virjinya’da onemli zararli konumunda olan
yonca hortumlubdcegi larvalarimin, Bathyplectes anurus (Hymenoptera: Ichneumonidae)
tarafindan %36-92 oranlar1 arasinda parazitlenebildigini tespit etmistir. Hypera postica
(Gyllenhal)’nin bu parazitoit ve predatorleri Avrupa’da iyice arastirtlmig ve bunlardan
bir¢ogu biyolojik miicadelede kullanilmak amaciyla ABD tarafindan ithal edilmistir.

Ulkemizde de yonca hortumlubdceginin bazi dogal diismanlari tespit edilmistir.
Onemli larva parazitoitleri, Bathyplectes sp. nr. corvina Ths., Hoplectis maculator F.
(Hymenoptera: Eulophidae)’dir. Bunlar igerisinde en etkili olan1 Bathyplectes sp.’dir.
Ayrica, Beauveria sp. fungusu larva ve erginlerde hastaliklara neden olmaktadir (Anonim,
2007).

Zararli boceklerle miicadelede biyolojik miicadelenin bir kolu olan mikrobiyal
etmenlerin kullanimi, 1800°1i yillarda funguslarla baslamistir. Diinyada boceklerden izole

edilen wviriis, bakteri, fungus, nematod ve protozoonlar1 kapsayan ¢esitli
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preparatlar zararlilarin mikrobiyal miicadelesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Boucias ve Pendland, 1998; Demirbag vd., 2008). H. postica ile mikrobiyal miicadelede
bugiine kadar sayili ¢aligmalar yapilmistir. Kim vd. (2007) Steinernema carpocapsae
nematodunu yonca hortumlubdcegi ile miicadelede kullanmiglardir. Shah vd. (2011) ise
Heterorhabditis indica, Steinernema carpocapsae ve Steinernema thermophillium
nematodlarin1 kullanarak zararli populasyonunu kontrol altina almaya calismislardir.
Ayrica, Sharma vd. (2011) Bt proteinlerini (Cry6B) zararli ile miicadelede kullanmiglardir.
Ancak istenilen sonuglar tam olarak elde edilememistir. Genel olarak, bir¢ok bocek takimi
fungal hastaliklara kars1 duyarhidir ve entomopatojenik funguslar, zararli boceklere karsi
mikrobiyal miicadele etmeni olarak iyi bir potansiyele sahiptir (Roberts, 1989).

Giliniimiize kadar gerek tlilkemizde gerekse biitiin diinyada cesitli tarim ve orman
zararlilarindan ¢ok sayida entomopatojen organizma izole edilmis ve bunlarin gesitli
zararhlar tlzerinde Oldiiriicii etkileri arastirilmistir. Bu calismalar arasinda iilkemizin
onemli tarim ve orman zararlilarindan olan T. pityocampa (Schiff.), Gryllotalpa
gryllotalpa L. ve Dendroctonus micans (Kug.)’tan entomopatojenik fungus izolasyonu
onemli bir yer tutmaktadir (Sevim vd., 2010b; S6nmez vd., 2016; Tanyeli vd., 2010). Elde
edilen dogal ve yerel izolatlar morfolojik ve molekiiler olarak tanimlandiktan sonra
tilkemiz acisindan son derece Onemli olan ¢esitli tarirm ve orman zararlilar tlizerinde test
edilmistir ve yiiksek virulansa sahip fungal izolatlarin elde edildigi belirlenmistir.
Kocagevik vd. (2016)’lerinin yapmis oldugu ¢alismada Dendroctonus micans’tan izole
edilen fungal izolat orman zararlilar1 olan Ips sexdentatus (Boerner) ve Ips typographus
(Linnaeus) tizerinde denenmis ve oldukca basarili sonuglar alinmistir.

Biitiin bu hususlar dogrultusunda, bu calismada yonca hortumlubdcegine karst su
ana kadar yapilan kimyasal ve biyolojik miicadele yontemlerinin yeterli olmamasi
nedeniyle zararl ile miicadelede daha etkili, giivenli, ekonomik ve kimyasal insektisitlerin
kullanimin1 azaltacak bir yontem ve etmen gelistirmek amaglanmistir. Bu baglamda,
entomopatojenik  funguslarin  yukarida  belirtilen avantajlari, Onceden yapilan
caligmalardaki tarim ve orman zararlilari ile biyolojik miicadeledeki etkisi ve Hypera
postica’nin Beauveria cinsi funguslara karsi hassasiyeti dikkate alinarak etkili bir fungal
miicadele etmeni tespit etmek amaciyla tez ¢calismalarina basglanmustir.

Bu kapsamda Adana ve Igdir illerinden H.postica’ya karsi etkili bir mikrobiyal
miicadele etmeni bulabilmek ic¢in ergin yonca hortumlubdcekleri toplanarak, olii

boceklerden entomopatojenik fungus izolasyonu yapildi. Elde edilen fungal izolatlarin
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morfolojik ve molekiiler karakterizasyonlar1 yapildi ve izolatlarin tiir tayinleri
tamamlanarak, mikrobiyal miicadelede kullanilma potansiyelleri arastirildi. Yapilan
karakterizasyon ¢alismalari sonucunda Beauveria cinsine ait toplam 8 adet fungus elde
edildi. Ulkemizde bu giine kadar H. postica’dan entomopatojenik fungus izolasyonu
yapildigina dair bir kayda ulasilamamakla beraber, yapilan bu c¢alisma ile yonca
hortumlubdceginden izole edilen izolatlardan 7 tanesinin Beauveria bassiana (Hpl-2, Hpl-
6, Hpl-7, Hpl-10, HpA-3, HpA-4, HpA-5), 1 tanesinin Beauveria pseudobassiana (Hpl-4)
oldugu belirlendi. Bu izolatlar iilkemizde ve diinyada bu ¢aligma ile H. postica’dan ilk kez
1zole edilmiglerdir.

Elde edilen funguslarin tiir tayinlerinin kesinliginden emin olmak i¢in ITS gen
bolgeleri PCR ile cogaltildi ve filogenetik agaclari ¢izildi. Bu analiz sonucunda tiim
izolatlarn B. bassiana olduklar tespit edildi. Tiim izolatlar Beauveria cinsinin son
taksonomik diizenlenmesinin yer aldigi, Rehner vd. (2011)’leri tarafindan yapilan
calismadaki tim Beauveria izolatlar1 ile karsilastirildi. Rehner vd. (2011)’nin son
revizyonu geregince, Beauveria cinsinin bu tez kapsaminda ITS gen bdlgelerinden baska
EF1-a, RPB1 ve Bloc gen bolgelerinin de veri analizi yapildi. EF1-a gen bozlegesine gore
cizilen filogenetik agagta Hpl-4 ve HpA-3 izolatlar1 B. pseudobassiana olarak belirlendi.
Ancak RPB1 ve Bloc bolgelerine gore ¢izilen filogenetik agaglarda Hpl-4 izolat1 ITS gen
bolgesi analizinden farkli olarak B. pseudobassiana olarak belirlendi. Diger izolatlar ise
ITS gen bolgesi ile uyumlu olarak B. bassiana olarak tanimlandi. Karakterizasyondaki bu
degisimler, ITS gen bolgesindeki birkag baz ¢ifti olan farkliliklarin EF1-a, RPB1 ve Bloc
gen bolgelerinde giderek artmasi ve daha dogru sekans bilgilerinin elde edilmesine
baglanabilir.

B. bassiana iyi bilinen bir bocek patojenidir ve mikrobiyal miicadele etmeni olarak
diinya ¢apinda birgok bocek tiiriinde hastalik ve 6liimler gerceklestirmektedir (Lacey vd.,
2001; Goettel vd., 2005; Zimmermann, 2007). B. bassiana yiizeyi tozsu olan pamuksu
goriimde koloniler olusturur. Koloni baslangigta beyaz, sonralar1 pembe-ten rengi bir renk
alir. Mikroskobik incelemede tabani siskin konidyojendz hiicrelerin simpodiyal bir uzama
ile zikzak olusturmalar1 karakteristiktir. Cok sayida, ufak, globoz mikrokonidyumlar
konidyoforlar ¢evresinde kiimeler olusturabilir (Giircan vd., 2006, Tucker vd., 2004,
Koneman vd., 1992). B. bassiana beyazsinek, ekinbiti ve yaprakbiti gibi ¢cok sayida zararli
bocege karsi arazide ve laboratuarda mikrobiyal miicadele etmeni olarak kullanilmaktadir.

Bunun yaninda B. bassiana hedef olmayan organizmalara da zarar vermemektedir (Saenz-
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de-Cabezon Irigaray vd., 2003). B. bassiana boceklerde “beyaz muskadin® olarak bilinen
bir hastaliga sebep olmaktadir. Bu fungusun sporlar1 boceklerin {ist deri tabakasi ile temasa
gectigi zaman c¢imlenirler ve dogrudan iist derisinden konakgilarinin viicutlarinin igine
dogru biiyiirler. Fungus toksin iireterek ve bdcegin gidalarini kurutarak viicudunda hizla
cogalir. Fungus; konakg¢isim1 6ldiirdiigli zaman, bocegin dis iskeletinin arasindan bocegi
beyaz bir kiif tabakasi ile kaplayarak disariya dogru biiyiir. Bu ince tiiyli kiif ¢evreye
saliverilen milyonlarca yeni infektif sporlar iiretir. B. bassiana giiniimiizde boceklere karsi
konidiyal spreyler olarak uygulanmaktadir. Paparatti ve Speranza (2005) yaptiklar1 bir
calismada ticari olarak satilan B. bassiana preparatini biyolojik miicadele etmeni olarak
alan uygulamasiyla Curculio nucum (findik kurdu)’a karsi test ettiler. Yapilan bu
calismada fungus ile muamele edilen kafeslerde larva o6liimiinde %35 oraninda artis
gozlendi. B. bassiana ayni zamanda benzer hayat dongiisiine sahip bir bagka 6nemli zararlt
olan Curculio elephas (Kestane kurdu) iizerinde de ayni oranda 6liime neden olmustur
(Paparatti ve Speranza, 1999). Findik ve kestane kurdunun Hypera postica gibi hortumlu
bocekler olmasi ve bu zararlilar iizerinde B. bassiana’nin etkili oldugunun saptanmasi
bizim ¢aligmamizin basarili olabileceginin de en Onemli gdstergelerinden biridir. B.
bassiana ile basariyla yapilmis sayisiz biyolojik miicadele deneyleri bulunmaktadir (Eken
vd., 2006). Sevim vd. (2013)’lerinin yapmis oldugu ¢alismada Corythucha ciliata (Cinar
dantel bocegi)’tan izole edilen B. bassiana zararli lizerinde denenmis ve %86 oraninda
oldiiriicii etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Yine, ladin ormanlarinda zararli olan dev
soymuk boceginden (Dendroctonus micans) izole edilen B. bassiana zararliya karsi
denenmis ve %100 oraninda 6ldiiriicli etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Tanyeli vd.,
2010).

B. pseudobassiana ile ilgili de c¢alismalar bulunmaktadir. Kocagevik vd.
(2016)’lerinin yapmis oldugu c¢alismada Dendroctonus micans’tan izole edilen B.
pseudobassiana izolatlar1 Ips sexdentatus (Boerner) ve Ips typographus (Linnaeus)
tizerinde denenmis ve her iki zararl lizerinde de %100 oliim orani saptanmistir. Bu
calismalar Beauveria cinsinin bocek takimlar1 tizerindeki etkisini net bir sekilde
gostermektedir.

Beauveria cinsi funguslara karsi H. postica’nin hassasiyeti bilinmektedir. Ancak
bunun zararli T{zerindeki insektisidal aktivitelerine yonelik detayli bir c¢alisma
yapilmamustir. Ik olarak Hedlund ve Pass (1968) Beauveria bassiana’nin Hypera

postica’yr enfeksiyonunu g¢alismistir. Ancak, bu calisma daha ¢ok fungal enfeksiyonun
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bocek dokusundaki ilerleyisi ve nasil bir yol izledigi ile ilgili bir galismadir. Yine Mustafa
vd., (2014) H. postica erginleri iizerinde B. bassiana’nin da iginde oldugu c¢esitli
entomopatojenik funguslari denemis ve basarili sonuglar elde etmistir. Ancak yapilan bu
calismada kullanilan fungal etmenler bocegin kendisinden izole edilmemis ve sadece
erginler lizerinde deneme yapilmistir.

Bu nedenle, yonca hortumlubdceginden izole edilen Beauveria cinsi izolatlarin
zararli lzerindeki insektisidal aktivitesi detaylt olarak ilk kez bu ¢aligmayla
gerceklestirilmistir. Elde edilen 8 izolatin H. postica iizerindeki insektisidal aktivitesini
belirlemek amaciyla tiim izolatlar kullanilarak hem larva hem de erginler {izerinde
insektisidal tarama testi yapilmistir. Bu biyotest sonucunda larvalardaki 6liim orani 7 giin
sonucunda izolatlar arasinda farklilik gdstermistir. Larvalar ile yapilan tarama testinde en
yiiksek Oliim oran1 Hpl-4 (%91) ve HpA-5 (%97) izolatlarinda gozlendi. Ayrica biitiin
izolatlarin LTsp degerleri hesaplandi ve bu degerler sonucunda sirasiyla Hpl-4 ve HpA-5
izolatlarinin 3,89. ve 3,64. giinde %50 o6liime neden olduklar1 belirlendi. Tiim izolatlar
kullanilarak erginler ile yapilan tarama testinde de en yiiksek 6liim orani yine Hpl-4 (%88)
ve HpA-5 (%92) izolatlarinda gbzlendi. Ancak erginlerde hesaplanan LTsg larvalara gore
daha yiiksek bulundu. Sirasiyla, Hpl-4 ve HpA-5 izolatlar1 i¢in bu degerler 3,92. ve 3,67.
giin olarak hesaplandi. Bu degerler bize erginlerin larvalara gére daha uzun siirede
oldiigiinii gostermektedir. Diger izolatlarinda 6liim oranlar1 ve LTso degerleri hesaplanmis
ve bu izolatlarinda H.postica ergin ve larvalar lizerinde etkili olduklari tespit edilmistir.
Ancak bu degerler icerisinde Hpl-2 izolatinin larva ve erginler iizerindeki 6liim oram
arasindaki fark dikkat ¢cekmistir. izolatin, larvalar {izerindeki &liim oran1 %88 olarak tespit
edilmigken, erginler lizerindeki 6liim orani ise %36 olarak tespit edilmistir. Bu durum
bdcegin erginlerinin bu fungusa karsit duyarli olmamasina baglanabilir. Hpl-6, Hpl-7, Hpl-
10, HpA-3 ve HpA-4 izolatlarinin da larva tizerindeki 6liim orani, erginler iizerindeki 6liim
oranlarindan daha yiiksek bulunmustur. Bu veriler neticesinde larvalarin erginlere gore
daha duyarli olduklar tespit edilmistir. Bir bocegin yasam dongiisiindeki biitiin gelisim
sathalar1 Hypocrealen funguslara karsi esit olarak hassas degildir (Inglis vd., 2001). Baz1
durumlarda, erginler larvalardan daha hassas olabilir. Ornegin, Delia antiqua (Meigen)
(Diptera: Muscidae: Anthomyiidae) erginleri bazi Hypocrealen funguslara karsi
larvalardan daha hassastir (Davidson ve Chandler, 2005). Bunun tersine, sivrisinek
larvalar1 Culicinomyces clavisporus’a karsi erginlere gore daha hassastir (Panter ve Russell,

1984). Bu sonuglar, belirli bir gelisme safthasinin funguslara daha hassas veya daha direncli
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oldugunu belirten genel bir kural olmadigin1 gostermektedir (Goettel vd., 2005). Aym
zamanda tez kapsaminda yapilan g¢alismayla, Beauveria tiirlerinin kendi igerisindeki
patojenite oranlarinin da farklilik gésterebilecegi belirlenmistir.

Tarama testiyle insektisidal etkisi en yiiksek bulunan Hpl-4 (B. pseudobassiana) ve
HpA-5 (B. bassiana) izolatlarinin farkli dozlart H. postica larva ve erginleri iizerinde
denenmistir. Bu calisma icin iki izolatin da 1x10°, 1x10° 1x10’, 1x10® spor/ml olmak
tizere farkli dozlar1 hazirlanmistir ve piiskiirtme yontemi ile larva ve erginler bu dozlarla
muamele edilmislerdir. Bu biyotest sonucunda larvalar iizerinde 14 giin igerisinde HpA-5
izolat1 %100 6liim orani ve %97 mikozlanma gosterirken, Hpl-4 izolat1 ise %97 6liim orani
ve %95 mikozlanma oram1 goOstermistir. Hpl-4 izolati erginler iizerinde 14 giin
icerisinde %95 6lim orani ve %97 mikozlanma gdsterirken, HpA-5 izolat1 ise 14 giin
icerisinde %98 6liim orani ve %96 mikozlanma orani géstermistir. Bu sonuglar Sevim vd.
(2010b)’nin ¢am ormanlarinda zararli olan T. pityocampa (Schiff.) {izerinde bu bocekten
izole edilen B. bassiana izolat1 ile yaptigi ve %100 oraninda 6lim ve mikozlanma ile
sonuglanan ¢alisma, Tanyeli vd. (2010)’nin ladin orman1 zararlisi Dendroctonus micans
tizerinde bu bocekten izole ettikleri B.bassiana ile yaptiklari, %100 6lim ve %80
mikozlanma ile sonuglanan ¢alisma ve Cam vd. (2002)’nin B. bassiana fungusunu papates
bocegine (Leptinotarsa decemlineata Say. (Coleoptera: Chrysomelidae)) kars1 test ettikleri
ve larvalar {izerinde %80 6liim orani elde ettikleri caligsmalar ile uyum gostermektedir.

Ayni zamanda izolatlarin hepsinin Prl proteazlara sahip oldugu belirlendi. Prl
proteazlarin sporlarin bocek kiitikulasina penetrasyonundaki etkisi dikkate alindiginda,
izolatlarin hepsinin genel olarak yiiksek Oliim orani gdstermesinde bu proteazlarin rolii
oldugu soylenebilir. Wang vd. (2002)’nin yaptig1 ¢alismada prl genlerinin 6liim oranlari
tizerindeki pozitif etkisi agik¢a belirtilmektedir. Bu ¢alismada prlgeni olmayan (mutant)
izolatlarin %20 daha az 6liime neden oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak bu ¢alismada, Adana ve Igdir illerinden toplanan ergin H. postica
boceklerinden toplam 8 adet entomopatojenik fungus izole edildi ve izole edilen funguslar
ayrintili bir sekilde karakterize edildi. Ayrica bu izolatlarin izole edildikleri H. postica
ergin ve larvalarina karsi insektisidal etkileri belirlendi. Larva ve erginler tizerindeki 6liim
ve mikoz oranlari incelendiginde, en etkili izolatlarin Hpl-4 (Beauveria pseudobassiana)
ve HpA-5 (Beauveria bassiana) izolatlar1 oldugu tespit edildi. Bunun sonucunda, bu

izolatlarin H. postica’ya karsi iyi bir biyolojik miicadele etmeni olabilecegi belirlendi.



5. SONUCLAR

“Hypera postica (Yonca hortumlubdcegi)’nin fungal patojenlerinin belirlenmesi ve

fungal miicadele etmeninin aragtirilmasi” baslikli bu tez ¢alismasinda asagidaki sonuglar

elde edildi.

1. Adana ve Igdir illerinden toplanan 6lii ergin yonca hortumlubdceklerinden 8
adet entomopatojenik fungus izole edildi.

2. Ulkemizde ve diinyada ilk kez H. postica’dan entomopatojenik fungus
izolasyonu yapildi.

3. lzole edilen funguslarin morfolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak tiir
tayinleri yapildi ve izolatlarin 7 tanesinin Beauveria bassiana (Hpl-2, Hpl-6,
Hpl-7, Hpl-10, HpA-3, HpA-4, HpA-5) ve 1 tanesinin Beauveria
pseudobassiana (Hpl-4) oldugu belirlendi.

4. Molekiiler karakterizasyon yontemleri kullanilarak Rehner vd., (2011)’nin
yapmis oldugu Beauveria cinslerine ait funguslarin son revizyonuna uygun
olarak ITS gen bolgelerinden bagska EF1-a, RPB1 ve Bloc gen bélgeleri de
tanimlanarak filogenetik analizleri yapildi.

5. ITS gen bolgesine gore cizilen filogenetik agacta Hpl-4 izolatt B. bassiana
olarak belirlenirken EF1-a ,Bloc ve RPB1 dizilerine gore ¢izilen filogenetik
agacta B. pseudobassiana olarak tanimlandi.

6. H. postica larvalar1 ve erginleri iizerinde ilk kez detayli olarak entomopatojenik
fungus insektisidal aktivite testleri yapildi.

7. Tim izolatlar kullanilarak yonca hortumlubdcegi larva ve erginleri iizerinde
1x10" konsantrasyon kullanilarak yapilan 7 ginliik insektisidal aktivite tarama
testi sonucunda Hpl-4 (%91) ve HpA-5 (%97) izolatlar1 en fazla 6liim oranina
sahip oldugu belirlendi.

8. lzolatlarin LTso degerleri tarama testi sonuglara gére hesaplandi ve Hpl-4 ve
HpA-5 izolatlarinin larvalarda sirasiyla 3,89. ve 3,64. glinde %50 6liime sebep
olduklar1 bulundu. Erginlerde ise, sirasiyla 3,92. ve 3,67. glinde %50 Oliime
sebep olduklar1 belirlendi.

9. Hpl-4 ve HpA-5 izolatlarinin farkli dozlar1 ile H. postica larva ve erginleri

tizerinde patojenite testleri yapildi. Larvalarda ve erginlerde her iki izolat i¢inde
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10. en hizh ve yiiksek 6ltim 1x10° spor/ml’lik konsantrasyonda saglandi. Larvalarda,
Hpl-4 izolat1 %97 6liim orani ve yaklasik %90 mikozlanma orani gosterirken,
HpA-5 izolati ise %100 6liim ve %97 mikozlanma orani gosterdi. Erginlerde ise,
Hpl-4 izolatt %95 olim ve %97 mikozlanma orami gosterirken, HpA-5
izolat1 %98 Sliim ve %96 mikozlanma oran1 gosterdi.

11. Izolatlarin hepsinde Pr1 B gen bdlgesi tespit edildi. Bu sonugla izolatlarin Prl
protezlara sahip oldugu belirlendi.

12. Bu sonuglar ile yonca tarlalarinda yayilis gosteren ve ciddi verim kaybi ve
zararlara neden olan H. postica (yonca hortumlubdcegi)’ya karst bu
entomopatojenik funguslarin etkili bir biyolojik miicadele etmeni olarak

kullanilabilecekleri tespit edildi.



6. ONERILER

Bu ¢alismada Hypera postica (Yonca hortumlubdcegi)’dan entomopatojenik fungus

izolasyonu yapild1 ve izole edilen funguslarin morfolojik ve molekiiler karakterizasyonlari

yapilarak tanimlanmalar1 gerceklestirildi. Ayrica, bu funguslarin H. postica’ya karsi

insektisidal aktiviteleri belirlenerek, 6ldiiriicii etkisi yiiksek olan izolatlarin doz denemeleri

gerceklestirilmisgtir.  Calismanin  yaygin etkisini arttirmak amaciyla, bundan sonraki

calismalarda asagidaki hususlar dikkate alinabilir:

1.

Izolatlarn 6ldiiriicii etkileri iizerine sicaklik, UV ve pH gibi fiziksel faktorlerin
etkileri arastirilabilir.

Insektisidal aktivite testi sonucunda H. postica larva ve erginleri iizerinde
yiksek oOldiriicii etkisi belirlenen Hpl-4 ve HpA-5 izolatlarinin zararh
iizerindeki virulansini arttirici ¢alismalar yapilabilir.

Yiiksek oldiirticii etkisi belirlenen izolatlarin diger yonca zararlilar tizerindeki
insektisidal aktivite testleri yapilarak daha kapsamli bir ¢alisma yapilabilir.
Yiiksek insektisidal aktiviteye sahip izolatlarin alan uygulamalar: yapilabilir.
Bu calismada elde edilen funguslarin ticari preparat olarak gelistirilmesine

yonelik ¢aligmalar baglatilabilir.
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8. EKLER
Ek 1. Beauveria bassiana Hpl-2’nin 1 TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGC
GGACTGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTATTCCAGCATCTTC
TGAATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCA
TTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCCCCTTGGG
GAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGC
GGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCCGA
CGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTT

Ek 2. Beauveria pseudobassiana Hpl-4’iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CAACCCTTTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCC
GGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTATTCCAG
CATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAA
TGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
GCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCC
CCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATG
GAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGA
ACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCA

Ek 3. Beauveria bassiana Hpl-6’nin 1 TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

ACCTTTCTGGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCAGCCGGACG
CGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTATTCCAGCATCT
TCTGAATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
CATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCCCCTTG
GGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATGGAGTG
GCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCC
GACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACT
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Ek 4. Beauveria bassiana Hpl-7°nin 1TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGA
CTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTATTCCAGCATCTTCTG
AATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG
CAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATT
CTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCCCCTTGGGGA
GGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGG
CCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCCGACG
CGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGA

Ek 5. Beauveria bassiana Hpl-10’un ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Siras1

ACTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCTCAGCCCGGACGCGGACTGGACCA
GCGGCTCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCC
GCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATC
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGG
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACTCCCCTTGGGGAGGTCGGCG
TTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGLCLCLCGTCCGC
GGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGLCCACGC
CGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGAC

Ek 6. Beauveria bassiana HpA-3’iin 1TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGG
ACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTATTCCAGCATCTTCT
GAATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCA
TTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCCCCTTGGG
GAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGC
GGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCCGA
CGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTA
GGACTACCCGCTGAACTTAAGCATAT

Ek 7. Beauveria bassiana HpA-4’iin 1TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACG
CGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTATTCCAGCATCT

TCTGAATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
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ATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG

CATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCCCCTTG
GGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATGGAGTG

GCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCC
GACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGG
TAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCA

Ek 8. Beauveria bassiana HpA-5’in 1TS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TAACCCTTCTGTGAACCTACCTTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCG
GACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGC
ATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATG
TGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC
CAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCCCC
TGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATGGA
GTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGAAC
CCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATC
AGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA

Ek 9. Beauveria bassiana Hpl-2’nin 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GACCTCGACGAGCAATACATACTGACCAGCAGACAGCCACGTCGATTCCGGCA
AGTCTACCACCGTAAGTTTTTTTCAACGGTCGAGTTGGCTTTTGAGCTCTCGAA
CCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAGAGCTAACTCATCTAC
ACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAAGCGTACCATTG
AGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCTACTGTCAAATGGA
CCTTGATCGCTTGCTGCGCAAATTTTTTTTCGTCGTATCGCGCTGGCCACCAGC
ACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCCTTATCAATTCAGT
GGGGCCAGTGAGAATACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCCCCTCATCTATTA
GGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAAATATCGCGTGCACTCAGCCAACAGATCGCT
AACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTATG
CCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGAT
ATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCAAGTCACCGTCATTGATGCT
CCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCCCAGGCCGAT
TGCGCTATTCTCATCATCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCC
AAGGATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACCCTCGGTGTCAA
GCAGCTCATTGTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAAGCCC
GGTACCAGGAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGGAAGGTTGGCTA
CAACCCCCAAGGCTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGCGACAACA
TGCTTGAGCCCTCCACCAACTGC
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Ek 10. Beauveria pseudobassiana Hpl-4’iin 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCCAGCACTCACTACCCCTCCTGGCTGCGGCAAAAATTTTCAGAGTGCCTTATC
ATTTCAGTGGGGCCAGAGAGAATACCCCGCCACCTTTGTCGCAAGCTTTCCCCT
CATGCCTTGGGTCGAAGCAGCAGCAGAAGAAATATCGCGTGCACTTGGCCAAC
AGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCTT
CAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCA
CCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCAGGTCACCGTCA
TTGATGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCCC
AGGCCGATTGTGCTATTCTCATCATCGCCGCTGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTG
GTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCTTTCACCCTCG
GTGTCAAGCAGCTCATCGTCGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCC
GAGGCTCGTTACCAGGAAATCATCAAGGAGACTTCCAACTTCATCAAGAAGGT
CGGCTACAACCCCAAGGCTGTTGCCTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGCGA
CAACATGCTGGAGCCCTCCACCAACTGCTCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAAG
GAGACCAAGGCTGGCAAGTCTAAAGAATAGACCCTCCTCGAGGCCATCGACG
CCATTGAGGCCCCC

Ek 11. Beauveria bassiana Hpl-6’nin 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CAATACATACTGACCAGCAGACAGCCACGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACCG
TAAGTTTTTTTCAACGGTCGAGTTGGCTTTTGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTC
CGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAGAGCTAACTCATCTACACAGACTGGTCA
CTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTCGAGA
AGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCTACTGTCAAATGGACCTTGATCGCTTG
CTGCGCAAATTTTTTTTCGTCGTATCGCGCTGGCCACCAGCACTCACTACCCCT
CCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCCTTATCAATTCAGTGGGGCCAGTGAG
AATACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCCCCTCATCTATTAGGTCGAAGCAGC
AGAAGAAGAAATATCGCGTGCACTCAGCCAACAGATCGCTAACCTACCGTCTA
CAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGA
CAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATCGCTCTCTGGA
AGTTCGAGACTCCCAAGTACCAAGTCACCGTCATTGATGCTCCCGGTCACCGT
GATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCCCAGGCCGATTGCGCTATTCTC
ATCATCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCCA
GACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACCCTCGGTGTCAAGCAGCTCATTGT
TGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCCCGTTACCAGGAA
ATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGAAGGTTGGCTACAACCCCAAGGC
TGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGCGACAACATGCTTGAGCCCTC
CACCAACTGCCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAAGGAGACTAAAGCTGGCAAG
TCTACTGGGAAGACCCTTCTCGAGGCCATCGACGCCATTG



83

Ek 12. Beauveria bassiana Hpl-7’nin 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

ACGGTCGAGTTGGGTTTTGAGCTCTCCAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTA
CCTGAGAGCAAAGAGCTAACTCATCTACACAGACTGGTCACTTGATCTACCAG
TGCGGTGGTATTGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGT
ATCCAACTCTTTTCTACTGTCAAATGGACCTTGATAGCTTGCTGCGCAAATTTT
TTTTCGTCGTATCGCGCTGGCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCA
AAAATTTTCAGTGCCTTATCAATTCAGTGGGGCCAGTGAGAATACCCCGCCAC
CTTGTCGCAAGCTTTCCCCTCATCTATTAGGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAAAT
ATCGCGTGCACTCAGCCAACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCT
GAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGC
CGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTC
CCAAGTACCAAGTCACCGTCATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGA
ACATGATTACTGGTACTTCCCAGGCCGATTGCGCTATTCTCATCATCGCCGCCG
GTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCAC
GCTCTGCTCGCCTTCACCCTCGGTGTCAAGCAGCTCATTGTTGCCATCAACAAG
ATGGACACCACCAAGTGGGTCCGAGGCCCGTTACCAGGAAATCATCAAGGAG
ACTTCCAGCTTCATCAAGAAGGTTGGCTACAACCCCAAGGCTGTTGCTTTCGTC
CCCATCTCCGGTTTCAACGGCGACAACATGCTTGAG

Ek 13. Beauveria bassiana Hpl-10’un 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAGAGCTAACTCATCTACACAGACT
GGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAAGCGTACCATTGAGAAGTT
CGAGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCTACTGTCAAATGGACCTTGATC
GCTTGCTGCGCAAATTTTTTTTCGTCGTATCGCGCTGGCCACCAGCACTCACTA
CCCCTCCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCCTTATCAATTCAGTGGGGCCAG
TGAGAATACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCCCCTCATCTATTAGGTCGAAG
CAGCAGAAGAAGAAATATCGCGTGCACTCAGCCAACAGATCGCTAACCTACC
GTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTATGCCTGGGTT
CTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATCGCTCT
CTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCAAGTCACCGTCATTGATGCTCCCGGTC
ACCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCCCAGGCCGATTGCGCTA
TTCTCATCATCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATG
GCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACCCTCGGTGTCAAGCAGCTC
ATTGTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCCCGTTACCA
GGAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGAAGGTTGGCTACAACCCCA
AGGCTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGCGACAACATGCTTGAGC
CCTCCACCAACTGCCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAAGGAGACTAAGGCTGGC
AAGTCTACTGGCAAGACCCTTCTCGAGGCCATCGAC
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Ek 14. Beauveria bassiana HpA-3’iin 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GCAATAATACTGACTACCAGACAGCCACGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACTG
TAAGTCTCTTTCAACGGTCGAGTGGCTCTTAAGCTCTCGAGCCAACAATCTTAC
CCCGCCTCGCCGGTGTGTCGAGCGCAAGCAGCTAACTCATATATACAGACTGG
TCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTCG
AGAAGGTAAGCATATTATCCAATTTTTCTACTGTCAAATGGACCTTGATCGCTT
GCTTCACAACTTTTCTTTCCGTCGTATCGCGCTGGCCCCCAGCACTCACTACCC
CTCCTGGCTGCGGCAAAAATTTTCAGAGTGCCTTATCATTTCAGTGGGGCCAGA
GAGAATACCCCGCCACCTTTGTCGCAAGCTTTCCCCTCATGCCTTGGGTCGAAG
CAGCAGCAGAAGAAATATCGCGTGCACTTGGCCAACAGATCGCTAACCTACCG
TCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTATGCCTGGGTTC
TTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATCGCTCTC
TGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCAGGTCACCGTCATTGATGCTCCCGGTCA
CCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCCCAGGCCGATTGTGCTAT
TCTCATCATCGCCGCTGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGG
CCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCTTTCACCCTCGGTGTCAAGCAGCTCAT
CGTCGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCTCGTTACCAGG
AAATCATCAAGGAGACTTCCAACTTCATCAAGAAGGTCGGCTACAACCCCAAA
GGCTGTTGCCTTCTTCCCCATCTTCTGGTTTCAACGGCGTACAACATGGCTTGG
AGCCCTTCCACCAACTGCCCCCTGGGGCCAAGGGGTTGGGGATAATGGAGACC
TATGGTTTGGCAAAGTCCTACTGGGCAATGACCCTCTCCTGAAGTCTACCTTGC
TCC

Ek 15. Beauveria bassiana HpA-4’iin 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GAGCAATACATACTGACCAGCAGACAGCCACGTCGATTCCGGCAAGTCTACCA
CCGTAAGTTTTTTTCAACGGTCGAGTTGGCTTTTGAGCTCTCGAACCAGCAATC
TTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAGAGCTAACTCATCTACACAGACTGG
TCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTCG
AGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCTACTGTCAAATGGACCTTGATCGC
TTGCTGCGCAAATTTTTTTTCGTCGTATCGCGCTGGCCACCAGCACTCACTACC
CCTCCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCCTTATCAATTCAGTGGGGCCAGTG
AGAATACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCCCCTCATCTATTAGGTCGAAGCA
GCAGAAGAAGAAATATCGCGTGCACTCAGCCAACAGATCGCTAACCTACCGTC
TACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTATGCCTGGGTTCTT
GACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATCGCTCTCTG
GAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCAAGTCACCGTCATTGATGCTCCCGGTCACC
GTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCCCAGGCCGATTGCGCTATTC
TCATCATCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGC
CAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACCCTCGGTGTCAAGCAGCTCATT
GTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCCCGTTACCAGGA
AATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGAAGGTTGGCTACAACCCCAAGG
CTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGCGACAACATGCTTGAGCCCT
CCACCAACTGCCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAAGGAGACTAAGGCTGGCAA
GTCTACTGGCAAGACCCTTCTCGAGGCCATCGACGCCATTGAGCCC
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Ek 16. Beauveria bassiana HpA-5’in 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAGAG
CTAACTCATGTATACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACA
AGCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCTA
CTGTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTGCGCAATTTTTTTTTCGTCGTATCGCGC
TGGCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCCTT
ATCAATTCAGTGGGGCCAGTGAGAGTACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCC
CCTCATCTATTAGGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAGATATCGCGTGCACTCAGCC
AACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTC
CTTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTA
TCACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCACGTCACCG
TCATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTT
CCCAGGCCGATTGCGCTATTCTCATCATCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCTAGG
CTGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACC
CTCGGTGTCAAGCAGCTCATTGTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTG
GTCCGAGGCCCGTTACCAGGAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGA
AGGGTGGCTACAACCCCAAGGCTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACG
GCGACAACATGCTTGGAGCCCTCCAGCAACTGTCCCTGGTACAAGGGTTGGGA
GAAGGAGACTAAGGCTGGCAAGTCTACTGGCAACC

Ek 17. Beauveria bassiana Hpl-2’nin 18S RPB1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

AGGTTTTGGAGATTGTCTGCCACAACTGCAGCAAAGTGTTGGCCGATGAAGTT
GGTCTTCCCTTTACTCCATGAAGCTTTGGAGCTTGCTGGATGCTAACGTGCATT
ATCAGAGCGATCCCGAATTCGTCACAGCTATTCATACTCGCGATCCGAAACTTC
GATTCAAGCGCGTTTGGGCCGTATGCAAGAAGAAGCGCAAATGCGAGAATGA
GGAGCGGCAAGACAAGAATAAAGACGAAGAGTTCGCTCCAGGTGTCAAGAAC
GTCGTTCTCGAAGGACATGGCGGATGTGGCAATATGCAGCCGCAGGTGAGACA
GGCCGCGCTGCAACTCAAAGCTGCCTTCGAGGTTACTTCGGAAGAGGGTCCCA
AGAGGAAAGAGACGGTTAATATCAGCGCCGAGATGGCGCATGGTATCCTTCGC
CGCATCTCTGAGCGCGATCTGCACAACATTGGTCTTAACTCAGACTATGCTCGT
CCCGAGTGGATGATCATCACTGTCCTGCCTGTACCCCCTCCTCCCGTGCGTCCT
AGTATTTCCATGGATGGTACTGGTACTGGCACGAGAAACGAGGATGATCTGAC
CTACAAGCTTGGTGACATTATCCGCGCCAACGGTAATGTCAAGCAGGCCATTC
GTGAAGGATCACCGCAACACATCGCGCGTGATTTTGAGGAGCTGCTGCAGTAC
CATGTTGCCACCTACATGGACA

Ek 18. Beauveria pseudobassiana Hpl-4’iin 18S RPB1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

AAGTTTTGGAGATTGTCTGCCACAACTGCAGCAAAGTGTTGGCCGATGAAGTT
GGTCTTCCCTTTACTCCATGAAGCTTTGGAGCTTGCTGGATGCTAACGTGCATT
TTCAGAGCGATCCCGAATTCGTCACAGCTATTCACACTCGCGATCCGAAACTC
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CGATTCAAGCGCGTTTGGGCCGTATGCAAGAAGAAGCGCAAATGCGAGAATG
AGGAGCGGCAGGACAAGAATAAAGACGAAGAGTTCGCTCCAGGTGTCAAGAA
CGTCGTCCTTGAAGGACACGGTGGATGTGGCAATATGCAGCCGCAGGTGAGAC
AGGCCGCGCTGCAACTCAAAGCTGCTTTTGAGGTTACTTCGGAAGAGGGTCCC
AAGAGGAAAGAGACGGTTAATATCAGCGCCGAGATGGCGCATGGTATCCTTCG
CCGCATCTCCGAGCGCGATCTGCACAACATTGGCCTTAACTCGGATTATGCTCG
TCCCGAGTGGATGATCATCACTGTTCTGCCTGTACCCCCTCCACCCGTGCGTCC
TAGTATTTCCATGGATGGTACTGGTACTGGCACGAGAAATGAGGATGATTTGA
CCTACAAGCTTGGCGACATTATCCGCGCCAATGGTAATGTCAAGCAGGCCATT
CGCGAAGGATCACCGCAACACATCGCGCGTGATTTTGAGGAGCTGCTGCAATA
CCATGTTGCCACCTACATGGACAAC

Ek 19. Beauveria bassiana Hpl-6’nin 18S RPB1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GGTTTTGGAGATTGTCTGCCACAACTGCAGCAAAGTGTTGGCCGATGAAGTTG
GTCTTCCCTTTACTCCATGAAGCTTTGGAGCTTGCTGGATGCTAACGTGCATTA
TCAGAGCGATCCCGAATTCGTCACAGCTATTCATACTCGCGATCCGAAACTTCG
ATTCAAGCGCGTTTGGGCCGTATGCAAGAAGAAGCGCAAATGCGAGAATGAG
GAGCGGCAAGACAAGAATAAAGACGAAGAGTTCGCTCCAGGTGTCAAGAACG
TCGTTCTCGAAGGACATGGCGGATGTGGCAATATGCAGCCGCAGGTGAGACAG
GCCGCGCTGCAACTCAAAGCTGCCTTCGAGGTTACTTCGGAAGAGGGTCCCAA
GAGGAAAGAGACGGTTAATATCAGCGCCGAGATGGCGCATGGTATCCTTCGCC
GCATCTCTGAGCGCGATCTGCACAACATTGGTCTTAACTCAGACTATGCTCGTC
CCGAGTGGATGATCATCACTGTCCTGCCTGTACCCCCTCCTCCCGTGCGTCCTA
GTATTTCCATGGATGGTACTGGTACTGGCACGAGAAACGAGGATGATCTGACC
TACAAGCTTGGTGACATTATCCGCGCCAACGGTAATGTCAAGCAGGCCATTCG
TGAAGGATCACCGCAACACATCGCGCGTGATTTTGAGGAGCTGCTGCAGTACC
ATGTTGCCACCTACATGGACAACGC

Ek 20. Beauveria bassiana Hpl-7°nin 18S RPB1 Gen Bélgesinin Baz Sirasi

GGTTTTGGAGATTGTCTGCCACAACTGCAGCAAAGTGTTGGCCGATGAAGTTG
GTCTTCCCTTTACTCCATGAAGCTTTGGAGCTTGCTGGATGCTAACGTGCATTA
TCAGAGCGATCCCGAATTCGTCACAGCTATTCATACTCGCGATCCGAAACTTCG
ATTCAAGCGCGTTTGGGCCGTATGCAAGAAGAAGCGCAAATGCGAGAATGAG
GAGCGGCAAGACAAGAATAAAGACGAAGAGTTCGCTCCAGGTGTCAAGAACG
TCGTTCTCGAAGGACATGGCGGATGTGGCAATATGCAGCCGCAGGTGAGACAG
GCCGCGCTGCAACTCAAAGCTGCCTTCGAGGTTACTTCGGAAGAGGGTCCCAA
GAGGAAAGAGACGGTTAATATCAGCGCCGAGATGGCGCATGGTATCCTTCGCC
GCATCTCTGAGCGCGATCTGCACAACATTGGTCTTAACTCAGACTATGCTCGTC
CCGAGTGGATGATCATCACTGTCCTGCCTGTACCCCCTCCTCCCGTGCGTCCTA
GTATTTCCATGGATGGTACTGGTACTGGCACGAGAAACGAGGATGATCTGACC
TACAAGCTTGGTGACATTATCCGCGCCAACGGTAATGTCAAGCAGGCCATTCG
TGAAGGATCACCGCAACACATCGCGCGTGATTTTGAGGAGCTGCTGCAGTACC
ATGTTGCCACCTACATGGACAACAC
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Ek 21. Beauveria bassiana Hpl-10’un 18S RPB1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

AGGTTTTGGAGATTGTCTGCCACAACTGCAGCAAAGTGTTGGCCGATGAAGTT
GGTCTTCCCTTTACTCCATGAAGCTTTGGAGCTTGCTGGATGCTAACGTGCATT
ATCAGAGCGATCCCGAATTCGTCACAGCTATTCATACTCGCGATCCGAAACTTC
GATTCAAGCGCGTTTGGGCCGTATGCAAGAAGAAGCGCAAATGCGAGAATGA
GGAGCGGCAAGACAAGAATAAAGACGAAGAGTTCGCTCCAGGTGTCAAGAAC
GTCGTTCTCGAAGGACATGGCGGATGTGGCAATATGCAGCCGCAGGTGAGACA
GGCCGCGCTGCAACTCAAAGCTGCCTTCGAGGTTACTTCGGAAGAGGGTCCCA
AGAGGAAAGAGACGGTTAATATCAGCGCCGAGATGGCGCATGGTATCCTTCGC
CGCATCTCTGAGCGCGATCTGCACAACATTGGTCTTAACTCAGACTATGCTCGT
CCCGAGTGGATGATCATCACTGTCCTGCCTGTACCCCCTCCTCCCGTGCGTCCT
AGTATTTCCATGGATGGTACTGGTACTGGCACGAGAAACGAGGATGATCTGAC
CTACAAGCTTGGTGACA

Ek 22. Beauveria bassiana HpA-3’iin 18S RPB1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GATTGTCTGCCACAACTGCAGCAAAGTGTTGGCCGATGAAGTTGGTCTTCCCTT
TACTCCATGAAGCTTTGGAGCTTGCTGGATGCTAACGTGCATTATCAGAGCGAT
CCCGAATTCGTCACAGCTATTCATACTCGCGATCCGAAACTTCGATTCAAGCGC
GTTTGGGCCGTATGCAAGAAGAAGCGCAAATGCGAGAATGAGGAGCGGCAAG
ACAAGAATAAAGACGAAGAGTTCGCTCCAGGTGTCAAGAACGTCGTTCTCGAA
GGACATGGCGGATGTGGCAATATGCAGCCGCAGGTGAGACAGGCCGCGCTGC
AACTCAAAGCTGCCTTCGAGGTTACTTCGGAAGAGGGTCCCAAGAGGAAAGA
GACGGTTAATATCAGCGCCGAGATGGCGCATGGTATCCTTCGCCGCATCTCTG
AGCGCGATCTGCCAACATTGGTCTTAACTCAGACTATGCTCGTCCCGAGTGGAT
GATCATCACTGTCCTGCCTGTACCCCCTCCTCCCGTGCGTCCTAGTATTTCCAT
GGAGGTACTGGTACTGGCACGAGAAACGAGGATGATCTGACCTACAAGCTTGG
TGACATTATCCGCGCCAACGGTAATGTCAAGCAGGCCATTC

Ek 23. Beauveria bassiana HpA-4’iin 18S RPB1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTGTCTGCCACAACTGCAGCAAAGTGTTGGCCGATGAAGTTGGTCTTCCCTTTA
CTCCATGAAGCTTTGGAGCTTGCTGGATGCTAACGTGCATTATCAGAGCGATCC
CGAATTCGTCACAGCTATTCATACTCGCGATCCGAAACTTCGATTCAAGCGCGT
TTGGGCCGTATGCAAGAAGAAGCGCAAATGCGAGAATGAGGAGCGGCAAGAC
AAGAATAAAGACGAAGAGTTCGCTCCAGGTGTCAAGAACGTCGTTCTCGAAGG
ACATGGCGGATGTGGCAATATGCAGCCGCAGGTGAGACAGGCCGCGCTGCAA
CTCAAAGCTGCCTTCGAGGTTACTTCGGAAGAGGGTCCCAAGAGGAAAGAGAC
GGTTAATATCAGCGCCGAGATGGCGCATGGTATCCTTCGCCGCATCTCTGAGC
GCGATCTGCACAACATTGGTCTTAACTCAGACTATGCTCGTCCCGAGTGGATG
ATCATCACTGTCCTGCCTGTACCCCCTCCTCCCGTGCGTCCTAGTATTTCCATG
GATGGTACTGGTACTGGCACGAGAAACGAGGATGATCTGACCTACAAGCTTGG
TGACATTATCCGCGCCAACGGTAATGTCAAGCAGGCCATTC
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Ek 24. Beauveria bassiana HpA-5’in 18S RPB1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GATTGTCTGCCACAACTGCAGCAAAGTGTTGGCCGATGAAGTTGGTCTTCCCTT
TACTCCATGAAGCTTTGGAGCTTGCTGGATGCTAACGTGCATTATCAGAGCGAT
CCCGAATTCGTCACAGCTATTCATACTCGCGATCCGAAACTCCGATTCAAGCG
CGTTTGGGCCGTATGCAAGAAGAAGCGCAAATGCGAGAATGAGGAGCGGCAA
GACAAGAATAAAGACGAAGAGTTCGCTCCAGGTGTCAAGAACGTCGTTCTCGA
AGGACATGGCGGATGTGGCAATATGCAGCCGCAGGTGAGACAGGCCGCGCTG
CAACTCAAAGCTGCCTTCGAGGTTACTTCGGAAGAGGGTCCCAAGAGGAAAGA
GACGGTTAATATCAGCGCCGAGATGGCGCATGGTATCCTTCGCCGCATCTCTG
AGCGCGATCTGCACAATATTGGTCTTAACTCAGACTATGCTCGTCCCGAGTGG
ATGATCATCACTGTCCTGCCTGTACCCCCTCCTCCCGTGCGTCCTAGTATTTCC
ATGGATGGTACTGGTACTGGCACGAGAAACGAGGATGATCTGACCTACAAGCT
TGGTGACATTATCCGCGCCAACGGTAATGTCAAGCAGGCCATTC

Ek 25. Beauveria bassiana Hpl-2’nin 18S Bloc Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CATGGATCATTTCGAAGTCAGCTACTCGGACTACTCGAAGCGCGACGCATCGC
ACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCAGCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGC
CCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCCGACACATTTGCCATTGTCGATGCCG
TTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCCGAGTATCAAAAATCCGGGCCTACA
TGGCAGAAATACTACTCTGCCAAAGAGTCCTATGGCTCACTGCTTTCTCCGCCC
ATCGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCGGCTTTCTGGCACAATGTCACTTTAGC
TTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGACGAATACGTGTCTCGCAAGAGCCGGG
GGTGGATCAAGAAAAGTTGCCGGGGAGACTGCAAGGAGGAGGAAATCTGCCA
GCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAACTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGA
CCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGGAGCGACCGAAGCGTGCGCGCTGCGAC
AATTCAGTCATGCCCGATATGCTGCGCCTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTG
GAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGCTAGCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGGAA
GCAGCAAGATCGCTCTGTTCATAAAAGGGCATCACCTTCGCCCAACTCAACAG
ACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGCGGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAAGC
GGTACAGCGGCCTTGCCCACAGGCACCAACGCGCCAAAGTCATCGGCATTTAC
ATTGCAGTGTCCATCCGCACTTTCCATCGTCTTTGTACTCGCTCTCACTCTAGT

Ek 26. Beauveria pseudobassiana Hpl-4’iin 18S Bloc Gen Boélgesinin Baz Sirasi

CGACGTTTCCCTAAAAGGAACAGTTGCTTTGAAGCGTCCGAAGCGTGCGCGTT
GCGACAATTCAGTCATGCCCGATATGCTGGGCCTGCTCGCCTCCCGACAGGAT
CTGCTCGAAGATCTTCAGGCGAGGTTCATTGCAAGCGGCGCAAGGATCAAGCC
TTGGAAGCAGGAAGGTCTCTTTGTTCGCAAGAGGGCATCACTTTCGCCCAACT
CAAAAGACGCTGATGCGGAATGCGTGGAGCGCGGCTCGGCCACTTCGGGGAG
TGGAAGCGGTACAGCGGCCTTGCCCACAGAAACCAATGCGCCAAAGTCATCA
GCATTTACATTGCAGTGTCCAGCCGCAATCTCCATTGTCTCTGCACTGGCACTT
ACACTAGTCTTCCACTAAGAGAGCAACGCTCACAGGTCAGAAAGGTGACAGTT
GGATTCACACAGAAAGAGAAGCTTGTATAAGTAGATATTATTAAATGTATTCA
TGGAAATTTACTAAAGCCGGGAACCACATTTACAGGGAAGGCGGGTATAAATT
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TGCACTTCCTGGAGCCAACCACCTCTTGGAGTAGGTCTGATTGAAGCCCGAGT
AGCGACCCACGCTAGGAGGCAAATCGCCCACAGCGGTACCCCAGTTGCTCTCG
TTCTTTCCCAGAGTAAGAATGAGTTCTTTGCCCTCGGTAAAGAATGAGTGGTCA
ATCCAGTTCTTGGTGTAGGGCTTGCCGTCAAGTGTCGCACTCTGAATATAAATG
TTCTTGTAGGCGGCGTCAAAGTTGACGTTGCGTATCTTGGCCGTCTTCCCCGTG
ACGGGGTGCTTGATGGTCACGCTGGGGAAGAAGGGCGGCGTGATGAGGTAGA
CGTCTTGTCCGGGATTGGGGAAGAGACCCATCATGCTAAAGGCGACAAAGGA
GCCCATGGCGCCGCTGTCGTCGTTTCCGGGAAGACCGGGAGGGGTCGGCTGGA
A

Ek 27. Beauveria bassiana Hpl-6’nin 18S Bloc Gen Bolgesinin Baz Sirasi

ATGGATCATTTCGAAGTCAGCTACTCGGACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCA
CGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCAGCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCC
CGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCCGACACATTTGCCATTGTCGATGCCGT
TACCTACATTGCCGACATGACCGATCCCGAGTATCAAAAATCCGGGCCTACAT
GGCAGAAATACTACTCTGCCAAAGAGTCCTATGGCTCACTGCTTTCTCCGCCCA
TCGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCGGCTTTCTGGCACAATGTCACTTTAGCTT
TTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGACGAATACGTGTCTCGCAAGAGCCGGGGG
TGGATCAAGAAAAGTTGCCGGGGAGACTGCAAGGAGGAGGAAATCTGCCAGC
TGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAACTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACC
TTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGGAGCGACCGAAGCGTGCGCGCTGCGACAA
TTCAGTCATGCCCGATATGCTGCGCCTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTGGA
GGATCTTCAGGCGAGATTCATTGCTAGCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGGAAGC
AGCAAGATCGCTCTGTTCATAAAAGGGCATCACCTTCGCCCAACTCAACAGAC
ACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGCGGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAAGCG
GTACAGCGGCCTTGCCCACAGGCACCAACGCGCCAAAGTCATCGGCATTTACA
TTGCAGTGTCCATCCGCACTTTCCATCGTCTTTGTACTCGCTCTCACTCTAGTA

Ek 28. Beauveria bassiana Hpl-7’nin 18S Bloc Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GAGGTACGCGGTCTCGACACCATTCGCGGCCTGTTCTTTGGCCACACGCACAT
GGATCATTTCGAAGTCAGCTACTCGGACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCACG
CCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCAGCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCCCG
CTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCCGACACATTTGCCATTGTCGATGCCGTTA
CCTACATTGCCGACATGACCGATCCCGAGTATCAAAAATCCGGGCCTACATGG
CAGAAATACTACTCTGCCAAAGAGTCCTATGGCTCACTGCTTTCTCCGCCCATC
GCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCGGCTTTCTGGCACAATGTCACTTTAGCTTTT
GAAAGCAACGCCACGCTGTTTGACGAATACGTGTCTCGCAAGAGCCGGGGGTG
GATCAAGAAAAGTTGCCGGGGAGACTGCAAGGAGGAGGAAATCTGCCAGCTG
CGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAACTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACCTT
TGTCAAAAGGGACAATGGCTTGGAGCGACCGAAGCGTGCGCGCTGCGACAATT
CATTCATGCCCGATATGCTGCGCCTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTGCATG
ATCTTCATGCGAGATACATTGCTAGAGGCGCAAGGATCACCCCTTGTCCCCATC
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TGGATCGTCTTGTTACTTAAAAGGTATTCTCATTTTGCTTTTTCAACGGAGTATC
TCACTTAATCGCGCTAAACCCCACATTACGCCTTTCTCACATATTATACTCTGG
ACCTTATAACCCTTTTGGACGATTCCCTTCGCAATTATGTTCGTTTATTAGAGC
AATTTTTGT

Ek 29. Beauveria bassiana Hpl-10’un 18S Bloc Gen Boélgesinin Baz Sirasi

ACATGGATCATTTCGAAGTCAGCTACTCGGACTACTCGAAGCGCGACGCATCG
CACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCAGCACTCTTGCCCACGTCTGGCATG
CCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCCGACACATTTGCCATTGTCGATGCC
GTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCCGAGTATCAAAAATCCGGGCCTAC
ATGGCAGAAATACTACTCTGCCAAAGAGTCCTATGGCTCACTGCTTTCTCCGCC
CATCGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCGGCTTTCTGGCACAATGTCACTTTAG
CTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGACGAATACGTGTCTCGCAAGAGCCGG
GGGTGGATCAAGAAAAGTTGCCGGGGAGACTGCAAGGAGGAGGAAATCTGCC
AGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAACTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCG
ACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGGAGCGACCGAAGCGTGCGCGCTGCGA
CAATTCAGTCATGCCCGATATGCTGCGCCTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCT
GGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGCTAGCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGGA
AGCAGCAAGATCGCTCTGTTCATAAAAGGGCATCACCTTCGCCCAACTCAACA
GACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGCGGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAA
GCGGTACAGCGGCCTTGCCCACAGGCACCAACGCGCCAAAGTCATCGGCATTT
ACATTGCAGTGTCCATCCGCACTTTCCATCGTCTTTGTACTCGCTCTCACTCTAG
TA

Ek 30. Beauveria bassiana HpA-3’iin 18S Bloc Gen Bélgesinin Baz Sirasi

CACATGGATCATTTCGAAGTCAGCTACTCGGACTACTCGAAGCGCGACGCATC
GCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCAGCACTCTTGCCCACGTCTGGCAT
GCCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCCGACACATTTGCCATTGTCGATGC
CGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCGGAGTATCAAAAATCCGGGCCTA
CATGGCAGAAATACTACTCTGCCAAAGAGTCCTATGGCTCACTGCTTTCTCCGC
CCATCGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCGGCTTTCTGGCACAATGTCACTTTA
GCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGACGAATACGTGTCTCGCAAGAGCCG
GGGGTGGATCAAGAAAAGTTGCCGGGGAGACTGCAAGGAGGAGGAAATCTGC
CAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAACTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGC
GACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGGAGCGACCGAAGCGTGCGCGCTGCG
ACAATTCAGTCATGCCCGATATGCTGCGCCTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGC
TGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGCTAGCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGG
AAGCAGCAAGATCGCTCTGTTCATAAAAGGGCATCACCTTCGCCCAACTCAAC
AGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGCGGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCA
AGCGGTACAGCGGCCTTGCCCACAGGCACCAACGCGCCAAAGTCATCGGCATT
TACATTGCAGTGTCCATCCGCACTTTCCATCGTCTTTGTACTCGCTCTCACTCTA
GTACT
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Ek 31. Beauveria bassiana HpA-4’iin 18S Bloc Gen Boélgesinin Baz Sirasi

GCACATGGATCATTTCGAAGTCAGCTACTCGGACTACTCGAAGCGCGACGCAT
CGCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCAGCACTCTTGCCCACGTCTGGCA
TGCCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCCGACACATTTGCCATTGTCGATG
CCGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCGGAGTATCAAAAATCCGGGCCT
ACATGGCAGAAATACTACTCTGCCAAAGAGTCCTATGGCTCACTGCTTTCTCCG
CCCATCGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCGGCTTTCTGGCACAATGTCACTTT
AGCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGACGAATACGTGTCTCGCAAGAGCC
GGGGGTGGATCAAGAAAAGTTGCCGGGGAGACTGCAAGGAGGAGGAAATCTG
CCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAACTGCCACAAGATTAAGCCCGGTG
CGACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGGAGCGACCGAAGCGTGCGCGCTGC
GACAATTCAGTCATGCCCGATATGCTGCGCCTGCTCGCCTCCCGACAGGATCT
GCTGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGCTAGCGGCGCAAGGATCAAGCCTT
GGAAGCAGCAAGATCGCTCTGTTCATAAAAGGGCATCACCTTCGCCCAACTCA
ACAGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGCGGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGC
AAGCGGTACAGCGGCCTTGCCCACAGGCACCAACGCGCCAAAGTCATCGGCAT
TTACATTGCAGTGTCCATCCGCACTTTCCATCGTCTTTGTACTCGCTCTCACTCT
A

Ek 32. Beauveria bassiana HpA-5’in 18S Bloc Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CACGCACATGGATCATTTCGAAGTCAGCTACTCGGACTACTCGAAGCGCGACG
CATCGCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCAGCACTCTTGCCCACGTCTG
GCATGCCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCCGACACCTTTGCCATTCTCG
ATGCCGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCCGAGTATCAGAAATCCGGG
CCGACATGGAAGAAATACTACTCCGCCAAGGAGTCCTACGGCTCACTACTCTC
TCCGCCCATTGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCGGCTTTCTGGCACAATGTCA
CTTTTGCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGACGAATACGTGTCGCGCAAGA
GCCGGGGGTGGATCAAAAAAAGTTGCCAGGGAGACTGCAAGAAGGAGGAAAT
CTGCCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAACTGCCACAGGATTAAGCCCG
GTGCGACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGGAACGACCGAAGCGTGCGCGT
TGCGACAACTCAGTCATGCCCGATATGCTGCGCCTGCTCGCCTCCCGACAGGA
TCTGCTGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGCGAGCGGCGCAATAATCAAGC
CTTGGAAGCAGCAAGATGTCTCTGTTCATAAGAGGGCATCAGTTTCGCCCAAC
TCAACAGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGCGGCTCGGCCACTTCGGGGAG
TGCAAGCGGTACCGCGGCCTTGCCCACAGAAACCAACGCGCCAAAGTCATTGG
CATTTACATTGCAGTGTCCAACCGCACTTTCCATCGTCTTTGTACTGGCTCTCAC
TCTTGTCCTCCACTGATAGAGTA
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