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ONSOZ

‘Patates Bocegi (Leptinotarsa decemlineata, Coleoptera Chrysomelidae)’nin
Fungal Patojenlerinin Arastirilmasi ve Prototip Fungal Miicadele Uriiniiniin Gelistirilmesi’
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Lisans Burs Program1’ Birimine tesekkiir ederim.

Son olarak, maddi ve manevi desteklerini daima tizerimde hissettigim, beni
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Yiksek Lisans

OZET

PATATES BOCEGI (LEPTINOTARSA DECEMLINEATA, COLEOPTERA
CHRYSOMELIDAE)’NIN FUNGAL PATOJENLERININ ARASTIRILMASI VE PROTOTIP
FUNGAL MUCADELE URUNUNUN GELISTIRILMESI

Kiibra YILDIRIM

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Ismail DEMIR
2021, 80 Sayfa, 23 Sayfa Ek

Bu c¢alismada, ilk olarak tarim arazilerinde dogal halde olii olarak bulunan patates bdcegi
kadavralarindan 12 adet fungal patojenler izole edildi ve izolatlar Ld 1-12 sekilde numaralandirildi.
Morfolojik ve molekiiler karakterizasyon caligsmalari, izolatlarin Beauveria bassiana oldugunu
ortaya koydu. Tarama testlerinde 1x107 spor/ml konsantrasyonda LdA 1 larvalar ve erginler iizerinde
strasiyla %80 ve %50 6liim oranlariyla en etkili izolat olarak belirlendi. Doz denemelerinde de LdA
1 izolat1 1x108 spor/ml konsantrasyonda larva ve erginlerde yedinci giin sonunda sirastyla %100 ve
%47 olim etkisi gosterdi. Doz denemeleri sonucunda, larva ve erginler igin LCso degerleri sirastyla
0.2x10° (0.03-1.15) ve 0.17x10® (0.002-1.411) olarak hesaplandi. Bu izolatin yag formiilasyonu
(Crysomelisidal) gelistirildi ve labaratuvar kosullarinda saksi denemeleriyle larva ve erginler
iizerinde 1x108 spor/ml konsnatrasyonda sirastyla %100 ve %97 moratalite ve her ikisinde de %100
mikozlanma gosterdigi tespit edildi. Ticari tiriin Nostalgist ise ayn1 kosullarda larva ve erginlerde
sirastyla %27 ve %3 mortalite ve %0 mikozlanma gosterdi. Formiilasyonun LCsodegeri ise larvalarda
1.2x10° (0.3-4.8) ve erginlerde de 0.2x107 (0.06-0.9) olarak hesaplandi.

Ayrica bu iriiniin Crysomelisidea familyasindan Agalastica alni ve Xanthogaleruca luteola

iizerinde de etkili oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Patates bocegi, Beauveria bassiana, Biyolojik miicadele.
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Master Thesis

SUMMARY

INVESTIGATION OF FUNGAL PATHOGENS OF POTATO BEETLE (LEPTINOTARSA
DECEMLINEATA, COLEOPTERA CHRYSOMELIDAE) AND DEVELOPMENT OF
PROTOTYPE FUNGAL CONRTOL PRODUCT

Kiibra YILDIRIM

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ismail DEMIR
2021, 80 Pages, 23 Pages Appendix

In this study, firstly, 12 fungal pathogens were isolated from dead potato beetle cadavers on
farmland and the isolates were numbered as Ld 1-12. Morphological and molecular characterization
studies revealed that the isolates were Beauveria bassiana. In screening tests, LdA 1 at 1x10’
spore/ml concentration was determined as the most effective isolate with 80% and 50% mortality
rates on larvae and adults, respectively. In the dose trials, LdA 1 isolate showed a 100% and 47%
mortality effect at the end of the seventh day in larvae and adults at a concentration of 1x108
spores/ml. As a result of dose trials, LCso values for larvae and adults were calculated as 0.2x106
(0.03-1.15) and 0.17x108 (0.002-1.411), respectively. The oil formulation (Crysomelicidal) of this
isolate was developed and it was determined that in pot experiments under laboratory conditions, it
showed 100%, 97% mortality, and 100% mycosis in both larvae and adults at a concentration of
1x108 spores/ml, respectively. The commercial product Nostalgist showed 27% and 3% mortality
and 0% mycosis in larvae and adults, respectively, under the same conditions. The LCso value of the
formulation was calculated as 1.2x106 (0.3-4.8) in larvae and 0.2x107 (0.06-0.9) adults.

In addition, it was determined that this product was effective on Agalastica alni and

Xanthogaleruca luteola from the family Crysomelisidea.

Key Words: Colorado Potato Beetle, Beauveria bassiana, Microbial control.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Diinyadaki tarim alanlarinda olduk¢a Onemli iriinler ¢ok g¢esitli miktarlarda
tiretilmektedir. Bunlar, degisik oranlarda, insan ve diger canlilar i¢in besin kaynaklar1 olarak
tikketilmektedir. Ayrica, bunlarin iiretimlerini yapan iireticilere sagladiklar1 ekonomik
katkilarda oldukca 6nemlidir. Ozellikle bir tarim iilkesi oldugumuzu diisiinecek olursak, bu
tiretimin bizim i¢in ne kadar daha biiyilik bir 6neme sahip oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Ulkemizde bircok tarim iiriiniiniin yetistiriciligi yapilmaktadir. Temel besin
kaynaklarimizdan musir, bugday, piring, celtik, soya fasulyesi, patates bunlarin sadece
birkacgidir. Temelde besin kaynagi olarak kullanilmalarinin yani sira yukarida belirtilenlere
ilave olarak, pamuk ve tiitiin gibi endiistriyel amagh kullanimi olan ¢ok yaygin tarimsal
tirtinler de tretilmektedir. Farkli sebeplerden dolay1r zaman zaman tarimsal {iretimin tiriin
kalitesi diismekte ve buna bagli olarak mahsuliin hasilat kazanci etkilenmektedir.

Uretimi yapilan bitkilerde veya tahil iiriinlerinde iiriin kalitesini ve verimi etkileyen
abiyotik ve biyotik faktorler vardir. Abiyotik faktorler arasinda yer alan; gevresel, iklimsel
ve kiiltiirel etkiler birgok tarim tiriiniiniin tiretiminde etkili olmaktadir. UV, sicaklik, nem
vb., gibi bu faktorlerin etkileri zaman zaman 6nemli iriin kayiplart seklinde ortaya
¢ikmaktadir. Bunun yani sira, zararli bocekler biyotik faktorler arasinda yer almaktadir.

Zararli bocekler bitkisel iriin kayiplarinda onemli bir yer tutmaktadir. Genel
degerlendirmede bitkilerin farkli kissmlarimi etkileyen ¢ok sayida zararli oldugu anlasilir.
Bunlar, bitkilerin koklerinden baglayarak, yaprak, siirgiin, tomurcuk, meyva gibi biitiin
kisimlar tizerinde degisik miktar ve oranlarda zararlar olusturmaktadir. Bu zarar ve etkinin
yeri ve derecesine bagli olarak, bitki tamamen kuruyabildigi gibi 6nemli derecelerde yapisal
ve iirilin kayiplarina da ugrayabilir. Sonug olarak bundan iireticiler, tiiketiciler ve ihracatgilar
dolayisiyla, tiim tilke etkilenmektedir.

Onemli gida maddelerinden birisi olarak tiiketilen patates bitkisi, bu abiyotik ve
biyotik faktorlerin iiriin kalitesini ve mahsul verimini etkilemesinin yani sira, zararli

bdcekler patates verimi iizerinde 6nemli derecede verim kayiplarina neden olmaktadir.



1.2. Patates Bitkisi

1.2.1. Patates Bitkisinin Tarihi

Diinyanin hemen her iilkesinde tarim1 yapilan patates, insan beslenmesinde bugday ve
piring gibi temel besin maddelerinden biridir. Tiirkiye tarim1 ve ekonomisinde 6nemli bir
yere sahip olan patates, anavatan1 Giiney Amerika olan bir kiltiir bitkisidir (Alisdair vd.,
2001). Diinya tilkelerinin %79'unda patates yetistirilmekte ve iiretilen miktar bugday, misir
ve piringten sonra 4. sirada yer almaktadir (Onaran ve vd., 2000). Patates liretiminin diinyada
en ¢ok yapildigi lilkeler sirasiyla Cin, Rusya, Hindistan, Ukrayna, ABD ve Almanya olurken,
hektara verimin en yliksek oldugu iilkeler sirasiyla ABD, Almanya, Tiirkiye, Hindistan,
Polonya, Cin ve Rusya'dir (Erarslan, 2018).

Colorado’da ilk kez kiiltiire edilmis olan patatesin Tiirkiye’de on dokuzuncu yiizyilin
sonlarinda ekimi yapilmaya baslanmistir. Biitiin diinyada oldugu gibi iilkemizde de hemen
her bolgede yetistiriciligi yapilmaktadir. Bolgeler bazinda ise ilk olarak Dogu Karadeniz
Bolgesi’nde, daha sonrasinda da Bat1 Trakya Bolgesi’nde kiiltiire alinmigtir. Buralardan da
tim Tirkiye’ye yayilmis ve farkli iklimsel kosullarda ekimi yapilmaya baslanmigtir
(Berksan, 2002). Tiirkiye’deki patates tiretimi bolgesel olarak Tablo 1’de gosterilmistir.
Tabloya bakildiginda patates iiretiminin en yogun oldugu illerin basinda Nigde, Nevsehir,
[zmir, Afyon ve Bolunun yer aldigi goriilmektedir. Bolgelere gore bir degerlendirme
yapildiginda ise Tiirkiye’de patates iiretiminin %55.0’i I¢ Anadolu ve Gegit Bolgesi’nden,
%16.0’s1 Ege, Akdeniz ve Marmara bolgelerinden, %8.0’i Dogu Anadolu Bolgesi’nden ve
%21.0’1 de Karadeniz ve Kuzey Gegit Bolgelerinden karsilanmaktadir (Tarimsal Yap1 ve
Uretim, 2005).

Ulkemizde yetistirilen patateslerin biiyiik bir kism1 yemeklik olarak tiiketilmekte, ¢ok
az bir kismi ise sanayide degerlendirilmekte ve tohumluk olarak kullanilmaktadir (Arioglu,
2002). Patates, diger iiriinlerle kiyaslandiginda nispeten daha ucuz bir gida kaynagi olmasina
ragmen, tikketiminin lilkemizde yeterince yayginlastigini ve ¢esitlendigini sdylemek zordur

(Arioglu, 2006).



Tablo 1. Yillik 50.000 tonun iizerinde patates tiretimi yapilan illerin durumu.

Iller Dikim (1000 ha) |Uretim (1000 ha) | Verim (kg/da) | Uretim Pay1 (%)

Nigde 34.4448 1.293.694 3755.5 24.4
Nevsehir 24.676 911.850 3695.3 17.2
Afyon 9.905 359.498 3629.5 6.8
[zmir 13.263 339.875 2562.6 6.4
Bolu 10.033 281.308 2803.8 5.3
Konya 6.887 169.208 2456.9 3.2
Trabzon 8.520 150.854 1770.6 2.8
Aksaray 4.360 133.041 30514 2.5
Ordu 8.908 130.444 1464.3 2.5
Erzurum 5.500 106.055 1928.3 2.0
Tokat 2.940 84.121 2135.1 1.6
Bursa 3.576 74.239 2076.0 1.4
Sivas 4.062 71.011 1748.2 1.3
Samsun 2.435 54.086 2221.2 1.0
Toplam 139.513 4.,159.287 2981.3 78.4
Digerleri 54.930 1.140.716 2561.7 21.6
TURKIYE 194443 5.300.000 2725.7 100.0

1.2.2. Patatesin Onemi ve Kullanim Alanlar:

Patates (Solanum tuberosum L.), Solanacae (Patlicangiller) familyasina ait bir tiirdiir.
Patatesin yapisinda bol miktarda karbonhidrat, protein, vitamin, mineral ve yag gibi
maddeler bulunduran besin degeri yiiksek bir lirlindiir. Bu zengin igerigiyle patates, temel
bir besin kaynagidir.

Ulkemizde genis ekim alanina sahip olan patatesin, endiistride de kullanilmas1 ve ihrag
imkaninin bulunmasi, tilke ekonomisinde 6nemli bir yer almasini saglamistir. Kiiresel capta
iiretimi yapilan patates bircok farkli amagla kullanilmaktadir. Yumrularinda; nisasta halinde
karbonhidrat, protein, vitaminler ve demir gibi 6nemli besin maddelerini iceren patates,
insanlar tarafindan dogrudan mutfaklarda tiiketildigi gibi, islenerek degisik sekillerde (cips,
parmak patates vs.) de tiiketilmektedir. Yiiksek oranda nisasta igeren gesitler, endiistride
hammadde (un, nisasta, alkol, vs.) olarak ve bir kism1 da hayvan yemi (1skartalar) olarak
degerlendirilmektedir. Patates nisastasi, salam ve sosis yapiminda oldukca yaygin
kullanilmaktadir (Arioglu, 2002). Gida maddesi olarak kullanilan patates ayni zamanda
endiistriyel nisasta, ilag ve hatta kagit sanayisinde tutkal olarak da kullanilmaktadir. Ancak,
bir¢ok tarim iirliniinde oldugu gibi patates iiretiminde de zararli bocekler nedeniyle {iretim

kalitesi ve miktar1 diismektedir.



1.2.3. Patates Uretimi

Gelismekte olan ve az geligmis lilkelerde patates (Sekil 1), temel gida maddesi olmasi
sebebiyle tiretimi bol miktarda yapilmaktadir. Tiirkiye’de yaklasik 150 yillik ge¢misi
bulunan patatesin iilkedeki iiretimi, Ozellikle 1970°1i yillardan sonra, hizli bir artis
gostermistir (Arioglu, 2006). Patates iiretiminde yasanan bu artisin nedenleri arasinda;
1970°li yillarda “Ulkesel Patates Projesinin” hayata gecirilmesi, 1980°1i yillarda “308 Sayili
Tohumculuk Yasasinda” yapilan degisiklikler ve 1984 yilindan itibaren de “Para Kredi
Kurulu Karar1 ile Ozel Tohumculuk Sektdriiniin” tesvik edilmesi gibi faktorler
gosterilmektedir (Giinel ve vd., 2005). Tiirkiye, diinyada patates liretiminde kayitlara gecen
151 tilke arasinda iiretim bakimindan 13. sirada yer almaktadir (Arioglu, 2006).

Sekil 1. Patates bitkisi (Solanum tuberosum) (URL-1).

1.2.4. Patates Zararhlari

Diinya ¢apinda tiiketimi yapilan ve gida kaynaklar1 arasinda dnemli bir yere sahip olan
patates iiretimi lizerinde diinyada ve iilkemizde, birgok hastalik ve zararlilar1 etkili
olmaktadir. Vejetatif olarak yumrudan ¢ogalan patatesin birgok tohum ve toprak kokenli

bakteriyel, fungal ve viral etmenlerin yani sira nematodlar, bécekler ve yabanci otlar



tarafindan yetistiriciligi tehdit altindadir (Oztiirk, 2016). Patateste énemli Slciide zarar
olusturan 60 kadar hastalik etmeni olup, buna daha az zarar olusturanlar da dahil edilirse bu
saymin 100’t asacagi belirtilmektedir (Anonim, 2013).

Bu hastalik ve zararlilarin en 6nemlileri arasinda, Phytophthora infestans (ge¢ donem
yaniklig1) Avrupa ve ABD'de siiregelen bir problem olmaya devam etmektedir (Giiney,
2019). Rhizoctonia sclerotiniai, kiillenme ve yaprak kivrilma hastalig1 olusturan bir viriistiir.
Patates hastaliklarin1 yaygin olarak tasiyan veya bitkilere zarar veren bocekler arasinda
patates bocegi, (Leptinotarsa decemlineata), patates giivesi (Phthorimaea operculella),
patates mildiydsii (Phytophthora infestans) yesil seftali yaprak biti (Myzus persicae), patates
yaprak biti (Macrosiphum euphorbiae), trips ve akarlar 6nemli yer tutmaktadir (Giiney,
2019).

Patateste iiriin kaybina sebep olan etmenlerin basinda patates bocegi, patates

mildiy0sii, patates giivesi gelmektedir (Anonim, 2013).

1.3. Patates Bocegi (Coleoptera: Chrysomelidae)

1.3.1. Patates Boceginin Tarihi

Patates bocegi, Leptinotarsa decemlineata Say 1824 (Coleoptera: Chrysomelidae)
tilkemizde, Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya kitalarinda var olan, patatesin ana zararlisi
olmasinin yani sira, domates ve patlican gibi diger bitkilerde de zarar yapan olduk¢a 6nemli
bir zararhdir (Karaca ve Uygun, 2015).

Patates boceginin kokeni Meksika’nin daglik arazileri patates bdceginin orjinini
olusturmaktadir. Patatesin 1860’larda Amerika’nin Midwest bdlgesine gecisi ile 1880’°lerde
patates bocegi Amerika’nin dogu kiyilarina ulasmistir (Grapputo vd., 2005). Giiniimiizde
patates bdcegi tiim Avrupa’da, Asya’nin bilyiik bir béliimiinde, Iran’da ve Cin’de
goriilmektedir. Kuzey Amerika’da yaklagik olarak 16 milyon km2 bir alanda goriilmektedir
ve Avrupa ve Asya da ise yayillmaya devam etmektedir (Weber, 2003) (Sekil 2). Patates
zararlisinin yayilisint 6nlemek amaciyla karantina, kimyasal kullanimi vb., gibi tedbirler
alinmis olsada Avrupa’ya yayiliminin 6niine gegilemedi. Avrupa’dan tiim diinyaya yayilarak
patates iiretimi yapilan tiim tilkelerde 6nemli bir zarar haline geldi.

Ikinci Diinya savast boyunca ve soguk savas sirasinda patates boceginin hizl

yayilisindan dolay1 biyolojik silah olarak kullanildig1 diisiiniildii fakat Fransa, Almanya ve



Ingiltere’nin savastan 6nce yaptiklar1 bazi arastirmalar sonucunda patates boceginin diisman
bitkilerini sabote etmek amaciyla kullanildigina dair herhangi bir kanit bulunamadi aksine

dogal bir yayilis oldugu saptandi.

= | Patates Boceginin Kékeni
0 = | Guniimiiz Dagiimi
I - | Patates Bitkisinin Kokeni

Sekil 2. Patates boceginin diinyadaki dagilimi (URL-2).

Patates boceginin uzun mesafe uguslara sahip olmasi bu zararlinin farkli bolgelere
yayilisin1 kolaylastirir. Patates bitkisinin yaygin ve her bolgede bulunmasi nedeniyle de
zararlinin besine yonelme ihtiyaci bu yayilisi hizlandirarak zararlinin tiim diinyadaki patates

ekili alanlara ulasmasini sagladi.

1.3.2. Hayat Dongiisii

Kis1 toprak altinda ergin olarak gegiren patates bocekleri, bahar aylarinda iklim
kosullarmin iyilesmesiyle toprak yiizeyine ¢ikar. Ilkbaharda, kislama alanlarindan ortaya
cikmay tetikleyen uyaranin, sicaklik ve toprak yilizeyi nem igeriginin bir kombinasyonu
oldugunu gosterilmistir (Tauber vd., 1994). Kislik olusum, erkek ve disi bocekler arasinda
eszamanli olarak gergeklesir (Alyokhin ve Ferro, 1999).

Erginler sar1 siyah ¢izgili, ¢ift kanat yapilarina sahip, 10-12 mm boyunda canlilardir.
Patates bocekleri bu ilk ¢ikislarinda yeni nesilleri olusturmak i¢in giftlesir ve bu ¢iftlesmeden
sonra disiler yumurtalarini patates yapraklarinin bazal kismina birakirlar. Yumurtalar koni
biciminde uzun ve oval sekilde, sar1 ya da turuncu renklerde, eni 0,7 mm ve boyu 1,5-2 mm
Ol¢iilerindedir. Ortalama 30’lu gruplar halinde yapragin alt yiizeyine dikey bicimde
birakilmaktadir. Ayrica, yumurta kiimelerini bir arada ve dikey konumda tutmak i¢in ipliksi
bir yap1 bulunmaktadir. Dogal arazi kosullar altinda disiler toplamda 200-500 yumurta
birakabilmektedir.



Yumurtadan ¢ikan birinci donem larvalar yumurta ile ayni renk ve boyuttadir.
Yumurta kabuklari ile beslenen birinci donem larvalarinda beslenme devam ettik¢e basin
tamami ve ayaklarin u¢ kisimlari siyah renk alir. Goévde ise visne rengine doner. Birinci
donem larvalar yaklasik 3-10 giinde ikinci larva halini alir. Birinci donem larvalar gomlek
degistirdikten Sonra parlak turuncu bir renk alir. Gomlek degistiren ikinci donem larvalarin
bas ve govde rengi ikinci donem larvalara gore daha agik ve portakal kabugu renginde
goriiliir. Ugiincii dénem larvalar kamburumsu bir durus halini almaya baslar. Gévdenin yan
kismindaki siyah noktalar oldukca belirgin halde olup, agiz pargalarinin gelismis oldugu
goriilmiistiir. Uciincii dénem larvalarin gelisim siiresi ortalama 3-4 giin arasinda degisim
gosterir. L. decemlineata’nin son donem larvalari iri, kamburumsu bir durusta, yavas
hareketlere sahiptir. Govde agik sar1 ya da soluk turuncu rengini almigtir. Dokuz segmentli
karin bolgesinin yanlarindaki siyah noktalar oldukca belirgin ve ¢ift sira hali alir. Dordiincii
donem larvalarinin boyu 9,5 mm, eni 6,5 mm olarak belirlenmistir.

Dordiincii donem larvalart 2-3 giin aktif beslenmenin ardindan bir siire toprak
yiizeyinde prepupa donemi gegirdikten sonra topragin 4-8 cm altina girerek yaklasik 2.
giinden sonra pupa donemine gecer. Gelisim siirecleri 5-8 giin araliinda olan L.
decemlineata pupalar1 oval ve turuncumsu renktedir. Pupa doneminden ¢ikan erginler
yapraklar ile beslenip, geliserek ergin doneme ulasir. Ergin bireyin gévdesi kubbe seklinde
bombelidir ve kanatlar1 sar1 ya da portakal kabugu tonlarda, her iki kanadinda 5’er uzun
siyah ¢izgi bulunan bir yapiya sahiptir ve kanatlar arka kisimlara dogru incelir. Patates
bdcekleri uygun ¢evre kosullarina sahip oldugunda dort farkli larval donem gecirerek hayat
dongiisiinii siirdiirtir (Sekil 3). Farkli ¢evresel kosullarla karsilastiginda diyapoz evresine

girer.
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Sekil 3. Patates boceginin hayat dongiisii (Ulusoy, 2016).

1.3.3. Diyapoz

Diyapoz, boceklerde gelisme, tireme ve beslenme igin elverisli olmayan olumsuz gevre
kosullarindan kaginmak icin bir hayatta kalma stratejisi olarak gelismistir (Marteaux vd.,
2018).

Bocekler besin arayislarina gore dogadaki hareketlerini degistirir. Yapraklarin yeterli
olmadigi, ancak sicaklik ve fotoperiyot, 25°C'de 15 saat i¢inde hala optimal aralikta olma
durumunda bocekler, yeterli yiyecek bulmak icin harekete gecer (Kort, 1990; Hoy vd.,
1996). Ancak, sicaklik diisiip ve fotoperiyot kisaldiginda (Massachusetts'te 14 saat) veya



yapraklar yaglanmaya basladiginda, yetiskin patates bocekleri diyapoza gegebilir (Voss vd.,
1988).

Kuraklik, besin azligi, nem igerigi, yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik, kritik giin
uzunlugu vb., boceklerin diyapoza girmelerine neden olan ¢evresel kosullardir. Boceklerin
cogunda diyapoz fakiiltatiftir ve elverigli kosullar mevcut oldugu siirece, bocekler diyapoza
girmeden yasamlarina devam edebilir (Nation, 2016).

Diyapoz temelde lic asamada ele alinmaktadir; diyapoz oncesi evre, ¢cevre kosullarinin
degistigine dair bocegin uyarildigi evredir bu donemde diyapozu indiikleyen en 6nemli etken
fotoperiyottur, diyapoz donemi; bocekteki tiim metabolik aktivitelerin yavasladigi bir nevi
uyku donemidir, diyapozdan ¢ikis ise; sicakliklarin artmast ile birlikte bocekteki metabolik
aktivitesinin artmasi evresidir (Denlinger ve Armbruster, 2014).

Kis mevsiminde yetiskin bocek topraga gomiiliir. Bazi bocekler yuva yapmaz ve
sonunda oOlir (Lashomb vd., 1984). Kis mevsiminde 6liim, patates bocegi popiilasyonlart

i¢in en biiyiik 6liim kaynagi olarak 6ne stiriilmiistiir (Voss ve Ferro, 1992).

1.3.4. Patates Boceginin Zarari

Patates bitkisinde verim kayiplarina neden olan birgok hastalik ve zararlh
bulunmaktadir. Bu zararlilar arasinda patates bocegi, Leptinotarsa decemlineata (Say)
(Coleoptera: Chrysomelidae) onemli bir yer tutmakta olup gerek yiiksek sicakliklara,
gerekse diisiik sicakliklara toleransi nedeniyle patates yetistiriciliginin yapildig: tiim
bolgelerde goriilmektedir (Worner, 1988).

Polifag zararli olan patates bocegi, patates, patlican, domates, biber ve bazi yabanci
otlar dahil birgok kiiltiir bitkisinde beslenmektedir (Hsiao, 1978; Hare, 1990). Larvalar
yapraklarin i¢ kisimlarinda bir bosluk olusturduktan sonra disa dogru beslenmeye devam
ederken, yaprak saplarinin 6zsuyunu da emerek bitkilere ciddi oranda zarar verirler (Sekil
4).

Patates boceklerinin ilk tercih ettikleri konukgu bitkisi patatestir. Tarladaki yiyecek
mevcudiyetine bagl olarak, bocekler ya kisa ya da uzun mesafeli ugus ya da yiiriiyiisler
gerceklestirir (Caprio ve Grafius, 1990; Voss ve Ferro, 1990a; Alyokhin ve Ferro, 1999).
Buradaki kisa gocler boceklerin besin arayisi ve iklim kosullariin etkisiyle gerceklesir.

Viriis ve bakteri hastaliklarinin (patates kahverengi ¢iiriikliigii, i§ yumru ve patates

halkal1 ¢iirtikligii vb.,) yayilmasinda da etkileri bilinmektedir (Anonymous, 2011). Patates
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bdcegi ayn1 zamanda bakteriyel halka ¢iirtikliigii hastaliginin vektoriidiir ve iklim kosullar
uygun oldugu takdirde patateslerde yiliksek oranda iiriin kaybina neden olabilmektedir
(Christie vd., 1991).

e

Sekil 4. Patates boceginin patates bitkisi (A) (URL-3) ve patlican bitkisi (B)
(URL-4) yapraklar tizerindeki zarar sekli.

1.3.5. Patates Bocegi ile Miicadele Yontemleri

Leptinotarsa decemlineata’nin zararin1 azaltmak amaciyla bugiine kadar ¢ok sayida
arastirma ve uygulama yapilmistir. Fakat, miicadele kullanilan preparatlara karsi zararlinin
bir siire sonra direng kazandig1 gézlenmistir (Giirkan ve Bosgelmez, 1982). Ne yazik ki bu
zararli kontrol etme ¢abasi icinde ilk olarak DDT olmak {izere ¢ok sayida bocek o6ldiiriicti
bilesige (bir¢ok klorlu hidrokarbonlara, organofosfatlara, karbamatlara ve bazi piretroidlere)
kars1 direng gelistirdigi bilinmektedir (Gauthier vd., 1981; Forgash, 1985; Casangrande,
1987; Grafius, 1997). Direng gelistirdigi kimyasal sayisi giin gectikge artmis ve say1 52°ye
ulagsmistir (Alyokhin vd., 2008). Kimyasal miicadelenin yani sira uygulanmig diger
miicadele yontemleri de bdcegin zararli popiilasyonunu kontrol altina almakta etkin
olmamustir.

Zararl ile miicadelede kiiltiirel 6nlemler 6nemli yer almaktadir. Sonbaharda patates
hasadiyla birlikte tarlada yumru birakilmamasina 6zen gosterilmelidir. lkbaharda bir 6nceki
yil ekili olan alanlar dolasilmali ve kalan patates bitkileri, izerindeki boceklerle birlikte yok
edilmelidir. Kii¢iik alanlarda larva ve erginleri toplayarak yok etmek, yumurtalarin1 ezmek
oldukea etkilidir.

Yesil aksam ilaglamalar1 da bu zararli ile miicadelede kullanilan yontemlerden

birisidir. Bu durum dikkate alinarak birinci dole karsi ilaglama yapilacaksa, bitkilerde ilk
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olgun larvalar (dordiinci donem) goriildiiglinde, ikinci dole karsi ilaglama yapilmasi
durumunda ise yumurta agiliminin tamamlanmas1 beklenmelidir (Atak, 1973). Ote yandan
zararl ile miicadelede hatali ve bilingsizce yapilan kimyasal uygulamalar zamanla zararlida
diren¢ olusumuna neden olmus ve zararlinin miicadelesi i¢in alternatif yoOntemler
arastirilmistir.

Kullanilan kimyasal ilaglar boceklerin bu ilaglara karsi direng kazanmalarina,
gevredeki faydali boceklerin, bal arilarinin, kuslarin ve baliklarin 6lmelerine, besin zinciri
yoluyla insanlara ulasarak bir¢ok kalici ya da oldiiriicii hastaliklara neden olmaktadir
(Ecevit, 1988; Peter, 1984).

Zararlhiya kars1 uygulanan kiiltiirel ve kimyasal miicadele yontemlerinin yani sira
biyolojik miicadele ¢alismalar1 da yapilmistir. Biyolojik miicadele en basit haliyle ‘bitkisel
tiretimde ekonomik kayiplara yol agan zararli organizmalarla miicadelede dogada bulunan
faydali organizmalarin kullanilmasi’ olarak tarif edilebilir (Birisik, 2018). Biyolojik
miicadele lirtinlerini li¢ gruba ayirmak miimkiindiir. Bunlar; makrobiyaller (pradator ve
parazitoidler), mikrobiyaller (entomopatojen veya antogonist fungus, viriis ve bakteriler) ve
bitkilerden elde edilen insektisit, fungusit veya repelentleri igeren bitki ekstraklaridir (Birisik
vd., 2018).

Patates boceginin dogal diigmanlarinin belirlenmesi ve bunlarin etkinlikleri {izerine
Ukrayna’da yapilan bir caligmada zararlinin 378 dogal diismaninin varligi kanisina
varilmigtir (Erarslan, 2018). Asagida Tablo 2’de patates bocegine karsi predatér, parazitoid
ve diger dogal diismanlar gosterilmistir. Zararlinin dogal diismanlarmin belirlenmesi
amaciyla yapilan c¢alismalarda zararlinin yumurta ve larva parazitoiti ve predatorleri
belirlenmis ancak bunlarin arazi kosullarinda uygulamasi sinirli kalmigtir (Yabas vd., 1995;

Kedici vd., 1998b).
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Tablo 2. Patates boceginin dogal diismanlari.

Diisman gruplar1 | Diismanlar Kaynaklar
Predatorler Perillus bioculatus, Goldstein vd.,
Podicus maculiventris, 1993:; Ferro, 1994

Lebia grandis,
Coleomegilla maculate,
Phalangium opilio,
Chrysoperla carnea,
Chrysoperla rufilabris,
Oplomus dichrous ve

Coccinella septempunctata

Parazitoidler Myiopharus aberrans, Lashomb vd.,
Myiopharus australis, 1987;  Goldstein
Myiopharus doryphorae ve vd., 1993; Ferro,
Edovum puttleri 1994

Digerleri Zicrona coenilea, Anonim, 2008

Anthocoris sibiricus,

Nabis pimetatus,

Coccinula quatuordecimpustulata,
Adonia variegata,

Coccinella septempunctata,
Propylaea quatuordecimpustulata,
Semiadalia  imdecimnotata Ve

Chrysoperla sp.

Patates boceginin biyolojik miicadelesinde, bitki ekstratlar1 ve bunlarin ugucu
bilesikleri, entomopatojen bakteriler ve bunlarin metabolitleri, entomopatojen fungus ve
mikrobiyal preparatlar kullanilmasina yonelik ¢esitli ¢alismalar yapilmistir.

Patates bocegine karsi dayanikl patates ¢esitlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar
da yapmaktadir. Ulkemizde yapilan bir galismada, biyolojik testlemede transgenik Marfona
ve Granola bitkileriyle beslenen patates bocegi larvalarinda %80-85 oraninda 6lim
goriildigiini saptamistir (Yiiceer, 2011).

Cesitli bitki ekstratlarinin zararli larva ve erginleri lizerinde degisik oranlarda etkiler
yaptig1 tespit edildi. Cam vd. (2012) yaptiklar bir ¢alismada, Hedera helix L., Reseda lutea
L., Humulus lupulus L., Sambucus nigra L., Chenopodium album L., Solanum nigrum L. ve

Lolium temulentum L.'nin patates boceginin farkli donemlerine karsi kalint1 toksisiteleri ve
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mide zehri etkilerini laboratuvar kosullarinda test etmistir. Test edilen tim ekstraktlar
larvalarda mortaliteye neden oldugunu gozlemistir. H. lupulus ekstraktinin patates bocegi
kontroliinde bir potansiyele sahip oldugunu tespit etmistir. Usanmaz (2013) yaptigi bir
calismada, Satureja cilicica P. H. Davis, Satureja cuneifolia Ten, Satureja hortensis L.,
Satureja spicigera (C. Koch) Boiss., Satureja thymbra L. ve Satureja montana L.
bitkilerinden elde edilen ugucu yag ve ekstrelerinin patates boceginin ergin ve larva
donemleri tizerindeki insektisit etkilerini arastirmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar,
patates boceginin miicadelesinde Satureja bitki tiirleri ugucu yag ve ekstrelerinin
gelistirilerek ileride biyoinsektisit olarak kullanilabilecegini gostermistir. Kara vd. (2014)
yaptiklar1 bir ¢alismada, patates bocegi miicadelesinde sentetik pestisitlere alternatif
olabilecek bitkisel kokenli preparatlarin laboratuar ve tarla kosullarinda etkisini belirlemek
amaciyla, imidakloprid, azadiraktin, Bacillus thuringiensis, adagayr ve biberiye
ekstraktlarim1 uygulamistir. Adacayr ve biberiye ekstraktlarinin patates bocegi ile
miicadelede imidakloprid'e gore etkisi diislik, azadiraktin ve Bacillus thuringiensis’in
yapmis olduklari etkiye yakin bulmustur. Alkan (2014) yaptigi bir ¢alismada, alti farkli
bitkiden (Acanthus dioscoridis L., Achillea millefolium L., Bifora radians M. Bieb.,
Heracleum platytaenium Boiss, Humulus lupulus L., Phlomoides tuberosa (L.) Moench)
elde edilen bitki ekstraktlarmin etkinligi patates bocegi lizerinde denemistir. Bitki
ekstraktlarinin kontakt, mide zehiri, yumurta ac¢ilimi, yumurta birakmay1 engelleyici ve
uzaklastirici, beslenmeyi engelleyicisi ve larval gelisme iizerine olan etkileri arastirmis ve
bunlar tizerinde engelleyici etkileri oldugu saptamistir.

Zararli lizerinde predator ¢aligmalart da yapilmistir bunlardan bir tanesi Kedici vd.
(1998) yaptiklar1 bir ¢aligmada, patates boceginin yumurtalarindaki Chrysoperla sp.' nin
predator etkilerini laboratuvar kosullarinda arastirmistir. Bu arastirmada Chrysoperla
larvalarmin higbiri, ilk larva asamasinda patates bocegi yumurtalar1 ile beslendiklerinde
yetiskin asamasina ulasmadigi gézlenmistir. Chrysoperla larvalarinin %60'1, larvalarin ilk
asamasinda yaprak bitleri (Hyalopterus pruni G.) ve ikinci ve ti¢iincii asamalarda patates
bocegi yumurtalar: ile beslenmesinden dolayr yetigkinlere ulasmadigi tespit edilmistir.
Chrysoperla larvalart hem yaprak bitlerine hem de bocek yumurtalarina soktugunda, larvalar
bocek yumurtalarint degil yaprak bitlerini tercih ettigini tespit etmistir. Bu sonuglara bagh
olarak, Chrysoperla'nin patates boceginin biyolojik miicadelesi i¢in inundatif veya artirict

salim i¢in 1yi bir aday olmadig1 sonucuna varmistir.
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Bazi galismalar, gesitli bakteriler ve bakteriyal metabolitlerin papates bocegi larva ve
erginleri tizerinde farkli oranlarda etkili oldugunu gostermistir. Haffani vd. (2001) yaptig:
bir ¢alismada, Escherichia coli ekspresyon sisteminde insektisit proteinleri kodlayan
cry3Aa3 ve cry3Cal Bacillus thuringiensis genlerini ifade etmistir. Cozinir -
endotoksinlerin yliksek oranda saflastirilmis preparatlari, patates boceginin iiclincii evre
larvalan ile karsilagtirmali biyotitler yapmak ic¢in kullanmistir. Akut mortalite verileri,
Cry3Cal'in LDsg degerinin (320.1 ng) Cry3Aa3'iin degerinden (672.9 ng) 2 kat daha toksik
oldugunu gostermistir. Ayrica, bu toksinlerin sublethal dozlarinin kronik etkilerini, tedavi
edilmemis yapraklarin tiiketimini 6lgerek ve zehirlenmeden sonraki 6 giin boyunca sag
kalim1 ve gelismesini izleyerek karsilastirmistir. Onemli bir ek mortalite gdzlemlememis
ancak Cry3Cal ile beslenen hayatta kalan larvalarin, Cry3Aa3 ile beslenen larvalardan daha
yavas bir oranda yesillik tiikettigini ve sindirim epitelinde daha fazla hasar oldugunu
gormiigtir. Bu c¢alisma, {Uglinci instar larvalarda cry3Cal'in  toksisitesinin ilk
degerlendirmesi, cry3Cal'in bu oOnemli zararlilarinin kontrolii i¢in yararli olacagini
gbzlemlenmistir.

Martin vd. (2007) yaptiklar1 bir ¢alismada, Maryland orman topragindan izole ettigi
Gram negatif, menekse pigmentli bir bakteri olan ve Chromobacterium violaceum (PRAA4-
1) olarak tanimlanan izolatin patates bocegi larvalar ve diger bocekler igin oral olarak toksik
oldugunu bulmustur. Ginxin vd. (2009) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise B.
thuringiensis 3A-HBF susu tarfindan iiretilen Cry3Aa7 proteininin patates bocegine karst
toksik bir etki gosterdigini tespit etmistir. Arastirmacilar 3A-HBF'nin zararliya karst %50
6liimciil konsantrasyonunun 1.15 pg/ml oldugunu belirtmistir. Bu galismada B. thuringiensis
susunun zararliya karsi sera ve tarla kosullarinda biyolojik etmen olarak kullanilmistir. Sera
uygulamalarinda birinci dénem larvalarda %10, ergin boceklerde ise %20 oraninda 6lim
meydana getirdigini gozlemlemistir. Tarla uygulamalarinda ise birinci donem larvalarda
%41.33, ikinci donem larvalarda %26.66, igiincii donem larvalarda %24.66, ergin
boceklerde ise %30 6liim meydana getirdigini tespit etmistir.

Giileg (2018) yaptig1 bir ¢aligsmada, laboratuvar stoklarinda yer alan entomopatojenik
nematod (Steinernema feltiae ve Heterorhabditis bacteriophora)'larin yesil aksam ve toprak
uygulamalar1 seklinde sera (saksi) denemelerinin sonucunda patates boceginin farkli
donemlerine (yesil aksam uygulamalarinda iiglincii larva donemi ve topraga yapilan
uygulamalarinda son donem larvalara) karsi etkinligini ortaya koymustur. Sonug olarak elde

edilen verilere gére nematodlarin topraga yaptigi uygulamalarinda en yiiksek 6liim oranini
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S. feltiae (65,23+4,45 ve 77,3342,59)'da elde etmistir. Deneme sonuglarinda, kadavra
uygulamalarinda o6liim oranint %401 ge¢cmemis ve en yliksek Olim oranin1 H.
bacteriophora'da %37,40+8,88 olarak tespit etmistir. Yesil aksam uygulamalarinda ise 6liim
oranmni %30'1 gegmemis ve en yiik 6liim oraninin ise H. bacteriophora'da 29,14+6,09 olarak
tespit etmistir. Muratoglu vd. (2011) yaptiklar: bir ¢alismada, patates boceginden yeni bir
bakteriyal izolat (Ld4) izole etmis ve bu izolatin zararli larvalari tizerindeki insektisidal etki
testlerini yapmustir. Pseudomonas putida olarak tanimlanan izolatin bes giinliik siirecte
patates bocegi lizerinde %100’liik bir 6lim etkisi gostermistir. Elde edilen sonuglar, Ld4
izolat1 patates boceginin biyolojik miicadelesinde 6nemli bir biyolojik etmen olabilecegini
gOstermistir.

Erarslan (2018) yaptig1 bir ¢alismada, toplam yedi adet bakteri susunu (Bacillus cereus
FD-63, Bacillus sphaericus FD-49, Bacillus subtilis EK-7, Bacillus thuringiensis subsp.
kurstakii FDP-41, Brevibacillus brevis CP-1, Pseudomonas chlororaphis NEM-28 ve
Pseudomonas fluorescens KSN-1 straini) ve bir adet fungus izolatinin (Beauveria bassiana
ET-10 izolat1) patates boceginin ergin ve birinci, ikinci, liglincli donem larvalarina karsi
biyolojik miicadelede etkinligini belirlemek i¢in sera ve tarla kosullarinda test etmistir. Sera
denemelerinde elde edilen sonuglara gore Bacillus thuringiensis ve Brevibacillus brevis
suslar1 birinci donem larvalarda sirast ile %10 ve %6 oraninda 6liim meydana getirdigini
gozlemistir. Ikinci dénem larvalarda P. fluorescens KSN-1 suslar1 ve B. bassiana ET-10
izolat1 %10 oraninda 6liime sebep oldugunu bulmustur. Ergin boceklerde ise %80 6liim oran
ile en etkili susun P. fluorescens KSN-1 oldugunu belirlenmistir. Tarla kosullarinda elde
edilen sonuglara gore ise B. thuringiensis subsp. kurstakii FDP-41, B. brevis CP-1 ve P.
fluorescens KSN-1 suslarinin birinci dénem larvalarda sirasi ile %41,33, %20 ve %11,33
oraninda 6lim etkisine sebep oldugunu tespit edilmistir. Bu bakteri suslarinin ikinci dénem
larvalarindaki etkinlikleri siras1 ile %20, %26,66 ve %4,66; liclincii donem larvalarindaki
etkinlikleri ise %10, %24,66 ve %6,66 olarak belirlemistir. Ergin boceklerde B. brevis CP-
1 susunun etkili olmadigi, B. thuringiensis subsp. kurstakii FDP-41 ve P. fluorescens KSN-
1 suslarinin ise sirasi ile %30 ve %4 oldiiriicii etkiye sahip oldugunu tespit edilmistir. Sonug
olarak, B. thuringiensis subsp. kurstakii FDP-41, B. brevis CP-1 ve P. fluorescens KSN-1
suslarinin patates bocegi ile biyolojik miicadelede basarili bir sekilde kullanilabilecegi
sonucuna varmistir.

Zararl iizerinde cesitli entomopatojen fungus uygulamalar1 da gergeklestirilmistir.

Samsinakova ve Kalalova (1978) yaptiklar1 bir ¢alismada, patates boceginin farkli donem



16

larvalarma Paecilomyces farinosus’un etkilerini arastirmigtir. Entomopatojen fungusun
4.1x10" spor/ml yogunlukta uygulanan patojenin inkiibasyonun yedinci giiniinde, patates
boceginin sirasiyla birinci, ikinci, tigiincti ve dordiincii 1arva donemlerinde %96, %70, %82
ve %87 oraninda 6liim olustugunu tespit etmistir. Caligmanin sonucunda, patates bocegine
kars1 P. farinosus’un B. bassiana’ya gore bocegin birinci larva doneminde daha etkili
oldugunu bulmustur. Fargues vd. (1991) patates bocegi ile yaptiklari calismada,
entomopatojen fungus Beauveria bassiana uygulamasinin boceklerin yumurta birakmasina
olan etkisini arastirmistir. Entomopatojen fungus uygulamasi sonrasi hayatta kalan bocekler
22°C’de yetistirilerek ciftlestirildiklerinde elde edilen yumurta sayisinda doz artigina bagh
olarak azalma oldugunu belirtmistir. Ancak 25°C’de yetistirilen ve ¢giftlestirilen boceklerden
elde edilen yumurtalarin sayisinda azalma olmadigini ve her iki sicaklikta da olusan
yumurtalarin kontrol uygulamasinda elde edilen yumurtalardan verimlilik bakimindan bir
farkinin olmadigimi belirtmistir. Calisma sonucunda, entomopatojen fungus Beauveria
bassiana’nin patates boceginin yumurta birakmasi lizerinde sicakliga bagli bir etkisinin
oldugu belirtmistir.

Wraight ve Ramos (2005) yaptiklar1 bir ¢alismada, patates bocegi larvalarina karsi
Beauveria bassiana entomopatojen fungus izolatin1 ve Bacillus thuringiensis tenebrionis
entomopatojen bakterisini tek basina veya birlikte kombinasyon halinde uygulamistir. Tek
uygulamalarda, B. bassiana patates boceginin larvalarinda %25 oraninda azalma
gosterirken, B. thuringiensis de %50-85 oraninda larva popiilasyonunda azalma meydana
getirmistir. Kombinasyon halindeki uygulamalarda larva popiilasyonunda %90’1n iizerinde
azalma goriilmistiir. Demir vd. (2014), patates bocegine karsi 6 yerel entomopatojen fungus
izolatinin (B. bassiana, Mm-1; B. bassiana, Gg-1; Clonostachys sp., Gg-3; Myriodontium
keratinophilum, Gg-11; B. bassiana, Dm-5; M. anisopliae, E-1) insektisidial etkisini
laboratuvar kosullarinda incelemislerdir. Calismanin 15’inci giiniin sonunda, Gg-11 ve E-1
kodlu fungal izolatlar 1x107 spor/ml ile erginler iizerinde %100 &liime sebep oldugunu
bulmustur. Calisma sonuglari, Myriodontium keratinophilum (Gg-11) ve M. anisopliae (E-
1)’nin biyolojik miicadele etmeni olarak gelistirilme ve patates bocegi gibi benzeri
zararlilara kars1 kullanilma potansiyeline sahip oldugunu kanitlamistir. Giiven vd. (2015)
yaptiklar1 bir ¢alismada, Beauveria bassiana suslarimi (BMAUM 001, BMAUM-002,
BMAUM-003, BMAUM-004) farkli kaynaklardan ve bolgelerden gelen patates bocegi
larvalar1 ve erginlerine karst 108 spor/ml konsantrasyonunda laboratuvar kosullarinda

piiskiirtme, daldirma ve kalinti yontemlerini degerlendirmistir. Beauveria bassiana, larva
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evresinde yapilan her denemede yetiskinlerden daha etkili oldugunu bulmustur. Piiskiirtme,
daldirma ve kalinti yontemleriyle elde edilen larva Gliimleri sirasiyla BMAUM-001 igin
%72.7, %64.5, %67.7;, BMAUM-002 icin %83.6, %92.9, %90.8; BMAUM-003 igin
sirastyla %83.6, %59.7, %79.2 olarak saptanmustir.

Ulusoy (2016) yaptig1 bir ¢alismada, Galleria tuzak yontemi ve toprak seyreltme
yontemi kullanilarak Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden 150 toprak 6rnegi toplamis ve 71 adet
Beauveria bassiana izole etmistir. Rastgele se¢ilen bes farkli B. bassiana (Deuteromycotina:
Hyphomycetes) susu ile bir adet standart susun (Danimarka) ii¢ farkli konsantrasyonu
(1x10°, 1x10° ve 1x10" spor/ml) tarim zararhlar1 olan Galleria mellonella (Lepidoptera:
Pyralidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebriodeae) ve Leptinotarsa decemlineata
(Coleoptera: Chrysomelidae) larvalari iizerinde uygulamasini yapmistir. Uygulamada alti
farkli fungus susunun {i¢ farkli konsantrasyonda Galleria mellonella, Tenebrio molitor ve
patates bocegi lizerinde basarili oldugunu bulunmustur. Patates bocegi icin KVL 03129
susunun daha etkili oldugu goriilmiistiir. Farkli konsantrasyonlarda denenen B. bassiana
suslarinin ortalama 6liim stireleri karsilastirildiginda her susun en yiiksek dozunun en etkin
oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, B. bassiana suslarinin zararlilara
kars1t miicadelede etkili oldugu bulunmustur.

Oztirk (2016) yaptigi bir c¢alismada, entomopotojen fungus igeren ticari
biopestisitlerden Priority® (Paecilomyces fumosoroseus), Nibortem® (Verticillium lecanii),
Nostalgist® (Beauveria bassiana), Bio-Magic® (Metarhizium anisopliae), Bio-Nematon®
(Paeciliomyces sp.) ve bitkisel ekstakt Nimbedicine EC® (Azadiractin)’in ve patates
boceginden izole edilen entomopatojen funguslarin patates bocegine karsi etkilerini
piskiirtme ve yaprak daldirma yontemleri kullanilarak denemistir. Kontrol olarak
imidacloprid etken maddeli bir insektisit ile saf su i¢eren soliisyon kullanmistir. Bocek
tizerinden izole edilen funguslar ve ticari biyopestisitler ikinci, ti¢iincii, dérdiincii donem
larvalara ve ergin bireylere uygulamistir. Yerel funguslar 108 spor/ml, ticari biyopestisitler
ise onerilen dozlarinda uygulamistir. Entomopatojen funguslar ve biyopestisitler iKi-ligiincii
donem larvalarda dordiincii donem ve erginlere gore daha etkili oldugunu tespir etmistir.
Bio-Magic®, Nibortem®, ve Nostalgist® iki-liclincii donem larvalarda sirasiyla %96.4,
%92.9 ve %82.1 oraninda Slime sebep oldugunu gozlemlemistir. Ayni biyopestisitler
erginlerde %20, %36.7 ve %33.3 oraninda 6liime sebep oldugunu tespit etmistir. Biitiin yerel
funguslarin tiim larva denemelerinde %100 6liim orani gosterirken ergin denemelerinde

%58.6-86.2 oranlarinda 6liim meydana getirdigi tespit etmistir.
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Karaman (2019) yaptigi bir ¢alismada, bir¢ok bitki zararlisina karsi biyolojik
miicadele etmeni olarak kullanilan ve oldukga iyi sonuglar alinan Simplicillium lamellicola,
Lecanicillium muscarium, Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea ve Metarhizium
anisopliae izolatlarin1 patates boceginin ikinci, ti¢lincii, dérdiincii donem larva ve erginleri
tizerindeki biyolojik etkinliklerini laboratuvar kosullarinda incelemistir. Entomopatojen
funguslara ait spor siispansiyonlar 1x108 spor/ml olacak sekilde piiskiirtme yontemi seklinde
uygulanmistir. Laboratuvar ve saksi denemelerinde biitiin donemlerde en etkili izolatin M.
anisopliae oldugunu tespit etmistir. Sonug olarak, ¢alismada kullanilan biitiin izolatlarin
patates boceginin biitiin biyolojik donemlerine karsi kabul edilebilirlik seviyesinde etki
gosterdigini kanitlamistir.

Kiling (2020) bir ¢alismasinda, Tokat ilindeki farkli tarimsal alanlardan alinan toprak
orneklerinden izole edilen Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae tiirlerinden olusan
14 entomopatojen fungus izolatinin (GOPT-123, GOPT-158, GOPT-228, GOPT-247,
GOPT-258, GOPT-259, GOPT-283, GOPT-321, GOPT-331, GOPT-375, GOPT-PB-2,
GOPT-DYYLD, GOPT-5-2, GOPT-228-1) patates boceginin ergin, iigiincii donem larva ve
yumurta donemlerine karsi etkinligini arastirmistir. Laboratuvar ¢alismalari sonucunda etkili
bulunan GOPT-228 izolat1 ile 1x10® spor/ml dozunda sera c¢alismalarmi yapmistir.
Yaptiklar1 sera denemelerinde kullanilan B. bassiana izolatinin etkinliginin in vitro
testlerdekinden ¢ok diisiik oldugu ve iiglincii donem larvalarda %40, ergin boceklerde %12
oliim meydana geldigini gozlemistir.

Sar1 (2020) yaptigi bir ¢alismada, Isparta Merkez patates iiretim alanlarindan elde
edilen entomopatojen fungus Beauvaria bassiana BIM-001 izolatinin ii¢ farkli spor
konsantrasyonunun (1x10° spor/ml, 1x107 spor/ml, 1x10® spor/ml), Nostalgist (Beauvaria
bassiana strain Bb-1"nin 1x108 spor/ml konsnatrasyonunun ve Adana Karatas pamuk iiretim
alanlarindan Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae)’den elde edilen Fusarium
subglutinans 12A’nin laboratuvar kosullarinda patates boceginin yumurta, farkli larva
doénemleri (1., 2., 3. ve 4. donem) ve erginleri tizerindeki patojenik etkisini belirlemistir.
Calisma sonuglarina gore, larvalardaki en yiiksek 6liim degeri yedinci giinde B. bassiana
BIM-001’in 1x108 spor/ml konsantrasyonunda saptamis ve 6liim yiizde degerleri birinci ve
tictincii larva doneminde %94, ikinci larva doneminde %80 ve dordiincii larva doneminde
ise %90 olarak bulmustur. Nostalgist uygulamasinda ise 6liim degerleri birinci, ikinci,
ticlincli ve dordiincii donem larvalar i¢in sirast ile %2, %46, %24 ve %50 olarak tespit

etmistir. Ergin bireylerde 6liim yine yedinci giinde, B. bassiana BIM-001’in 1x10® spor/ml
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konsantrasyonunda sadece %2 oraninda 6liim gergeklestirdigini, B. bassiana BIM-001’in
diger spor konsantrasyonlarinda ve Nostalgist uygulamalarinda herhangi bir 6lim
saptamamistir.

Biyopeptisitlerin insan veya diger canlilar {izerinde herhangi bir olumsuz etkiye sahip
olmamasi, bunlar1 ¢evre dostu haline getirmistir. Bu pestisitler, diisiik konukgu
populasyonlarinda bile yasamlarim siirdiirebilir (Onciier, 1991). Bakteriyal ve viral bocek
patojenlerinin aksine, Beauveria ve diger fungus patojenlerinin enfeksiyonu i¢in temasin
olas1 yeterlidir (Ocak vd., 2007). Patates bocegi ile miicadele de yapilmis ¢alismalar goz
Online alindiginda, zararl ile en etkin miicadele yontemi biyolojik miicadele ve etkili

mikrobiyal ajan entomopatojen funguslardir.

1.4. Entomopatojenik Funguslar

Entomopatojenik funguslarin mikrobiyal miicadele etmeni olarak 100 yili askin bir
stiredir kullanilmakta oldugu bilinmektedir (Hall vd., 1982). Funguslar boceklerde hastaliga
sebep olarak ilk kaydedilen ve zararli miicadelesinde ilk kullanilan mikroorganizmalardir
(Rombach ve Gilespie, 1988). Simdiye kadar tanimlanan 700’{in {izerinde entomopatojenik
fungus bilinmekte ve bunlardan bazilar1 biyolojik miicadele etmeni olarak iiretilmekte ve
kullanilmaktadir (Strasser vd., 2000). Bes farkli sinif igerisinde farkl bir dizilis gostermekte
olan entomopatojenik funguslar spesifik bocek tiirlerini enfekte eden zorunlu patojenler, pek
cok bocek tiirlinii enfekte edebilen genel patojenler ve fakiiltatif patojenler olarak
gruplandirilabilir. Fungal epizootikler bazi bocek tiirlerinde yaygin olmasina ragmen, bazi
bocek tiirlerinde ise nadir goriiliir (Goettel vd., 2005). Bocek patojeni olan funguslar
genellikle Deuteromycota ve Entomophthorales gruplarina dahildir (Hajek, 1997). Kolay
taninmalar1 nedeniyle zararlilarla miicadelesinde sik¢a kullanilirlar. EPF’un biyolojik

miicadelede kullanilan en taninmus cinsleri Beauveria ve Metarhizium’dur.
1.4.1. Beauveria bassiana
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. beyaz muskardin hastaliginin etken maddesi, ilk

olarak 1835 yilinda, funusun Ipekbdcegi Bombyx mori'ye kars1 patojenik oldugunu gdsteren

Bassi de Lodi tarafindan tanimlanmistir (Tanada and Kaya, 1993). B. bassiana, beyaz, pudra



20

goriiniimlii hifler bocek kadavrasini kapladiginda, 6liimden sonra konakgilarda sergilenen
karakteristik mikotik evre nedeniyle bir muscardin mantar1 olarak kategorize edilir (Sekil 5).

Beauveria tiirleri, Mitosporik mantarlarin yapay sinifinda, Deuteromycetes sinifinda
bulunur. Beauveria cinsi iginde tiirler, zig-zag veya denticulata merkezi iizerinde tek basina
tasinan conidia ile karakterize edilir (Tanada ve Kaya, 1993; Humber, 1997).

Beauveria bassiana, genellikle 3,5 um'den daha biiyiik ¢apa sahip olan globose konidia
ile diger Beauveria tiirlerinden ayirt edilebilir (Humber, 1997). B. bassiana hifleri 25-
28°C'de optimum sekilde biiyiir ve konidialarin ¢imlenmesi igin % 92 veya daha yiiksek bir

bagil nem gerekir.

Sekil 5. Beauveria cinsinin morfolojik 6zellikleri. A, mikroskobik goriintiisii B,
koloni morfolojisi (fotograflar Kiibra YILDIRIM tarafindan ¢ekilmistir).

1.4.2. Enfeksiyon Dongiisii

Entomopatojen funguslarin enfeksiyon dongiisii konagin integlimentine tutunmasi ile
baglar. Funguslar, diger patojenlerden farkli olarak yenilme veya ¢ignenmeye ihtiyag
duymadan enfeksiyonu baslatabilir. Mortalite doza bagli oldugundan, miimkiin oldugunca
¢ok sayida konidianin kiitikiile yapigsmasi enfeksiyonun baslamasinda hayati Onem
tagimaktadir (Butt ve Goettel, 2000). EPF dogada bir konakla karsilagtiginda ilk ve en etkili
bariyer olan konagin kiitikulasi ile karsilasir. Bocek kiitikiilii, istilact mantar sporuna karst
miithis bir mekanik bariyer saglar. EPF bu bariyeri asip konag1 enfekte etmek i¢in bir¢ok
mekanizma gelistirmistir. Ayn1 zamanda konak canli da kars1 bir savunma sistemine sahiptir.
Dogada bu karsilasma neticesinde EPF igin dezavantaj olabilecek bir¢ok farkli durum

mevcuttur. Bunlar, UV, sicaklik, nem, gibi iklim kosullarinin yani sira konagin bulundugu
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hayat evresi ve diger ¢evresel nedenlerdir. EPF konakla bu karsilagsmasinda birkag adimda
konagi enfekte eder (Sekil 6).

Appresporium
Penetrasyon
Zinciri

Epikatikal €
Ekzokdtikil 4 w_ Proteaz | [ pr1 |
p Tt
IMPI | AMPs
Endokdtikdl . - L

4 -
P

Epidermis + | C) Q (_3

Hemosdl+

Sekil 6. Bocek kiitikulasindaki fungal enfeksiyon basamaklarinin gdésterimi. 1. Fungusun
konagn kiitikulaya tutunduktan sonra ¢imlenerek Appresporium yapisini
olusturmasi. 2. Penetrasyon kancasi ve ¢esitli hifal yapilarin kiitikulay1 ve
epidermisi gegisi. 3. Fungusun hemosele girisi. 4. Fungusun hemoselde blastspor
olusumu (Butt vd., 2016).

EPF’un hava konidiasinin yiizeyi rodlet tabakasindan olusur. Bu tabaka, konidianin
hidrofobik ylizeylere pasif olarak baglanmasini kolaylastiran hidrofobik bir yiikk veren
hidrofobin proteinlerinden olusur (Holder ve Keyhani, 2005). Entomopatojen funguslar
pasif ve spesifik olmayan tutunma islemi gerceklestirir. Tutunma islemini takiben, sporlar
konagin c¢esitli bariyerlerinin iistesinden gelmek i¢in fungusa yardimei olan appressorium
yapisini olugturmak i¢in ¢imlenmeye baslar (Hajek ve Leger, 1994).

Appresporium yapisi konak bariyerlerinin iistesinden gelir ve kiitikula igerisine dogru
harekete baslar. EPF konidianin hiicre duvarinda gesitli enzimler bulunur (Schrank ve
Vainstein, 2010). Virulent konidia, 6nceden olusturulmus diger enzimlerle birlikte, konake1
yiizeyindeki fungistatik bilesikleri parcalayabilen ve ayni zamanda ¢imlenmeyi uyaran
besinleri serbest birakabilen yiiksek diizeyde spora bagli Pr1'e sahiptir (Shah Wang ve Bultt,
2005; OrtizUrquiza ve Keyhani, 2013; Santi vd., 2010). Appresporium yapisini gelistiren

ve kiitikulaya tutunan EPF penetrasyon zincirini olusturmaya bagslar. Penetrasyon
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sathasinda, proteaz, kitinaz ve lipaz gibi kiitikulay1 pargalayan bazi enzimler konaga giriste
onemli rol oynamaktadir (Clarkson ve Chamley, 1996). Baz kiitikiil pargalayici enzimler
(Cde'ler) virulans belirleyicileridir (Nunes, Martins, Furlaneto ve Barros, 2010; St. Leger,
Joshi ve Roberts, 1998) (Tablo 3). Kiitikiiler fizikokimyasal sinyaller appressorium
farklilagsmasini ve fenotipi etkiler (Butt vd., 2016). Appressoria morfolojileri klavat, kiiresel
veya fincan seklinde degisir (Butt vd., 2016). Penetrasyonu takiben, hemoselin igerisindeki
filamentdz fungus yapilari maya benzeri hifal yapilara veya protoplastlara (blastospor) gecis
yapar (Sevim, 2012). Blastosporlar, besin emilimi igin genis bir ylizey alani-hacim orani
sunar ve besinler tiikenene kadar bu formda ¢ogalir, daha sonra hem in vitro hem de in vivo
olarak hiflere doniisiirler (Butt vd., 2016). Olen konagin yiizeyinde olusan hifler farkli

konaklar1 da enfekte eder.
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Tablo 3. Beauveria ve Metarhizium tiirlerinin temel fungal viriilans genleri (Bultt,

2016).
Fonksiyonel Grup Genler Tamim
Adhezyon Mad 1, Mad 2 Adhesin benzeri proteinler
Hyd 1, Hyd 2, Hyd 3 Hidrofobinler
SsgA Hidrofobin benzeri protein
cwpl0 Konidial hidrofobisiti artirma
Kiitikul Degredasyonu Pri, Pr2, Pr4 Subtilisin, Tripsin ve Sistein

proteaz

chitl, chi2, chi3, chi4, Kitinaz
Bbchitl, Bbchit2
Stress Yonetimi HSP25, HSP30, HSP70, Saperonlar

HSPI0b

Hogl, Pmrl Mitojen ile aktivite edilmis
kinazlar
Hemolimf/ Mosl Osmosensor
immiinomodiilasyona
adaptasyon Mcll Kollajen benzeri protein
Mr-npc2a Sterol baglayict
dtxS1-dtxS4 Nonribosomal destruxinler
biyosentez
Transkripsiyonel MrpacC Kiitikiil degredasyonu,
faktorleri kadavrada mikozlanma,
konak immun sisteminden
korunma
MrSkn7 Appresporium olusumu,
hiicre duvar1 biyosentezi,
konak immun sisteminden
korunma
cag8 Hidrofobin sentezi,
misel geligimi,
Blastospor olusumu
Konidialarin regiilasyonu
BbMBF1 Oksidatif, ozmotik tolerans,
ve 1s1 stresi,
Hifal morfogenez
MaPKA1 Appressoria'nin farklilagsmasi
Kiitikiil bozulmasi
besin alimi
Besin asimilasyonu nrrl Azot regiilatoriine tepki
Crrl Karbon regiilatorii
Mestl Depolanmus lipidlerin
hidrolizi
MPL1 Prelipin-lipid metabolizmasi
ATM1 Trehaloz-hidrolize edici enzim
mrGAT Triasilgliserol biyosentezi
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1.5. Beauveria bassiana’nin Cografik Dagilimi ve Konak Arahgi

Beauveria bassiana, diinya ¢apinda genellikle iliman ve tropikal bolgelerde enfekte
bocekler iizerinde bulunur (MacLeod, 1954). Fungus, ¢ok ¢esitli boceklerde bulunan ve
farkli konaklardan izole edilen yaygin bir entomopatojenik mantardir. B. bassiana'nin
konak¢1 araligr ve ozgilligii Goettel vd. (1990) gore, Gastropoda, Acari, Orthoptera,
Dermaptera, Isoptera, Blattaria, Thysanoptera, Homoptera, Heteroptera, Diptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Sifonaptera ve Lepidoptera takimlarini icerir. Bununla birlikte,
B. bassiana'nin ¢ok sayida eklembacaklidaki prevalansina ragmen, B. bassiana izolatlarinin
cogunun smirlt bir konakgr araligina sahip oldugu bilinmektedir (Goettel vd., 1990;
Vestergaard vd., 2003). Ayni zamanda bdocekten veya topraktan izole edilen B. bassiana'nin
birka¢ 6rnegi diger hedef zararlilarina kars1 da oldukga 6ldiirticiidiir (Feng ve Johnson, 1990;
Ekesi vd., 1998; Cottrell ve Shapiro-llan, 2003). Bu nedenle, en virulant olani segmek i¢in

farkli izolatlarin virulansini hedef bocek tiirlerine karsi taramak gerekir (Zimmermann,

2007).

1.6. Beauveria bassiana’nin Mikrobiyal Miicadelede Kullanim

Biyolojik miicadelede entomopatojen funguslar biiyiik bir kullanim potansiyeline
sahiptir. Funguslarin klasik ve inokiilatif biyolojik miicadele de kullanimlar agisindan pek
cok tercih edilme nedenleri vardir. Bunlar, hizli bir sekilde epizootiklere neden olabilir, dar
konak araligina sahiptir, ¢evrede ve bdcek popiilasyonlarinda uzun siire varliklarini
stirdiirebilirler (Goettel vd., 2005). Biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilan
mikroorganizmalarda ilk ve asil endise, hedef olmayan canlilar1 enfekte etme ihtimallerdir.
Diger bir endige ise bu etmenlerin uygulandiklar1 sahada etkinliklerini devam ettirmeleri ve
canli kalabilmeleridir.

Son 100 yilda, B. bassiana ve B. brongniartii bitkilerde kok ve yaprak zararlilarina
karst biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilmistir. Gegmis literatiirii 6zetleyen
Zimmerman (2007), Beauveria bassiana ve bitki arasindaki iligkiyi bitkilerin entomopatojen
enfeksiyonunu etkilemesi, bitkilerin entomopatojenin kaliciligini etkileyebilmesi ve B.
bassiana’nin bitkilerde bir endofit olmasi gibi ii¢ kategoride 6zetlemistir. Bitki tiirlerinin B.
bassiana'nin enfektivitesini ve kaliciligini etkileyebilecegini gosteren ¢aligmalar mevcuttur

(Ramoska ve Todd, 1985). Beauveria bassiana'nin bazi bitkilerin, 6zellikle misirin, bir
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endofiti oldugu bilinmektedir (Bing ve Lewis, 1992). Her iki fungusta toprakta yaygin olarak
bulunur ve genis bir konuk¢u dagilimina sahiptir ve genellikle toprakta yasayan zararlilara
kars1 biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilirlar. Entomopatojen funguslar hedef dis
organizmalar1 enfekte etmezler ve dogada bulunan bu canlilar entomopatojen fungus
sporlarini toprakta dagitma ve tasimada énemli bir rol oynarlar. Samsinakakova ve Samsin
(1970), Zimmermann ve Bode (1983), Dromph (2001 ve 2003), calismalarinda
entomopatojen mantarlarin dagilmasi gosterilmistir. B. bassiana vertikal ve horizantal
dagilim gostererek enfeksiyon asamasinda direngli olduklarini kanitlamistir.

Genel olarak, funguslarin, fizyolojik konakg¢i araligi ile ekolojik konake¢i aralig
arasinda bir fark vardir (Hajek ve Butler, 2000). Fizyolojik konak¢1 araligi, laboratuvarda
enfekte olabilecek bocek tiirlerinin araligini gosterirken, ekolojik konake1 araligi, dogada
veya saha kosullarinda hangi boceklerin enfekte olabilecegini gosterir (Zimmermann, 2007).
Laboratuvar kosullarinda enfekte olan hedef olmayan bocekler, dogada enfekte olmayabilir
(Zimmermann, 2007). Bu konu ayrica Hajek ve Goettel (2000) ve Jaronski vd. (2003)
tarafindan ayrintili olarak tartisildi. B. bassiana ve B. brongniartii'nin yararl ve diger hedef
olmayan organizmalar {izerindeki etkisi hakkinda yapilan ¢aligmalardan bazilar1 Tablo 4'te

gosterilmistir.
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Tablo 4. B. bassiana ve B. brongniartii'nin yararli ve hedef olmayan diger
organizmalar tizerindeki etkisi hakkinda yapilan ¢alisalar (Zimmermann,

2007).
Organizmalar Fungus (Spor/Formiilasyon) (L)Y (A)
Amblyseius cucumeris B. bassiana (Naturalis-L, BotaniGard WP) L/A
Aphidius colemani B. bassiana (ticari formiilasyon, sus JW-1) L

Orius insidiosus
Phytoseiulus persimilis
Encarsia formosa

Apis mellifera B. bassiana A
Apis mellifera B. bassiana (formiile edilmemis spor) L
Apis mellifera B. bassiana (Naturalis-L, Bio-Power) L
Apis mellifera B. brongniartii

Arthropod ve nematod B. bassiana (Naturalis-L)

populasyonu

Bembidion lampros B. bassiana A/L
Agonum dorsale

Bombus terrestris B. bassiana L/A
Carabidae: B. bassiana L
Calanthus micropterus

C. piceus

Carabus violaceus

Cychrus caraboides

Leistus ruefescens

Nebria brevicollis,
Pterostichus oblongopunctatus,

P. niger

Carabidae, B. bassiana A
Staphylinidae

Cephalonomia tarsalis B. bassiana -
Chrysoperla carnea B. bassiana L
Coleomegilla maculate B. bassiana (izolat ARSEF 3113) L/A
Coleomegilla maculate ve B. bassiana (izolat ARSEF 731) L
Eriopis connexa

Coleomegilla maculate lengi B. bassiana (10 izolat) L
Diadegma semiclausum B. bassiana L
Formica polyctena B. brongniartii A
Solucanlar: B. brongniartii (arpa tanelerinin ticari {iriinil) L/A
Lumbricus terrestris ve digerleri

Solucanlar: B. brongniartii L
Lumbricus terrestris

Solucanlar: B. bassiana (Bb64) L
Aporrectodea caliginosa

Lysiphlebus testaceipe B. bassiana A

Aphidius colmani




Tablo 4’nin devami

27

Megachile rotundata B. bassiana (¢ekirge kontrolii i¢in sus) L

Nontarget arthropods B. brongniartii A

Nontarget arthropods B. brongniartii A

Hedefdis1 arthropods (major B. bassiana (sus GHA) A

predatorler, parasitoidler ve

polinatérler)

Hedefdis1 arthropodlar B. bassiana  (emiilsifiye edilebilir A
konsantre)

Hedefdis1 bocek topluluklar B. bassiana (sus SP 16) A

Perillus bioculatus B. bassiana (6 izolat)

Pimelia senegalensis B. bassiana L

Trachyderma hispida

Bracon hebetor

Apoanagyrus lopezi

Poecilus versicolor B.  brongniartii  (MelocontPilzgerste, L
MelocontWP, and Melocont-WG)

Predator akarlar: B. bassiana (Botanigard ES) A

O. insidiosus

A. colemani

Dacnusa sibiria

Parasitler:

Encarsia formosa

Eretmocerus eremicus

Aphidoletes aphidimyza

Prorops nasuta B. bassiana (3 izolat) L

Serangium parcesetosum B. bassiana L

Tablo 4’teki galigmalar B. bassiana ve B. Brongniartii’nin genis bir konak yelpazesine
sahip olmasma ragmen, hedef dis1 organizmalarda zarar teskil etmedigini gosterir.
Calismalarin gogu laboratuvarda ve sadece birkagi sahada yapilmustir. ilk kapsamli
caligmalardan biri, B. bassiana'nin arilar ve diger tozlayicilar, ipekbocekleri, yirticilar ve
parazitoidler gibi hedef olmayan omurgasizlar lizerindeki etkilerini listeleyen Goettel vd.
(1990) tarafindan verilmistir. Arastirmacilar, B. bassiana'min genis konak¢1 yelpazesine
ragmen, bugiine kadarki kanitlarda bu mantarin 6zellikle izolat se¢imi ve mekan ve zamansal

(spatio-temporal) faktorler dikkate alindiginda, hedef olmayan organizmalar iizerinde

minimum etki ile kullanilabilecegi sonucuna varmislardir.
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Entomopatojenik mantarlarinin biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilmasi
memeliler iizerindeki olas1 etkileri insanlar i¢in endise kaynagidir. Fakat son zamanlarda,
Giiney Kore'den B. bassiana'nin insan gidasina eklenmesiyle ilgili bazi1 makaleler, bu
mantarin tamamen yeni bir 6zelligini gosterdi ayn1 zamanda Yoon vd. (2003b), B. bassiana
synnemata ekstraktlarinin, insanlar icin yararli fizyolojik aktiviteler saglayabilecek
antikoagiilan ve bagisiklik sistemi modiile edici aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir. Saha
arastirmalarindan elde edilen veriler, omurgalilar, bal arilar1, faydali bocekler, solucanlar ve
bitkiler tizerinde herhangi bir olumsuz etkilerinin olmadigimi gosterir (Vestergaard vd.,
2003).

Biyolojik miicadele etmelerindan, 6zellikle mantar tiirlerinin kullanimi, faydals,
stirdiirtilebilir ve gevre dostu olan bir stratejiyi temsil eder ve farkli zararlilara karsi etkili
oldugu bilinmektedir. Tarim, kent, orman, hayvancilik ve su ortamlarinda bir¢ok biiyiik
eklembacakl1 zararlilarina karsi farkli formiilasyonlarda ticari olarak bulunan en yaygin
kullanilan entomopatojenik mantar biyokontrol ajanlarindan biri B. bassiana'dir (Faria ve
Wraight, 2007; Goettel vd., 2010; Keswani vd., 2013; Singh vd., 2014).

Uygun bir zararlibiyokontrol formiilasyonu elde etmek i¢in hazirlama ve uygulama
kolayligi, stabilite, diisiik maliyet gibi baz1 arzu edilen 6zellikler incelenmektedir. Buna ek
olarak, uygun depolama ve aktivitenin arttirilmasi i¢in stabilize edici ajanlara ihtiyag vardir.
Entomopatojenik mantarlar genellikle formiilasyonlarda uygulamay: kolaylastirmak igin
konidia formunda kullanilir.  Biyolojik miicadelede B. bassiana'yt iceren ii¢ ana
formiilasyon yem / kat1 (genellikle ¢ay atig1 bazli), kapsiilleme ve emiilsiyondur (Garcia-
Estradavd, 2016). Formiilasyonlar kullanim amacina ve uygulama stratejisine gore segilir.
Kat1 formiilasyonlar, bir substrat yilizeyinde gelistirilir ve toprak alti uygulamalarinda
kullanilir. Enkapsiilasyon formiilasyonlar, konidia hiicresini olumsuz gevresel kosullara
kars1 daha dayanikli olmasi ic¢in bazi surfaktantlar kullanilarak hazirlanir. Emiilsiyon
formiilasyonlar, bitkisel yag bazli iiretilir ve bu formiilasyonlar mantarda spor ¢cimlenmesini,
vejetatif biiylimeyi ve konidia iiretimini tesvik eder. Emiilsiyonlar, fungal konidia ile konak
bocek arasinda dogrudan temas olasiligini artirir. Bu baglamda, Beauveria bassiana, farkl

formiilasyonlar altinda biyokontrol etmeni olarak kullanilabilirligini gosterir.
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1.7. Calismanin Amaci

Patates bocegi {izerinde biitiin diinyada yapilan tiim ¢alismalara ragmen, zararli hala
olumsuz etkisini ve patates iretimi tizerindeki baskisimi slirdiirmektedir.  Farkli
kaynaklardan izole edilen fungal patojenlerin zararli tizerinde test edilmesiyle birlikte,
zararlinin dogal enfekteli kadavralarindan entomopatojen fungus izolasyonunun literatiirde
eksik oldugu da goriilmektedir. Literatiirdeki bu eksikligin de giderilmesiyle zararliya kars1
kullanilabilecek bir yerel mikoinsektisitin gelistirilmesi ve zararli {izerinde denemelerinin
yapilmasi ivedilik gerektirmektedir.

Bu calismanin amaci, patates boceginin iilkemizdeki fungal patojenlerinin
belirlenmesi ve yerel mikoinsektisidinin gelistirilmesidir. Bu baglamda tezin kapsami;
patates bocegi kadavralarindan fungal patojenlerin izolasyonu ve karakterizasyonu, fungal
izolatlarin patates bocegindeki virulanslarinin belirlenmesi, 6ldiriicii etkisi yiiksek olan
izolattan mikoinsektisit gelistirilmesi; bu mikoinsektisidin zararli {izerinde laboratuvar ve

saks1 testlerinin yapilmasidir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Boceklerin Toplanmasi ve Laboratuvara Getirilmesi

Patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata, Coleoptera: Crysomelidea) larva ve
erginleri Trabzon ve Ankara illerindeki farkli tarim alanlarinda 2018 yili yaz aylarinda
topland1. Oliiler tekli halde tiiplere yerlestirilerek laboratuvara getirildi (Sekil 7). Canli
ornekler de yeterince havalandirma deligi bulunan ve besin i¢eren plastik Kkutularda
laboratuvara ulastirild1 (Sekil 8). Gerek dogal ortamindan 6lii olarak bulunan ve gerekse
laboratuvara getirildikten sonra giinliik incelemeler sonucu funguslu halde bulunan &li

boceklerden fungus izolasyonu yapildi.

Sekil 8. Tarim arazilerinden toplanan patates bocekleri.
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2.2. Fungus izolasyonu

Kadavralar %1°lik sodyum hipoklorit solusyonu ile yiizey sterilizasyonu yapildiktan
sonra 3 kez distile su ile yikandi. Yiizey sterilizasyonu yapilan bocekler igerisinde nemli
filtre kagid1 bulunan steril petrilere alinarak, 25°C’de inkiibasyona birakild1 (Ali-Shtayeh
vd., 2002). Inkiibasyon periyodundan sonra, %1 maya ekstrakti (SDAY ortami, Difco
Laboratories, Detroit, MI, ABD) ile Sabouraud Dekstroz Agar igeren besiyeri lizerinde dis
misel bliylimesi gosteren tiim boceklerden fungus izolasyonu gergeklestirildi. Besiyerilerde
bakteriyel biiylimeyi 6nlemek igin 50 pug/ml ampisilin ve 50 pg/ml tetrasiklin eklendi.
Besiyeri iizerinde birkag pasaj yapilarak saf kiiltiirler olusturuldu. izolasyonu yapilan yerel

kodlar1 verilen izolatlarin 3:1 oraninda gliserol stoklar hazirland1 ve -80°C’de muhafaza
edildi.

2.3. Funguslarin Tiir Tayinleri

2.3.1. Morfolojik Karakterizasyon

Izole edilen fungal suslarin identifikasyonlarmin yapilabilmesi icin ilk &nce
boceklerde meydana gelen enfeksiyonun sekline ve enfeksiyonun gelisim seyrine dikkat
edildi. Steriomikroskop ile bocek kadavralari iizerinde biiyliyen patojenlerin semtomatik
ozellikleri incelendi. Agar blok kiiltiir yontemi kullanilarak mikroskobik preparatlar
hazirlandi. Hazirlanan preparatlar mikroskop altinda incelendikten sonra ¢esitli fungal
yapilarin incelenmesi yapildi.

Bu incelemelerde ilk olarak funguslarin bocek kadavralarindaki durumlar ve
kadavralarin mevcut sekilleri degerlendirildi. Sonra, petri kaplarinda besiyeri iizerinde
meydana getirdikleri koloni morfolojileri incelendi ve kayitlar: tutuldu. Hiflerin karakteri,
koloni ve besiyeri rengi, renk, sekil vb. karakter ve dzellikler her izolatta ayrintili bir sekilde
incelendi ve degerlendirildi. Tiir tayini i¢in Dr. Humber tarafindan hazirlanan tayin anahtari

ve diger baz1 kaynaklar kullanilarak incelemeler yapildi. (Humber, 1997)
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2.3.1.1. Agar Blok Kiiltiir Yontemi

Bu yontemin ilk basamaginda PDAY hazirlanarak bir petriye dokiildii. Daha 6nceden
steril edilmis petriler igerisinde bulunan lam, lamel ve kiirdanlar kullanilarak bir diizenek
hazirlandi. Kat1 hale gelmis olan besiyeri steril bistiiri ile kare seklinde kesilerek kiirdanlar
tizerinde bulunan lam iizerine birakildi. Kesilen bu kare besiyerinin her kenaria igne uglu
0ze ile nokta ekim yapildi ve tizeri lamel ile kapatildi (Sekil 9). Bu diizenegin altinda bulunan
kurutma kagitlar1 distile su ile nemlendirildi. Hazirlanan kiiltiirler 28°C de 4-8 giin boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucu besiyerinin iizerinden alman lameller Lakto fenol Cotton

Blue ile boyanarak mikroskop incelemeleri gerceklestirildi.

Petri

Kiirdan

Ureyen
fungus

Lamel

Lam

Sekil 9. Fungal 6rneklerin ‘Scotch tape’ teknigiyle mikroskobik incelenmesi.

2.3.2. Molekiiler Karakterizasyon

2.3.2.1. DNA izolasyonu

Fungal izolatlardan DNA izolasyonu yapmak i¢in ZR Tissue & Insect DNA MiniPrep
kiti kullanildi. DNA ektraksiyonunda her bir fungus igin BashingBead™ Lysis Tube
icerisine yaklasik 50 mg kuru agirlik alinan fungus ve 750 pl Lizis Solisyonu eklenerek 15

dakika boyunca homojenizator ile doku pargalama islemi gergeklestirildi. Bu islemden sonra
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10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kismindan 400 pl alinarak filtreli
kolonlara aktarildi ve 7.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Filtrenin altinda kalan siviya 1.200
ul Genomik Lizis Buffer ilave edilerek 10.000 g’de 1 dakika boyunca DNA’nin
tutunabilecegi filtrelerden gegirildi. Filtre tiipleri once 200 ul Pre Wash DNA Buffer ile daha
sonra 500 pl g-DNA Wash Buffer ile 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek yikandi. Son
olarak filtrasyon tiiplerinin tizerine 50 pl DNA Eliisyon Buffer eklenerek DNA izolasyonu
gergeklestirildi.

2.3.2.2. rRNA ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

18S ve 23S rRNA alt iiniteleri arasinda kalan ITS1, 5.8S ve ITS2 bolgelerinin PCR ile
cogaltilmasi i¢in forward primer olarak ITSS5 (5~ GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG—
3’) ve reverse primer olarak ITS4 (5°— TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) primerleri
kullanildi (White vd., 1990). Bunun yaninda 18S ve 28S rRNA gen bolgelerinin sekans
analizi yapildi. Bunun i¢in 18S rRNA bolgesini ¢ogaltmak ig¢in NS1 (5'-
GTAGTCATATGCTTGTCTC - 3) ve NS8 (5'- TCCGCAGGTTCACCTACGGA -3
primer ¢ifti (White vd., 1990) ve 28S gen bdlgesi icin forward primer olarak LROR: 5°-
ACCCGCTGAACTTAAGC - 3 ve reverse primer olarak LR7: 5
TACTACCACCAAGATCT-3> kullanildi (Bunyard vd., 1994). ITS1-5.8S- ITS2
bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in PCR reaksiyonu, her bir ANTP’den 200 uM, her bir primerden
50 pmol, 2,5 unite Taq DNA polimeraz, 5 ul 10X Tagq DNA polimeraz reaksiyon tamponu,
50 ng genomik DNA ve son hacim ddH20 ile 50 ul’ye tamamlandi. PCR kosullar1 95°C’de
5 dakikalik denatiirasyondan sonra 95°C 1 dakika, 50°C’de 45 saniye, 72°C’de 2 dakika 35
dongii olarak uygulandi ve son adimda da 72°C’de 10 dakika olacak sekilde gerceklestirildi.
Diger gen gonleri olan 18S ve 28S bdlgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in PCR reaksiyonu, 100-200
ng DNA, her bir primerden 100 ng, 10 pl ve dNTP’den (2 mM), 3 ul MgCI2 (nM), 10 ul
10X Tag polimeraz reaksiyon buffer, 2,5 unite Tag DNA polimeraz ve son hacim ddH20 ile
100 pl’ye tamamlandi. Bu genlerden18S rRNA bolgesi igin PCR kosullari, 95°C’de 5 dakika
denatiirasyondan sonra 94°C’de 1 dakika, 55°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika 35 dongii
olarak uygulandi ve son adimda da 72°C’de 5 dakika olacak sekilde gergeklestirildi. Diger
gen olan 28S rRNA bdélgesinin amplifikasyonu i¢in PCR kosullari, 96°C’de 2 dakikalik
denatiirasyondan sonra 96°C’de 1 dakika, 55°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika 35 dongii
olarak uygulandi ve son adimda da 72°C’de 10 dakika olarak gergeklestirildi. PCR
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reaksiyonlarindan sonra olusan iriinler, 0.5 pg/ml etidyum bromiir katkili %1°lik agaroz
jelde 90 V’de 1 saat elektroforez edildi. Jelde olusan bantlar kesilerek jel ve PCR temizleme
Kiti (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up) ile saflastirildi. Ependorf tiiplere aktarilan her
100 mg jel igin 200 pl Binding Buffer (NTI) eklenerek sicakligi 55 °C olan 1sitic1 blokta 10
dakika bekletildi. Isitict blokta eriyen jeller filtreli tiiplere aktarildi ve 11.000g’de 30sn
santrifiij edildi. Filtrede tutunan DNA’lar 700 pl yikama buffer ile 11.000 g’de iki kez
yikandiktan sonra 20 pl eliisyon buffer ile 11.000 g’de 1 dakika santrifiij gergeklestirilerek
DNA eldesi saglandi.

2.3.2.3. Klonlama ve Sekanslama

Temizlenen PCR iirtinlerinin klonlama vektoriine ligasyonu gergeklestirildi ve JM101
kompotent hiicresine transforme edildi. Transformasyon sonucu mavi/beyaz koloni segimine
gore beyaz kolonilerden segilip LB*®™ besiyerine inokiile edilerek 37°C’de gece boyu
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 plazmid izolasyon kiti ile plazmitler saflastirildi
ve restriksiyon enzimleriyle kesilerek transformasyonun dogrulugu teyit edildi. flgili geni

icerdigi teyit edilen plazmitler, sekans icin MACROGEN (Hollanda) firmasina gonderildi.

2.3.2.3.1. Gen Bolgelerinin pGEM-T Easy Vektoriine Ligasyonu

PCR yontemi ile ¢ogaltilan gen bolgeleri (ITS, RPB1, EF1-a, Bloc) pGEM-T Easy
Vector System (Promega)‘i kullanilarak pGEM-T vektoriine klonlandi. Klonlama i¢in 10 pl
2X Rapid Ligation Buffer, 8 ul Insert DNA, 1 pul pGEM-T Easy Vector ve 1ul T4 DNA
Ligase eklenerek bir reaksiyon olusturuldu ve +4°C’de gece boyunca inkiibe edildi. Daha

sonraki kullanimlar i¢in de +4°C’de saklandh.

2.3.2.3.2. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

E.coli JM101, 3 mI’lik LeuraBertani (LB) besiyerine ekim yapilarak gece boyunca
37°C’de inkiibasyona birakildi. Biiyliyen susun ODsoo nm dalya boyunda 6l¢timii yapilarak,
30 ml LB besiyerine ODggo = 0.1 olacak sekilde asilama yapildi ve 37°C’de 1 saat sallayici
inkiibatore birakildi. ODeoo = 0,45-0,50 oldugunda tiim s1v1 falkona aktarilarak 4500 rpm’de
5 dakika ¢oktiiriildii. Pellet kistm 10 ml 100 mM’lik soguk CaCl: ile ¢ozdiiriilerek 30 dakika
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buzda bekletildi. Yarim saat sonra 4500 rpm’de 5 dakikada ¢oktiiriilen pellet kistm 2 ml, 100
mM’lik soguk CaCl; igerisinde ¢ozdiiriilerek +4 derecede 2 saat boyunca kullanima hazir

olmasi i¢in bekletildi.

2.3.2.3.3. Kompotent E. coli JM101’e Transformasyon

Hazirlanan kompotent hiicreden 100 pl ve hazirlanmis olan ligasyondan 5 pl alinarak
bir ependorf tiip igerisinde birlestirildi. Rekombinant vektoriin kompotent hiicresine
transformasyonu i¢in 30 dakika buzda bekletildi. Daha sonra 30 saniye 42°C’de 1s1tic1 blokta
bekletildikten sonra 37°C’de 1,5-2 saat sallayici inkiibatdre birakildi. Inkiibasyon siiresinden
sonra 6.000 g’de 3 dakika santrifiij edildi ve supernatant kisminin bir miktar1 uzaklastirildi,
pellet, pipetor yardimiyla kalan kisim igerisinde ¢oziildii. Olusan homojen sivi LB™™ agar
besiyerine 40 pl X-Gal (40 mg/ml), 40 ul IPTG (24 mg/ml) ve transform olmus hiicre yayma
ekim yapildi. Petriler gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Olusan mavi beyaz koloniler

yardimi ile klonlarin se¢imi gergeklestirildi.

2.3.2.3.4. Plazmit izolasyonu, Restriksiyon Endoniikleaz (EcoRI) ile Muamele ve
Baz Dizilerinin Belirlenmesi

Transformasyon sonucu mavi beyaz kolonilerden yararlanilarak her gen i¢in bir beyaz
koloni segilerek LB™™ s1v1 besiyerine ekim yapilarak gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi.
Atilan gece kiltlirii ependorflara aktarilarak 10.000 g’de 5 dakika coktiiriildiikten sonra
plazmit izolasyonu kiti (Fermantas-GeneJET Plasmid MiniPrep Kit) kullanildi. Stipernatant
kismi1 uzaklagtirilarak pellet tizerine 250 pl Cell Resuspension soliisyonu eklendi ve vortex
yardimiyla pellet homojen hale getirildi. Coziindiikten sonra bu siv1 iizerine 250 pl hiicre
lizis soliisyonu eklendi ve 5 dakika oda sicakli§inda inkiibe edildi. Daha sonra {izerine 10 pl
alkalin proteaz ekenerek tekrar 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Uzerine 350 ul
notralizasyon soliisyonu eklenerek 15 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
stipernatant filtreli tiiplere alind1 ve 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Filtrede tutunan
plazmitler 500 pl yikama buffer ile 14.000 rpm’de iki kez yikandiktan sonra 50 pl eliisyon
bufferile 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij ger¢eklestirilerek plazmit eldesi saglandi. Plazmit
izolasyonu tamamlandiktan sonra ECORI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile muamele
edildi. Reaksiyon, 5 pul DNA, 0,5 pl EcoRI (promega), 2 pl enzime ait 10x reaksiyon
tamponu ve 12.5 ul H20 olacak sekilde 20 pl’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve
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37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 3 pl yiiriitme boyasi ilave edildi ve
enzimin inaktive olmasi igin 1sitic1 blokta 65°C’de 5 dakika bekletildi. Ardindan %1 lik
agaroz jel hazirlanarak elektroforez yapildi ve klonlanan genler belirlendi. Klonlarin igerdigi
DNA pargalarinin baz dizilimlerinin belirlenmesi i¢in Plazmid DNA konsantrasyonlari
ODsoo’da  belirlendikten sonra DNA’lardan 50 pl’lik hacim iginde 100 ng/pl
konsantrasyonlarinda hazirlandiktan sonra Macrogen Firmasina (Hollanda) DNA bazlarinin

otomatik analiz edilmesi i¢in gonderildi.

2.3.3. Dizi Analizleri

Gen sekanslarindan elde edilen veriler Bioedit programi ile diizenlendi ve
hizalanmalar1 yapildi. Bunun sonunda elde edilen sekanlar NCBI GenBank’ta yer alan
sekanslar ile blast yapilarak izolatlarin tiir tayinleri dogrulandi. Son olarak sekans bilgileri
GenBank’tan elde edilen temsilci sekanslar ile karsilagtirilarak MEGA filogenetik programi

kullanilarak karsilastirilmalar: yapildi.

2.4. Fungal izolatlarin Patojenite Testleri

[zolatlarin entomopatojen olup olmadiklarmi dogrulamak igin patojenite testleri

yapild1 ve virulanslar1 belirlendi.

2.4.1. Spor Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Daha 6nceden stoklanmig tiim izolatlar 50 pl olacak sekilde SDA besiyerlerine yayma
ekim yapilarak 3-4 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Biiyiiyen izolatlar yuvarlak ug¢lu 6ze
ile yogun ¢izgiler halinde ekilerek 25°C’de 7 giin boyunca sporlagmalari i¢in inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonundan sporlasan kiiltiirlere %0,1 oraninda 10 ml Tween 80 ilave
edilerek ve baget ile kazinarak sporlarin siispansiyona ge¢mesi saglandi. Elde edilen
stispansiyon filtre kagidiyla siiziilerek misellerin ve agar parcaciklarinin uzaklastirilmasi
saglandi. Bunun sonunda elde edilen siispansiyon Neubauer hemositometresi ile sayilarak

istenilen konsantrasyona ayarlandi.
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2.4.2. Tarama Testleri

Bioassay ¢alismalarinda kullanilacak olan bdcekler, araziden toplanarak c¢aligmanin
yapilacagl zamana kadar uygun ortamlarda beslendi. Testler saglikli oldugu belirlenen larva
ve erginler tizerinde yapildi. Daha 6nceden hazirlanan siispansiyonlar son konsantrasyonu
1x10" spor/ml olacak sekilde saghkli 10’ar adet (ii¢ tekrarli) patates bocegi larva ve
erginlerine (ayr1 ayr1) piliskiirtme yontemiyle tarama testleri kuruldu (Sekil 10) . Larva ve
erginler 250 ml’lik plastik kaplarda muhafaza edildi. Uygulama 25-28°C olacak sekilde
laboratuvar kosullarinda 7 giin bekletildi. Her test grubu i¢in bir kontrol grubu olusturuldu.
Kontrol grubuna ise steril %0,1 Tween 80 igeren steril su uygulandi. Tiim deney gruplarinda
patates bahgelerinden toplanmis taze patates yapraklari besin olarak kullanildi. Giinliik
kontrollerle boceklerin fungal bir enfeksiyon sonucunda 6liip, lmedikleri arastirildi. Oliim
bocekler 3 dakika %1°lik sodyum hipoklorit solusyonu ile ylizey dezenfeksiyonunun
ardindan 3 defa steril su ile yikanarak igerisinde nemli filtre kagidi bulunan steril petrilere
aktarildi ve 28°C’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Yiizde 6liim ve mikozlanma degerleri
hesaplandi. Fungal biiylimenin tespit edildigi boceklerden Koch postulatlar: geregi tekrar
entomopatojen fungus izolasyonlar1 yapildi. Bu islem ii¢ kere daha tekrarlandi (Ali-Shtayeh
vd., 2002; Lacey, 1997).

Sekil 10. Tiim izolatlarin larva erginler iizerinde tarama testeri goriintiileri.



38

2.4.3 Doz Denemeleri

Doz denemesi calismalar1 i¢in 1x10°, 1x10°, 1x107, 1x10® ve 1x10° spor/ml olmak
tizere 5 farkli konsantrasyonda spor siispansiyonlari hazirlandi. Siispansiyonlar yukarida
belirtilen ayn1 piiskiirtme metodu uygulanarak denemeler ayni kosullarda yiirtitiildi. Her bir
test icin 10’ar adet patates bocegi larva ve ergini kullanildi. Kontrol grubuna ise %0,1 Tween
80 iceren steril su uygulandi. Boceklerin 6liip 6lmedikleri giinliik kontrol edilerek &lii
bocekler kutulardan ¢ikarildi ve yukaridaki islemleri takiben nem c¢emberine alindi.
Deneyler iicer tekrarli olarak gerceklestirildi ve 7 giin sonunda Oliim oranlar1 Abbott

formiiliine gore hesaplandi1 (Abbott, 1925).

2.4.4. Patojenite Analizi

Patojenite testlerinden elde edilen veriler LCso Calculator programi ile analiz edildi.
[zolatlarin 6ldiiriicii etkilerinin birbirleri ile karsilastirilmasinda test edilen izolatlarin LCso

degerleri hesaplandi.

2.5. Yag Formiilasyonunun Gelistirilmesi

Kat1 hal fermentasyonu kullanilarak hif ve sporlar seklinde gelisen funguslar ile
blastospor iireten sivi besiyerinde biiyiiyen sporlarin eldesi saglandi. Bu iki biiylime seklinin
eldesindeki spolar hasat edilerek yag formulasyonlar1 gerceklestirilerek spor iliretimi ve

virulanslari karsilastirildi.

2.5.1. izolatin Kati Hal Fermentasyonu ile Biiyiitiilmesi

Formiilasyon i¢in segilen izolat, kirik piring kullanilarak biiyiitiildii. Piringler suda
lyice yikandiktan sonra iizerine su eklenerek 30 dakika suda bekletildi. Siiziilerek suyu
uzaklastirilan pringler firin torbalarina 200 g olacak sekilde paylastirildi. Hazirlanan
piringler otoklavda steril edildi. Otoklav sonrasi oda sicakligina sogutulan piringler lizerine
107 spor/ml fungus siispansiyonu inokiile edilerek %70 nem ve 28°C’de 21 giin inkiibe
edildi. Inkiibasyon siirecinde poset icerisindeki pringler 4-5 giinliik siirelerde alt-iist edildi.

Inkiibasyon sonucu etrafi fungal sporlala sarili piringler steril behere alinarak {izerine 500
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ml %0,1’lik tween80 eklendi ve 30 dakika boyunca 28°C’de sallanarak sporlarin piringten
ayrilmasi saglandi. Siispansiyon siiziilerek piringten uzaklastirildi ve elde edilen siizilinti
santrifiij (5000 rpm’de 5 dakika) yardimiyla ¢oktiiriilerek funguslar elde edildi. Elde edilen

funguslar formiilasyonda kullanilmak iizere +4°C’de saklandi.

2.5.2. Yag formiilasyonunun Hazirlanmasi

Elde edilen funguslar koruyucu olarak %1 yag, non-iyonik surfaktan olarak %1 triton
X-100, kopiik onleyici olarak %0,5 silikon ve stabilizer olarak %1 Na2COs iceren karisima
eklenerek su ve yag fazi homojen hale gelene kadar manyetik karistiricida karistirildi. Elde

edilen yag formiilasyonunun spor sayisi spor/ml olarak belirlendi.

2.5.3. Formiilasyonun Insektisidal Aktivite Testleri

Uretilen prototip fungusun insektisidal aktivitesi hem larva hem de erginler {izerinde
saks1 denemeleri seklinde laboratuvarda gergeklestirildi. Biyoassay ¢alismalar1 igin 1x10%,
1x10°, 1x10° 1x107 ve 1x10® spor/ml olmak iizere 5 farkli konsantrasyonlu spor
stispansiyonlar1 hazirlandi. Saksi denemelerinde yaklagik 10 cm boyunda kokli patlican
fideleri uygulamadan 30 giin once sifir (No:0) numarali saksilara dikildi ve dort yaprakhi
hale gelenler denemede kullanildi. Fungal sporlar piiskiirtme yontemiyle uygulandi. Ergin
ve larvalar ayr1 ayr1 ve 10’11 gruplar halinde kullanildi. Boceklerin saksilardaki fidelere
aktarilmasindan sonra kagmalarint 6nlemek ilizere deney diizenegi uygun boydaki tiil ile
kapladi. Deneme karakterleri, gelistirilen mikoinsektisit, pozitif kontrol (Nostalgist), bos
riin ve steril su olarak uygulandi. Uygulamasi yapilan tiim saksilar 25-28°C’de oda
kosullarinda gerceklestirildi. Boceklerin 6liip 8lmedikleri giinliik kontrol edildi. Oliimlerin
funguslardan kaynaklanip kaynaklanmadigi arastirildi. Olii bocekler nemli filtre kagid:
bulunan steril petrilere aktarildi. Deneyler licer tekrarli olarak gergeklestirdi (Sekil 11) ve 7
giin sonunda 6liim oranlar1 Abbott formiiliine gére hesaplandi (Abbott, 1925)
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Sekil 11. Yag formiilasyonun larva ve erginler tizerinde saks1 denemeleri.

2.5.4. Formiilasyonun Agalastica alni ve Xanthogaleruca luteola Uzerindeki
Virulansi

Gelistirilen yag formiilasyonunun Chrysomelidae familyasina ait kizilaga¢ yaprak
bocegi (Agalastica alni) ve kara agag bocegi (Xanthogaleruca luteola) zararlilarina karsi
biyotestleri gerceklestirildi. Formiilasyon 1x10® spor/ml konsantrasyonda kizilagag yaprak
boceklerinin larva bireyleri ve kara aga¢ bdceklerinin ergin bireyleri lizerine denemeleri
gerceklestirildi. Yukarda belirtilen ayni piiskiirtme metodu uygulanarak denemeler ayni
kosullarda ytiriitiildii. Deneyler 3’er tekrarli olarak gergeklestirildi ve 7. glinlin sonunda 6lim

oranlar1 Abbott formiiliine gore hesaplandi (Abbott, 1925).



3.BULGULAR

3.1. Kadavralardan fungus izolasyonu

Bu ¢alismada, Ankara ve Trabzon’dan toplanan patates bocegi populasyonlarinda 20
adet dogal 6liim tespit edildi. Bunlarin 18 tanesi tarla kosullarindan saglandi. Laboratuvarda
beslenme siirecinde de 2 tane 6lii bocek elde edildi. Kadavralardan toplam 12 adet fungal
izolat (6 tanesi Ankara’dan saglanan kadavralardan ve diger 6 da Trabzon’dan toplanan
kadavralardan) elde edildi, saf kiiltiirleri olusturuldu. Izolatlar LdA 1, LdA 2, LdA 3, LdA
4, LdA 5, LdA 6, LdT 7, LdT 8, LdT 9, LdT 10, LdT 11, LdT 12 seklinde yerel kodlarla

numaralandirildi ve -80°C stoklar1 hazirlanda.

3.2. Funguslarin Tiir Tayinleri

3.2.1. Morfolojik Karakterizasyon

Izole edilen fungal suslarin identifikasyonlarmin yapilabilmesi igin ilk once
boceklerde meydana gelen enfeksiyonun sekline ve enfeksiyonun gelisim seyrine dikkat
edildi. Buna ilave olarak izolatlarin agar besiyerinde meydana getirdikleri koloni
morfolojileri de incelendi. Izolatlarin mikroskobik yapilari agar blok kiiltiirii ydntemi
kullanilarak hazirlanan preparatlar 40X’lik objektifte gdzlemlendi.

Olii patates bocegi Orneklerinin tamaminda viicut biitiinliigiiniin korundugu ve
sertlestigi, bazilarinin segmentlerinden fungal misel uzamasi oldugu gozlendi. Kadavralarin
bazilarmin kismen ve bazilarinin da tamamen mikozlanmis oldugu tespit edildi. Oliilerin
bas, gogiis ve karin kisimlarina ait segmenlerinden beyaz renkli fungal yapilarin uzadiklar
ve disa tastiklar1 belirlendi.

Izolatlar agar yiizeyinde tozsu ve pamuksu olarak iki farkli biiyiime sekli gosterdi.
Funguslar kat1 besiyeride beyaz koloni rengi iirettikleri gézlendi. Agarimn alt yiizeyinde ilk
olarak beyaz renkte olan goriintiiniin, daha sonra sarimsi1 veya pembemsi renklere degistigi
tespit edildi. Yine alt yiizeyde, 6zellikle nokta ekimlerde koloni merkezinden disa dogru
halkasal yapilarin olustugu gorildii (Sekil 12). Agar blok kiiltiir yontemi kullanilarak

funguslarin mikroskobik incelemelerinde funguslarin spor sekillerinin tam yuvarlak oldugu
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tespit edildi. Funguslarin mikroskobik incelemelerinde ise konidiyajen hiicreleri (konidiya
tireten hiicreler) cogunlukla zig-zag’li bir yapi olusturduklar kiiresel veya globaz
hiicrelerden meydana geldikleri gézlemlendi. Konidyumlar, konidiyoforlar ¢evresinde kar
toplar1 veya pamuk toplar1 gibi kiimeler halinde biiyiime gosterdikleri tespit edildi (Sekil
13).

LdT 10

LdT 12

Sekil 12. Agar iizerindeki fungal izolatlarin tistten koloni morfolojileri.
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LdA 2 LdA 3

LdA 4 LdA 5 LdA 6

LdT 7 LdT 8 LdT 9

LdT 10 LdT 11 LdT 12

Sekil 13. Fungal izolatlarinin spor ve konidiyofor yapilari.
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3.2.2. Molekiiler Karakterizasyon

3.2.2.1. DNA izolasyonu

Molekiiler karakterizasyonlarinin gergeklestirilmesi amaciyla ilk olarak izolatlarin
yaklasik 600 bp’lik ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltildi (Sekil 14). Elde edilen
bu veriler dogrultusunda, daha ayrintili tanimlamalarin1 yapmak amaciyla EF1-a, RPB1 ve
Bloc bolgelerinin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucunda sirasiyla yaklasik 1150 bp (Sekil 15), 800
bp (Sekil 16) ve 1500 bp“lik (Sekil 17) gen bolgeleri cogaltildi.

1500 bp
1000 bp

500 bp EED s gy @Y WD G- ey @D @ED Gmme con QD

100 bp

Sekil 14.Fungal izolatlarin rRNA ITS1-5.8S-ITS2 bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi. M:
Standart Marker (100 bp DNA ladder).
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1500 bp ——
1000 bp ——

500 bp ——

Sekil 15. Fungal izolatlarin EF1-a bdlgesinin PCR ile ¢cogaltilmasi. M: Standart Marker (100
bp DNA ladder).

10200bp —»

2900 bp —

500bp —»

Sekil 16. Fungal izolatlarin RPB1 bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi. M: Standart Marker (1
kb DNA ladder).
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10000 bp —»

2000 bp ——

1000 bp ——»

500bp —»

Sekil 17. Fungal izolatlarin Bloc bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi. M: Standart Marker (1
kb DNA ladder).

Morfolojik karakterizasyon calismalar1 ve ITS gen bolgesi analiz caligmalarina gore
B. bassiana oldugu belirlenen 12 izolat i¢in EF1-a, RPB1 ve Bloc gen bdlgelerinin NCBI
GenBank’ta blastlanmalar1 sonucunda izolatlarin  GenBank’ta yer alan diger
entomopatojenik fungus tiirleri ile yiizde benzerlik oranlar1 belirlendi. Morfolojik olarak B.
bassiana olarak tanimlanan tiirler ITS analizi sonucunda %99 oraninda B. bassiana ile
homoloji gosterdigi belirlendi (Tablo 4) ve tiim izolatlar i¢in her gen bolgesine NCBI’dan
accession numarasi alindi (Tablo 5). Ayrica, bu suslarin kendi aralarindaki akrabalik
derecelerini incelemek amaciyla ITS (Sekil 18) ve birlestirilmis olarak EF1-a, RPB1 ve Bloc
(Sekil 19) gen bélgeleri igin tiim izolatlarin filogenetik agaclarn cizildi. Izolatlarmn

birbirlerine yakin suslar oldugu cizilen filogenetik agaclarda gozlemlendi.

Tablo 5. Fungus izolatlarinin rRNA ITS1-5.8S-ITS2 dizisine gore tiir tayinleri.

Izolatlar Tiirler ITS Benzerligi Accession No
LdA 1 B. bassiana IMI 382765 %100 AJ560684
LdA 2 B. bassiana DAOM?216540 %99.66 EU334679
LdA 3 B. bassiana bbR1f %99.66 MG670098
LdA 4 B. bassiana HZBB160701 %99.66 MH521027
LdA5 B. bassiana IM1341545 %99.83 AJ560689
LdA 6 B. bassiana IMI 382764 %99.83 AJ560683
LdA 7 B. bassiana B-bug %100 MK862359
LdT 8 B. bassiana VKBb03 %99.83 MG548313
LdT 9 B. bassiana 5A %100 KX255641
LdT 10 B. bassiana TSJBB %99.83 KF937310
LdT 11 B. bassiana PAL-B01 %100 JN713137
LdT 12 B. bassiana ARSEF 8187 %99.83 HQ444271




Tablo 6. Fungus izolatlarinin accession numaralart.

izolatlar | Tiir Gen Bolgesi Accession No
LdA 1 ITS MK418845
EFl-a MK550627
RPB1 MW976769
Bloc MN249402
LdA 2 ITS MK418846
EFl-a MK550628
RPB1 MW976770
Bloc MN249403
LdA 3 ITS MK418847
EFl-a MK550629
RPB1 MW976771
Bloc MN249404
LdA 4 ITS MK418848
EFl-a MK550630
RPB1 MW976772
Bloc MN249405
LdA 5 ITS MK418849
EFl-a MK550631
RPB1 MW976773
Bloc MN249406
LdA 6 ITS MN559716
EFl-a MWO76777
RPB1 MWO976774
Beauveria bassiana Bloc MT434344
LdT 7 ITS MK418851
EFl-a MK550623
RPB1 MW959781
Bloc MN249398
LdT 8 ITS MK418852
EFl-a MK550624
RPB1 MW976766
Bloc MN249399
LdT 9 ITS MK418853
EFl-a MK550625
RPB1 MW976767
Bloc MN249400
LdT 10 ITS MK418854
EFl-a MK550626
RPB1 MW976768
Bloc MN249401
LdT 11 ITS MN559714
EFl-a MW976778
RPB1 MW976775
Bloc MT434345
LdT 12 ITS MN559715
EFl-a MW976779
RPB1 MW976776
Bloc MT434346
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@ LdT9(MK418853)

L @ LdA 3 (MK418847)

— @ LdT 12(MN559715)

— @ LdT 8 (MK418852)

@ LdA 1 (MK418845)

L @ LdA 4(MK418848)

L @ LdT 10(MK418854)

@ LdT7(MK418851)

— @ LdA 2 (MK418846)

| @ LdT 11(MN559714)

@ LdA 5(MK418849)

@ LdA 6 (MN559716)

B. bassiana ARSEF 1848 (HQ880760)

9% B. bassiana ARSEF 300 (HQ880759)
B. bassiana ARSEF 1811 (HQ880765)
B. bassiana ARSEF 1040 (HQ880758)
B. bassiana ARSEF 1478 (HQ880764)

B. bassiana ARSEF 751 (HQ880763)
B. bassiana ARSEF 1564 (EF222316)
B. bassiana ARSEF 7518 (HQ880762)

B. brongniartii ARSEF 6215 (HQ880781)

B. brongniartii ARSEF 7058 (HQ880773)

B. brongniartii ARSEF 10280 (HQ880771)

B. brongniartii ARSEF 4362 (HQ880777)

B. brongniartii ARSEF 4363 (HQ880776)

99

L— B. brongniartiistrain ARSEF 7517 (HQ880767)
B. pseudobassiana ARSEF 3216 (HQ880794)
B. pseudobassiana ARSEF 7242 (HQ880793)

s B. pseudobassiana ARSEF 6229 (HQ880799)

B. pseudobassiana ARSEF 3529 (HQ880795)
B. pseudobassiana ARSEF 4933 (HQ880798)
B.amorpha ARSEF 4149 (HQ880804)
5 B. amorpha ARSEF 7542 (HQ880805)
B.amorpha2641 (HQ880808)
B. amorpha ARSEF 1969 (HQ880807)

10

711 B.amorpha B518a (HQ880806)
C. militaris ARSEF 5050 (HQ880829)

—
0.01

Sekil 18. Izolatlarinin ITS dizisine gore taksonomik pozisyonunu gosteren N-J agaci.
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B. pseudobassiana ARSEF 3529

B. pseudobassiana ARSEF 4933
83{ p pseudobassiana ARSEF 6229
B. pseudobassiana ARSEF 7242
86 B. pseudobassiana ARSEF 3216
B. amorpha ARSEFB518a

B. amorpha ARSEF2641

B. amorpha ARSEF 1969
100

B. amorpha ARSEF 4149
B. amorpha ARSEF 7542
B. brogniartii ARSEF 7517

B. brogniartii ARSEF 4362
100 100

B. brogniartii ARSEF 4363
99 | B. brogniartii ARSEF 10280
78| B. brogniartii ARSEF 6215

64 86! B. brogniartii ARSEF 7058
B. bassiana ARSEF 1564
9 1{ B. bassiana ARSEF 7518
| @LdIA3
l@LdAs
gg | B. bassiana ARSEF 1811
B. bassiana ARSEF 1848
B. bassiana ARSEF 300
B. bassiana ARSEF 1040
B. bassiana ARSEF 1478
B. bassiana ARSEF 751
@ LdT 12
@ LdA2
82| @rdas
@LdT7
@ LdT 10
L @ LdT 9
@ LdAG
- @ LdT 8
@LdT 11
@LdA |
-
0.05

Sekil 19. izolatlarinin birlestirilmis olarak EF1-a, RPB1 ve Bloc dizisine gore
taksonomik pozisyonunu gosteren N-J agaci.
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3.3. Fungal izolatlarin Patojenite Testleri

Fungal izolatlar arasindaki virulans farklarini belirlemek amaciyla, patates bocegi
larva ve erginleri lizerine yapilan tarama testlerinde virulansi yiiksek olan izolatin larvalarda
%80 erginlerde %50 mortalite ile LdA 1 oldugu belirlendi (Sekil 20). LdA 1 izolatinin
mikozlanma ylizdesinin ise larva ve erginlerde %100 oldugu gézlendi (Sekil 21). Kontrol
gruplarinda herhangi bir 6liime rastlanmadigi gibi biitiin izolatlarin birbirleri arasinda farkl

Oliim degerlerine sahip olduklar1 belirlendi.

Yiizde Olim Mikozlanma

100% 100% 100% 100% 100%
100% T VR | T T PYTVRE |
90% 809 8iA

(')
80% T % 7%% 7%%

(]

70% I

0,
60% 53% 53% 5% 5‘7[4’ 53%  53%
41% 43% T
50% A
30% T/ >4 B
20% T 1T%

10%
0%

Yiizde Oliim (%)

LdA1 LdA2 LdA3 LdA4 LdA5 LdA6 LdT7 LdT8 LdT9 LdT10 LdT11 LdT 12

Izolatlar

Sekil 20. izolatlarin 1x107 spor/ml konsantrasyonda larvalar {izerindeki tarama testi
sonuglart.
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® Yiizde Olii ™ Mikozlanma

100% 100% 100%  100% 100%  100%
100%
90%
80% 0% 70%
< 70%
=)
g 0% 5005 s0% i L 50% i i
2 50% B H R B | | |
Q
E T —
:E 30% 1 23% 00 1 23%
17% 17%  17%
20% 13%  13% 1099 %% i
10% i i i ii 3I°/b%

0%
LdA1 LdA2 LdA3 LdA4 LdA5 LdA6 LdT7 LdT8 LdT9 LdT10 LdT11 LdT12

izolatlar

Sekil 21. izolatlarn 1x107 spor/ml konsantrasyonda erginler iizerindeki tarama testi
sonuglart.

Larva ve ergin kadavralarinda melanizasyon gozlemlendi ve mikozlanma 3. giinde
goriilmeye baslandi. Olii bocekler iizerindeki biiyiime ve sporlasma oranlarinimn
karsilastirilmasinda da biitlin izolatlarin kontrol grubundan farkli oldugu ve aralarinda
degisik mikozlanma seviyeleri gosterdikleri gozlemlenerek larva ve erginlerdeki

mikozlanmalar goriintiilendi (Sekil 22).

Sekil 22. Tarama testlerinde 6len boceklerin mikozlanma goriintiileri. Larvalar (a) ve
erginler (b) lizerindeki mikozlanmalar.
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3.4. Fungal izolatlarin Doz Deneme Testleri

Yapilan tarama testleri sonucunda larva ve erginlerde patojenitesi en yiiksek izolat
olarak belirlenen LdA 1’in bes farkli dozunun ( 1x10% 1x10°, 1x108, 1x107, 1x108 spor/ml)
zararli tizerinde denemeleri gerceklestirildi. Uygulanan dozlarda en hizli 6liim larva (Sekil
23) ve erginler (Sekil 24) igin 1x108 spor/mI’lik konsantrasyon ile saglandig tespit edildi.
LdA 1 izolatmin 7. giin sonunda larvalarda LCso: 0.2x10° (0.03-1.15), slope: 0.525, SE:
0.377, x%:0,701 ve df: 3; erginlerde ise LCso: 0.17x108 (0.002-1.411), slope: 0.199, SE:
0.975, x?: 0,912 ve df: 3 olarak hesaplandi. Uygulama sonunda her konsantrasyonda &len
larvalarin tamaminin, erginlerin ise bir kisminin mikozlandigi ve bir kisminin melenizasyon
gosterip mikozlanmadigr ve mikozlanma gostermeyen oOliillerde de parazitlenme oldugu
tespit edildi (Sekil 25). Yedinci giin saymmlarinda 1x108 spor/ml konsantrasyonunun

larvalarda %100, erginlerde %47 oraninda 6lim etkisi gosterdigi tespit edildi.

108 107 106 X—10° *—10*

100
90
80
70
60
50
40

30 X %

20 X X

Oliim Oran1 (%)

10

Giin

Sekil 23. LdA 1 izolatinin larvalar {izerindeki doz denemesi sonuglari.
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o108 107 —A—-106 —%—10° *— 10*
100
90
80
70
60
50

40

Oliim Orani (%)

30
20

10 <

Giin

Sekil 25. Doz denemeleri sonucunda 6len larvalar (a) ve erginlerin (b) mikoz ve
melanizasyon goriintiileri.

3.5. Virulans Yiiksek Olan izolatin Uriin Cahismalar

Insektisidal aktivite testleri sonucunda virulansi yiiksek olarak belirlenen LdA 1
izolatinin kat1 hal fermentasyonu gergeklestirilerek patates bocegine karsi prototip fungal
miicadele tirtinii olarak gelistirildi. Fungus izolat 50 ml’lik antibiyotik i¢eren s1vi besiyerinde
25°C’de 4 giin boyunca sallayicida biiyiitiildii. Biiyiiyen izolat daha dnceden otoklavda steril
edilmis olan 200 gr piring iizerine inokiile edildi (Sekil 26). Pirincler 25°C’de %85 nem



54

kosullarina sahip olan etiivde 25 giin boyunca inkiibe edildi. Pirin¢ yiizeyinde biiyiiyen
sporlar steril %1°lik Tween 80 ile hasat edilerek hemositometre yardimiyla sayim1 yapildi
ve son konsatrasyonu 1x108 spor/ml olacak sekilde ayarlandi. LdA 1 izoatinin prototip
fungal miicadele iiriinii olan yag formiilasyonu gelistirildi ve tiriin Chrysomelisidal olarak
adlandirildi (Sekil 27). Bu formiilasyon %10 canli spor, bitkisel %1 yag ve %89 diger

bilesenler igerir.

ey i s
Sekil 27. LdA 1 izolatindan gelistirilen yag formiilasyonlu prototip iiriin.

Brkised Y

3.6. Formiilasyonunun Saks1 Denemeleri

LdA 1 izolatindan iiretilen yag formiilasyonu (Chrysomelisidal) larva ve erginler
tizerinde bes farkli dozda denenmesi (1x10% 1x10°, 1x108, 1x107, 1x102 spor/ml) saksilara
dikili olan patlican fideleri lizerinde labaratuvar kosullarinda gergeklestirildi. Kullanilan
dozlarda en hizli 6liim larva ve erginler igin 1x108 spor/mI’lik konsantrasyon ile saglandig1

tespit edildi. Yiiksek doz uygulamalarinda larva ve erginlerin bitkinin tamamin1 bitiremedigi
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gozlemlenirken diisiik doz uygulamalarinda bitkinin yaprak kismini yemesinin yanisira bitki
saplarininda 6zsuyunu emerek bitikin sapin1 dahi yedigi gézlemlendi (Sekil 28, 29). Saksi
denemelerinin yliksek doz uygulamalarinda bazi larvalar prepupaya gegiste oldiigi
gozlemlendi (Sekil 33). Diisiik dozlarda olen larvalarda ise mikozlanma ile birlikte
parazitoit ¢ikisi ve bakteri enfeksiyonu gozlemlendi. Kontrol gruplarinda larla ve erginlerin
bitkinin tamamin1 bitirdigi gézlemlendi.

Uygulama sonunda her konsantrasyonda olen larvalarin ve erginlerin tamaminin
mikozlandig1 ve melanizasyon gosterdigi tespit edildi (Sekil 32). Yedinci giin sayimlarinda
1x108 spor/ml konsantrasyon larvalarda (Sekil 30) %100 ve erginlerde (Sekil 31) %97
oraninda 6liim gosterdi. Pozitif kontrollerde larvalar iizerinde Nostalgist’in 10® ve 107
spor/ml konsnatrasyonlarda sirastyla %27, %23 ve erginler lizerinde %3, %0 oraninda
mortalite gosterdi. Nostalgist uygulamasi sonrast 6lmeyen larvalarin kontrollere gére daha
gec pupa evresine gecis yaptigi tespit edildi. Yag formiilasyonunun 7. giin sonunda
larvalarda LCso: 1.2x10° (0.3-4.8), slope: 0.71, SE;0.294, x*: 0.541 ve df: 3 erginlerde ise
LCso: 0.2x107 (0.06-0.9), slope: 0.7, SE: 0.3, x?: 0.059 ve df: 3 olarak hesaplandi.
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Sekil 28. Yag formulasyonunun larvalar {izerinde doz denemeleri sonuglari.
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Sekil 29. Yag formulasyonunun erginler iizerinde doz denemeleri sonuglari.
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Sekil 30. Yag formiilasyonunun saksi uygulamasi ile larvalar tizerindeki 7. giin doz
denemesi sonuglari.

E Yizde 6lum = Mikozlanma
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Sekil 31. Yag formiilasyonunun saks1 uygulamasi ile erginler iizerindeki 7. giin doz
denemesi sonuglari.
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1x108 1x107 1x10°
| | |

Sekil 32. Yag formiilasyonunun saksi denemeleri sonucunda ergin ve larvalar
tizerindeki mikozlanma goriintiileri.

Sekil 33. Yag formiilasyonunun saks1 denemeleri sonucunda prepupa goriintiileri.

3.7. Formiilasyonun Agalastica alni ve Xanthogaleruca luteola Denemeleri

Formiilasyonu Chrysomelidae familyasindan kizilagag¢ yaprak bocegi (Agalastica
alni) larvalar iizerinde 1x108 spor/ml konsantrasyonda %90 mortalite, %100 mikozlanma
ve kara agac bocegi (Xanthogaleruca luteola) erginleri iizerinde 1x108 spor/ml
konsantrasyonda %47 mortalite ve %86 mikozlanma gosterdigi tespit edildi.
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H Yizde 6lim ® Mikozlanma

100%
1 0,
00% 90% 0
90% 86%
80%
o 70%
e\i 0
g 60%
0,
g 50% 47%
g 40%
O 30%
20%
10%
0%
Agalastica alni Xanthogaleruca luteola

Zararlilar

Sekil 34. Formiilasyonun Agalastica alni larvalar1 ve Xanthogaleruca luteola erginleri
iizerindeki 7. glin deneme sonuglari.



4. TARTISMA

Ulkemizde ve diinyada patates bitkisi, tarim alanlarinda kiiltiire edilen ve gerek
beslenmede ve gerekse de sanayilerde kullanilan 6nemli bir bitkidir. Patates bitkisi tizerinde
pek cok zararli organizma etkinlik gostermektedir. Bunlar arasinda en 6nemlilerden birisi
patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata, Col: Crysomelidae)’dir. Patates bocegi gibi
onemli zararlilarin biyolojik miicadelesine yonelik iilkemizde ve diinyada ¢esitli caligmalar
yapilmaktadir (Kursuncu sahin ve Karaca, 2019).

Bu ¢alismada, tarim arazilerinde dogal halde 6lii olarak bulunan patates boceginden
fungus izolasyonlar1 yapildi ve bu izolatlarin, morfolojik ve molekiiler karakterizasyonu
gerceklestirildi. Patates boceginden 12 Beauveria bassiana susu elde edildi. Bu suslarin
tarama testleri gergeklestirilerek patojenitesi en yiiksek olan LdA 1 yerel kodlu susun oldugu
tespit edildi. Bu susun doz denemeleri gergeklestirilerek yag formiilasyonu gelistirildi ve
laboratuvar kosullarinda saks1 denemeleri yapildi. Formiilasyonun kizilagag¢ yaprak bocegi
(Agalastica alni) ve kara agag¢ bocegi (Xanthogaleruca luteola) zararhilari tizerinde
biyotestleri kuruldu. Caligmada gerceklestirilen tiim biyotestlerde piiskiirtme yontemi
kullanild1. Ciinkii piiskiirtme yontemi bir preparatin dogal kosullarda uygulanmas siirecinde
kullanim kolaylig1 ve etkinligine sahiptir. Ayrica, zararli iizerine piskiirtme yapilmast
sporlarin bocek kiitikiilasina etkili bicimde yapismasini ve ¢imlenmesini sagladigindan
dolay1 6liim oranini artirmaktadir (Oztiirk, 2016).

Ulkemizde patates bdceginden entomopatojen bir fungusun izolasyonu ve etkinlik
denemeleri ilk kez Cam vd. (2002) tarafindan yapilmis olup, izole edilen B. bassiana
zararlinin ergin ve larva donemlerinde test edilmistir. Fungusun, zararlinin erginleri iizerinde
daha etkili oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu tez caligmasinda da fungus izolatlarinin
tarama testlerinde larvalarin erginlerden daha yiiksek mortalite gostererek larvalarda daha
etkili oldugu tespit edildi.

Giiven vd. (2015) yaptiklar bir ¢alismada, Beauveria bassiana suslarini patates bocegi
larvalar1 ve erginlerine karst 1x10% spor/ml konsantrasyonda piiskiirtme yontemiyle
uygulamis, elde edilen larva dliimleri sirastyla BMAUM-001 i¢in %72,7, BMAUM-002 i¢in
%83,6, BMAUM-003 i¢in %83,6 olarak saptamistir. Erginlerde BMAUM-002 izolatinda bir
erginde olim gozlemlemistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan Beauveria bassiana suslari

1x107 spor/ml patates bocegi iizerinde en yiiksek mortalite gdsteren LdA 1 izolat1 larva ve
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erginlerde sirastyla %80 ve %50, en diisiik mortalite gosteren izolatlar larvalarda LdT 8 %10,
erginlerde LdT 10 %3 olarak tespit edildi. Bu ¢alismada 1x107 spor/ml konsantrasyon
kullanilmasina ragmen Giiven vd. (2015) yaptiklar1 bir ¢alismaya gore daha etkili bir sus
oldugunu gosterdi.

Todorova vd. (2000) 10 farkli B. bassiana izolatin1 L. decemlineata, Myzus persicae
ve avcilart olan Coleomegilla maculata lengi’ ye denemistir. 6 izolat {i¢ bocek tiiriine de
oldukga yiiksek etki gostermistir. Fakat 4 izolat zararli iki bocek tiiriine yiiksek patojenite
gosterirken avciya diisiik patojenite gosterdigini tespit etmistir. Sekizinci giinde ergin
bireylerde; B. bassiana’nin 353, 46, 210087, 252, 21007, 49 izolatlar1 igin sirasi ile %100,
%93.3, %90, %90, %86.7, %66.7 ve %56.7 mortalite gosterdigini tespit etmistir. Bu tez
calismasinda ise 12 farkli Beauveria bassiana izolat1 1x107 spor/ml konsantrasyonda patates
bocegine uygulandi. Tarama testlerinde patates bocegine karsi kullanilan 12 susun larvalarda
6 susun virulansi, erginlerde ise 4 susun viriilanst %50 ve %50°den daha fazla mortalite
gosterdigi tespit edildi. Demir vd. (2014), patates bocegine karst 6 yerel entomopatojen
fungus izolatimin (B. bassiana, Clonostachys sp., Myriodontium keratinophilum, B.
bassiana, M. anisopliae) insektisidal etkisini laboratuvar kosullarinda incelemistir.
Calismanin 15’inci giinii sonunda Gg-11 ve E-1 kodlu fungal izolatlar 1x107 spor/ml ile
erginler iizerinde %100 &liime sebep olmus ve fungal izolatlarin 1x107 spor/ml ile erginler
tizerinde farkli mortalite oranlarina sahip oldugunu tespit etmistir. Karaman (2019) yaptig
bir calismada, Beauveria bassiana, Simplicillium lamellicola, Isaria fumosorosea,
Lecanicillium muscarium ve Metarhizium anisopliae’nin 1x108 spor/ml konsantrasyondaki
stispansiyonlarini piiskiirtme yontemi ile patates boceginin ikinci, {igiincii, dérdiincii donem
larvalar1 ve erginlerine uygulamis. B. bassiana susunun laboratuvar kosullarinda yedinci
glinde tiim larva dénemlerinde %100, ergin donemde ise %90 etki gostermis. B. bassiana ile
yaptig1 saks1 ¢aligmalarinda ikinci larva doneminde %100 etki gostermis olup, bunu tiglincii
ve dordiincii larva ve ergin donemleri sirastyla %69.28, %53.4, %26.6 mortalite gdsterdigini
bildirmistir. Bu tez ¢alismasinda ise, LdA 1 kodlu izolatin labaratuvar kosullarinda 1x108
spor/ml konsantrasyonda larva ve erginlerde sirasiyla %100 ve %47 mortalite gosterdigi
tespit edildi. Yapilan ¢aligmalar entomopatojen funguslarin farkli tiir ve izolatlarinin farkl
konukcularda farkli viriilans gdsterebilecegini ortaya koymustur (Oztiirk, 2016). Bu tez
calismasinda patates bocegine karsi uygulanan Beauveria cinsine ait farkli suslarin erginler

ve larvalar tizerinde farkli virulans oranlarina sahip olduklari belirlendi. Literatiirde yapilan
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diger ¢alismalar g6z oniinde bulundurularak tiirler arasi farkli funguslarin yani sira suslar
arasi farkli funguslarda virulans degerlerinin de farkli oranlarda oldugu tespit edildi.

Bu tez ¢calismasinda tarama testlerinde larva ve erginlerde en yliksek virulansa sahip
olan LdA 1 kodlu izolatin doz denemelerinde en yiiksek susun en hizli 6ldiiriicii etkiye sahip
oldugu belirlendi. Tarama testleri sonucunda 1x10® spor/ml konsantrasyonda yedinci giiniin
sonunda larvalar tizerinde %100 erginler tizerinde %47 mortalite gosterdigi belirlendi. Buna
benzer bir ¢alismada, (Ulusoy, 2016) Galleria tuzak yontemi ile 71 adet Beauveria bassiana
izole etmistir. Rastgele segilen bes farkli B. bassiana susu ile bir adet standart susun
(Danimarka) ii¢ farkli konsantrasyonu (1x10° 1x10° ve 1x107 spor/ml) patates bocegi
larvalar iizerine piiskiirtme, larva daldirma ve yaprak daldirma seklinde uygulamalarini
yapmuistir. Farkli konsantrasyonlarda denenen B. bassiana suslarinin ortalama 6liim siireleri
karsilastirildiginda her susun en yiiksek dozunun en etkin oldugu tespit edilmistir ve 8. giinde
basar1 %50 &liim orani ile sinirli kalmistir. Bu tez ¢alismasinda patates bocegine kars1 1x107
spor/ml konsantrasyonda larva erginlerde sirasiyla %83 ve %27 mortalitenin gozlemlenmesi
LdA 1 kodlu Beauveria bassiana susunun patates boceginin larvalarina karsi yukaridaki
calismaya kiyasla daha etkili oldugu tespit edildi. Bu farkliligin sebebi kullanilan patates
bocegi popiilasyonu veya LdA 1 susunun zararh tizaerinde daha etkili bir virulansa sahip
olmasi olabilir.

Todorova ve arkadaslar1 (2000) yaptiklari bir ¢aligmada, farkli B. bassiana izolatlar
uygulamasinda 8. giiniin sonunda patates bocegine karst %80’ nin iistiinde 6liim orani
gerceklestigini gozlemlemistir. Bu ¢calismada da LdA 1 susunun larva ve erginler tizerindeki
doz denemelerinde (1x10% 1x10° 1x10° 1x10" ve 1x10® spor/ml) kullanmlan
konsantrasyonlar arasinda en yliksek dozun etkili 6ldiiriicii etkiye sahip oldugu gézlemlendi.
Doz denemelerinde yedinci giiniin sonunda larva erginlerde sirasiyla 1.10% spor/ml
konsanrasyonda %100 ve %47, 1x107 spor/ml’de %83 ve %27, 1x10° spor/ml’de %63 ve
%23, 1x10° spor/ml’de %33 ve %20, 1x10* spor/ml’de %30 ve %17 olarak gdzlemlendi. Bu
calismada LdA 1 susunun yapilmis diger calismalara gére daha etkili bir kontrol ajani oldugu
tespit edildi.

Bu tez ¢aligmasinda, patates boceklerinde karsi denenen LdA 1 susunun bes farkli doz
(1x108, 1x107, 1x10°, 1x10°, 1x10*) denemelerinde mortalitenin doz artis1 ile pararle oldugu
gozlemlendi. Yiiksek dozlardaki uygulamalarda bocegin larva ve erginlerinde daha yiiksek
oldiirticii etkile sahip oldugu ve daha kisa siirede zararliyr 6ldiirdiigii tespit edildi. Diisiik

dozlardaki uygulamarda ise mortalite gostermeyen canlilarin beslenmesinde azalma oldugu
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belirlendi. Yapilan birkag¢ calismada da doz degerlerinin farklilig1 gézlemlenerek bu ¢alisma
ile benzer sonuglara varilmig.  Akbarian vd. (2012) de B. bassiana ve M. anisopliae
izolatlarinin patates bocegi larvalari lizerinde etkisini arastirmis konsantrasyon artisina bagl
olarak Oliim oranlarmmin arttifini, %78“e varan oranda Oliim meydana geldigini ve B.
bassiana izolatlarinin M. anisopliae izolatlarina oranla daha yiiksek 6ldiriicii etkiye sahip
oldugunu belirtmistir. Asodalopour vd. (2011) B. bassiana izolatlarinin da yer aldig1 7 farkli
entomopatojen fungus tiiriine ait izolatlarla yaptiklar1 ¢calismada patates bocegi larvalarinda
doz artisina bagli olarak 6liim oranlarinin arttigini izolatlarin virulanshiklarinin farklilik
gosterdigini ve en yiiksek etkinin B. bassiana izolatlarindan elde edildigini rapor etmistir.

Oztiirk (2016) yaptign bir ¢alismada, entomopotojen fungus iceren farkli ticari
biopestisit ve patates boceginden izole edilen entomopatojen funguslarin patates bocegine
kars1 etkilerini farkli yontemler kullanilarak denemistir. Yedinci giiniin sonunda 1x108
spor/ml konsantrasyonda uygulanan funguslar ikinci, ti¢iincii ve doérdiincii donem larvalarda
%100’e varan oliimler gézlemlemistir. Ergin denemelerinde zararl: iizerinde %58.6-86.2
oranlarinda 6liim meydana getirdigini tespit etmistir. Bio-Magic®, Nibortem®, ve
Nostalgist® {igiincii donem larvalarda sirasiyla %96.4, %92.9 ve %82.1 oraninda 6liime
sebep oldugunu gozlemlemistir. Ayni biyopestisitler erginlerde ise sirasiyla %20, %36.7 ve
%33.3 oraninda 6liime sebep oldugunu tespit etmistir. Sar1 (2020) yaptig1 bir ¢alismada,
patates bocegine karsi entomopatojen fungus Beauvaria bassiana BIM-001 izolat1 ve
Nostalgist denemistir. Larvalardaki en yiiksek 6liim yiizdesini yedinci giinde B. bassiana
BIM-001"in 1x10® spor/ml konsantrasyonunda saptamis ve iigiincii larva déneminde %94,2,
Nostalgist uygulamasinda ise %46 olarak tespit etmistir. Erginlerde %2 oraninda 6liim
gerceklestirmis olup Nostalgist uygulamalarinda 6liim saptamamustir. Erkilic ve Uygun
(1993), Sovyetler Birligi’nde Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. konidilerinden elde
edilmis Boverin® isimli ticari preparati diisiikk dozlarda insektisitlerle karigtirarak patates
bocegine karsi yaptiklari ¢alismada miicadele de basarinin arttigini tespit etmistir.

Bu tez ¢alismasinda patates boceginden iilkemizden izole ettigimiz 12 fungal sustan
LdA 1 tarama testleri sonucunda en etkili izolat olarak bulundu. Bu izolat 1x10’ spor/ml
konsantrasyonda yedinci gilin sonunda larva ve erginler iizerinde sirasiyla %80 ve %50 6lim
degerleri meydana getirdi. Bu degerler yukarida verilen referanslarla karsilastirildiginda
literatlirdeki degerlerle benzer oldugu goriildii. Doz denemlerinde ise ayni izolat larvalar
iizerinde 1x10® spor/ml konsantrasyonda yedinci giinde %100 &lim ve mikoz degeri

meydana getirdigi tespit edildi. Ayn1 konsantrasyon ve siirede erginler {izerinde ise %47
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6lim meydana getirirken bu 6liimlerde %100 mikozlanma gergeklestirdigi goézlemlendi.
Biitlin bunlar yerel izolatin patates bocegi iizerinde literatiirdekilerden daha etkili oldugunu
gosterdi. Ayrica, yerel izolatlarin ekolojik kosullara uyum saglamasi agisindan {istiinliige
sahip olmalar1, bu izolatlar1 zararlilarla miicadelede avantajli kildigin1 gésterdi. Bu nedenle
calismamizda izole ettigimiz LdA 1 kodlu Beauveria bassiana izolatindan zararlinin
biyolojik miicadelesinde kullanilmak iizere yerel bir mikoinsektisit gelistirilmesine karar
verildi. Caligmalar sonucunda yag bazli bir mikoinsektisit olan Chrysomelisidal adi
verdigimiz yerel bir formiilasyon gelistirildi.

Uriiniin saks1 {izerindeki doz denemelerinde 1x10® spor/ml konsantrasyonunda 3.
donem larva ve erginlerde sirastyla %100 ve %97; 1x107 spor/ml’de %67 ve %50; 1x10°
spor/ml’de %67 ve %17; 1x10° spor/ml %17 ve %13; 1x10* spor/ml %0 ve %13 6liim
degerleri tespit edildi. Pozitif kontrol olarak kullanilan Nostalgist ticari iiriiniinde 3. donem
larvalarda ve erginlerde 1x10® spor/ml konsantrasyonda sirasiyla %27 ve %3; 1x10’
spor/ml’de %23 ve %0 mortalite gosterdi. Gelistirilen yag formiilasyonunun patates bocegi
lizerinde en az ticari biyopestisitler kadar etkili oldugu tespit edildi. Yag fomiilasyonunun
larvalar tizerinde erginlere kiyasla daha etkili oldugu tespit edildi. Formiilasyonun diisiik
dozlarinda zararlinin pupaya gegisinde 6liimlerin gergeklestigi gdzlemlendi. Nostalgist ticari
tirlinlinde ise hayatta kalan larvalarin pupaya gecis doneminin geciktigi gozlemlendi. Watt
ve Lebrun (1984) topraga B. bassiana uygulamasinin patates boceginin birinci ve ikinci nesil
pupalarina sirasi ile %74 ve %77 oraninda etkili oldugunu ve pupadan ergin ¢ikisini
azalttigini bildirmistir.

Bu calismada yapilan uygulamalarda larvalardaki 6liim oranlariin erginlere kiyasla
daha fazla oldugu goézlemlendi. Bunun sebebi ise, bocegin deri degistirmesi esnasinda
biriken kutikular mumlar ve sonrasinda bocek yasaminin intermolt ddnemi,
mikroorganizmalarin biiyiimesini ve penetrasyonunu engelleyen kimyasal bilesenler
icermesidir (David, 1967). Larva kutikulasinda ise kimyasal bilesenler olgunlagsmayla
farklilasir ve kutikulanin sertlesmesine bir yandan da mikrobiyal enfeksiyonlara karsi i¢
savunma mekanizmalarinin ylikselmesine sebep olmaktadir (Boman, 1981). Patates
bdceginden izole edilen 12 farkli sus olan B. bassiana’nin larva ve erginlerde mortaliteye ve
mikozlanmaya sebep oldugu gozlemlendi. Yapilan bir ¢alisma sonucunda entomopatojen
fungus B. basssiana patates boceginin erken donemindeki larvalarina karsi viriilent oldugu

tespit edilmistir (Wraight ve Ramos, 2002). Benzer baska bir ¢alismada ise B. bassiana’nin
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uygulandigt son donem larvalardaki 6liim orani bocek kutikulasinin sertlesmesi sebebiyle
diisiik oldugu tespit edilmistir (Charnley, 2003).

Yapilan biyotestler sonucunda nem ¢emberine alinan larval kadavralarda
mikozlanmanin goriildiigii fakat erginlerde mikozlanmanin yanisira parazitlenme veya
melanizasyon meydana geldigi tespit edildi. Melanizasyonun ilk belirtileri, boceklerin viicut
stvilarinda mantar hiflerinin varligi ile eszamanli olarak ortaya ¢ikmasidir (Vertyporokh,
2019). Melanizasyon gosteren kadavralar entomopatojen mantarlarin bécegin yag dokusunu
istila ederken bocegin savunmaya verdigi bir yanit olarak gelisir. Bu tez ¢alismasindaki
biyotestler sonucunda mikozlanma ve melanizasyon gosteren kadavralarin fungus nedeniyle
oldiikleri tespit edildi. Yalnizca melanizasyon gosteren kadavralarda renk degisimi ve
kadavra yiizeyinden ¢ikamayan fungus sporlarinin varligi tespit edildi.

Boceklerin farkli parazitoitlerinin etkisi altinda patojen enfeksiyonuna duyarliliginin
arttigini (Dos Santos vd., 2006; Dillon vd., 2008; Mbatave Shapiro-llan, 2010; Kryukov vd.,
2018; Miranda Fuentes vd., 2020) veya tersi sekilde parazitoitler fungus vektorii olarak
kullanildiginda parazitoid-patojen arasinda antogonistik iliskiler ortaya cikabilecegini
(Oreste vd., 2015) gostermistir. Bu tez ¢alismasinda da Olen bocek kadavralarinda
parazitlenmenin baslamis olmasi1 Entomopatojen fungus enfeksiyonu sonrasinda tetiklendigi
ve ortaya ¢iktig1 tespit edildi.

Gelistirilen yag formiilasyonu Chrysomelidae familyasina ait kizilagac yaprak bocegi
ve kara aga¢ bocegi zararlilar1 lizerinde biyotestleri kuruldu. Kizilagag yaprak bocegi
larvalar {izerinde %90 mortalite, %100 mikozlanma ve karaaga¢ yaprak bocegi erginleri
tizerinde %47 mortalite ve %86 mikozlanma gosterdigi tespit edildi. Gelistirilen bu
formiilasyonun Chrysomelidae familyasina ait diger zararlilarda da etkili olmasi bu
formiilasyonun konak araligini belirleyerek bu familyada kullanilabilinirlik ve etkili olma

potansiyelini gosterdi.



7. SONUCLAR

. Tarim alanlarindan toplanan ve labaratuvarda dogal olarak 6lii bulunan patates
boceginden 12 farkli izolat elde edildi.

. Elde edilen 12 izolatin morfolojik ve molekiiler karakterizasyonlar1 yapildi. Morfolojik
calismalar sonucunda Beauveria cinsine ait oldugu tespit edilen izolatlarin bu tez
kapsaminda ITS gen bolgelerinden baska EF1-a, RPB1 ve Bloc gen bolgeleri veri analizi
yapild.

. ITS, EF1-0, RPBI1 ve Bloc gen bélgeleri PCR analizleri sonucunda pGEM! vektdriine
klonlanarak sekanslamas1 yapildi. Molekiiler ¢alismalar sonucunda izolatlarin Beauveria
bassiana’ya ait suslar oldugu tespit edildi.

. Tiim izolatlarin patates bdcegi larva ve erginleri iizerinde 1x10” spor/ml olacak sekilde
piiskiirtme yontemiyle tarama testleri yapildi. Bu uygulama sonunda patojenitesi en
yiiksek susun LdA 1 oldugu tespit edildi. Bu susun larvalar ve erginler iizerinde sirasiyla
%380 ve %50 mortalite ve %100 mikozlanma gosterdigi belirlendi.

. LdA 1 susunun bes farkli (1x10% 1x10° 1x10° 1x10’, 1x108 spor/ml) dozunun zararh
tizerindeki oldiriici  etkileri  belirlendi. Uygulama sonunda 1x10® spor/ml
konsantrasyonun larva ve erginlerde sirasiyla %100, %47 mortalite gosterdigi; olen
larvalarin tamaminin erginlerin ise bir kisminin parazitlendigi tespit edildi.

. Doz denemeleri sonucunda LdA 1 susunun larvalarda LCs;0.2x10° (0.03-1.15),
slope;0.525, SE;0.377, x2,0,701 ve df;3; erginlerde LCso; 0.17x10® (0.002-1.411),
slope;0.199, SE;0.975, x%,0,912 ve df;3 degerlerini tirettigi hesaplandi.

. LdA 1 susunun kati hal fermentasyonu ile yag formiilasyonu gelistirilerek labaratuvar
kosullarinda saksilar tizerinde bes farkli (1x104, 1x10°, 1x10°, 1x107, 1X108) doz
denemeleri yapildi. Yag formiilasyonu Chrysomelisidal olarak adlandirildi.

. Doz denemelerinde pozitif kontrol olarak Nostalgist ve kontrol olarakta bos iiriin ve su
kullanildi. Yag formiilasyonunun 1x10® spor/ml konsantrasyonda larva ve erginlerde
sirastyla %100, %97 moratalite ve her ikisinde de %100 mikozlanma gosterdigi tespit
edildi.

. Pozitif kontrol olarak kullanilan Nostalgist’in ise 1x108 spor/ml konsantrasyonda larva ve

erginlerde sirasiyla %27 ve %3 mortalite gosterdigi ve bu oliilerde mikozlanma olmadig:

fakat melenizasyon meydana geldigi gozlemdi.
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10. Yag formiilasyonunun doz denemeleri sonucunda larvalarda LCso;1.2x10° (0.3-4.8),
slope;0.71, SE;0.294, x%,0.541 ve df;3; erginlerde LCso; 0.2x107 (0.06-0.9), slope;0.7,
SE;0.3, x%;0.059 ve df;3 degerleri iirettigi hesaplandi.

11. Formiilasyonun Chrysomelidae familyasindan kizilagag¢ yaprak bocegi (Agalastica alni)
larvalar1 iizerinde 1x10® spor/ml konsantrasyonda %90 mortalite, %100 mikozlanma ve
kara aga¢ bocegi (Xanthogaleruca luteola) erginleri tizerinde %47 mortalite ve %86

mikozlanma gosterdigi tespit edildi.



8. ONERILER

Bu tez ile patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata, Col: Crysomelidae)’nden 12
farkli Beauveria bassiana susunu izolasyonu gergeklestirildi ve bunlarin zararliya karsi en
etkili 6ldiirticti etkiye sahip olan belirlendi. Belirlenen izolatin yag formiilasyonu gelistirildi.
Calismanin yaygin etkisinin arttirilmasi i¢in bundan sonraki ¢aligsmalarda asagidaki hususlar

dikkate alinabilir.

Chrysomelisidal’in ruhsatlandirmaya yonelik ¢aligmalarinin yapilmasi.
Chrysomelisidal’in orta ve biiyiik 6lgekte iiretimine yonelik ¢calismalarin yapilmasi.

Chrysomelisidal’in tarim alanlarinda kullanimina yonelik girisimlerde bulunumasi.

A w0 np e

Chrysomelisidal’in memeli {izerindeki toksisite caligmalari yapilmasi.
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8. EKLER

Ek.1 LdA 1’in 1, 5.8S ITS Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATT
ACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGC
GGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGLCLLCGLCGGGGALCCTC
AAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAA
TCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCAACCCTCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACAC
CGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAA
TACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCT
GAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGA

Ek.2 LdA 2’nin 1, 5.8S ITS Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCAT
TACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGG
CGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGLLCLCGLLGGGGALCCT
CAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGA
ATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATACCTGTTCGAGCGTCA
TTTCAACCCTCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACA
CCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTA
ATACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTC
TGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGCGGAGGA

Ek.3 LdA 3’iin 1, 5.8S ITS Gen Boélgesinin Baz Sirasi

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATT
ACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGC
GGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGLCLLCGLCCGGGGALCCTC
AAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAA
TCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCAACCCTCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACAC
CGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAA
TACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCT
GAACGTTGACCTCGAGTCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGAA
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Ek.4 LdA 4’iin 1, 5.8S ITS Gen Boélgesinin Baz Sirasi

GAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTA
CCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCG
GACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCeGeeaGGGAcceTeA
AACTCTTGCATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAAT
CAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTT
CAACCCTCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCG
CCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATA
CAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGA
ACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA
GCGGAGGA

Ek.5 LdA 5’in 1, 5.8S ITS Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCAT
TACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGG
CGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGLCGGLLCCGLLGGGGALCCT
CAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGA
ATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
TTTCAACCCTCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACA
CCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTA
ATACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTC
TGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGCGGAGGA

Ek.6 LdA 6’min 1, 5.8S ITS Gen Boélgesinin Baz Sirasi

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATT
ACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGC
GGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGLCLLCGLCCGGGGALCCTC
AAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAA
TCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCAACCCTCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACAC
CGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAA
TACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCT
GAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGA

Ek.7 LdT 7°nin 1, 5.8S ITS Gen Bolgesinin Baz Sirasi
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GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATT
ACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGC
GGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGLCLLCGLCCGGGGALCCTC
AAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAA
TCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCAACCCTCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACAC
CGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAA
TACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCT
GAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGA

Ek.8 LdT 8’in 1, 5.8S ITS Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATT
ACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGC
GGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCLCGLCLCGGGGACCTC
AAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAA
TCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACCTTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCAACCCTCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACAC
CGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAA
TACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCT
GAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGA

Ek.9 LdT 9’un 1, 5.8S ITS Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATT
ACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGC
GGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCLCGLCLCGGGGACCTC
AAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAA
TCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCAACCCTCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACAC
CGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAA
TACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCT
GAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGA

Ek.10 LdT 10°un 1, 5.8S ITS Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATT
ACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGC
GGATTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGLCCGLCLCGGGGACCTC
AAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAA
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TCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC

GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTG

AACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT

TTCAACCCTCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACAC
CGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAA
TACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCT
GAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGA

Ek.11 LdT 11’in 1, 5.8S ITS Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTA
CCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCG
GACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCA
AACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAAT
CAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTT
CAACCCTCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCG
CCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATA
CAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGA
ACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA
GCGGAGGA

Ek.12 LdT 12’nin 1, 5.8S ITS Gen Bélgesinin Baz Sirasi

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATT
ACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGC
GGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCLCGLCLCGGGGALCCTC
AAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAA
TCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAATGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCAACCCTCGACCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACAC
CGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAA
TACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCT
GAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGA

Ek.13 LdA 1’in 18S Rpb1 Gen Bélgesinin Baz Sirasi

CCGGCAATGTCGTTGTCCATGTAGGTGGCAACATGGTACTGCAGCAGCTCCTC
AAAATCACGCGCGATGTGTTGCGGTGATCCTTCACGAATGGCCTGCTCGACAT
TACCGTTGGCGCGGATAATGTCACCAAGCTTGTAGGTCAGATCATCCTCGTTTC
TCGTGCCAGTACCAGTACCATCCATGGAAATACTAGGACGCACGGGAGGAGG
GGGTACAGGCAGGACGGTGATGATCATCCACTCGGGACGAGCATAGTCTGAGT
TAAGACCAATATTGTGCAGATCGCGCTCAGAGATGCGGCGAAGGATACCATGC
GCCATCTCGGCGCTGATATTAACCGTCTCTTTCCTCTTGGGACCCTCTTCCGAA
GTAACCTCGAAGGCAGCTTTGAGTTGCAGCGCGGCCTGTCTCACCTGCGGCTG
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CATATTGCCACATCCGCCATGTCCTTCGAGAACGACGTTCTTGACACCTGGAGC
GAACTCTTCGTCTTTATTCTTGTCTTGCCGCTCCTCATTCTCGCATTTGCGCTTC
TTCTTGCATACGGCCCAAACGCGCTTGAATCGGAGTTTCGGATCGCGAGTATG
AATAGCTGTGACGAATTCGGGATCGCTCTGATAATGCACGTTAGCATCCAGCA
AGCTCCAAAGCTTCATGGAGTAAAGGGAAGACCAACTTCATCGGCCAACACTT
TGCTGCAGTTGTGGCAGACAATCTCCAAAACCTTTTTCACTTTCTTGATGAAAC
CAGGGTGATAGACAGGTTTCGCCAGCTCTATATGGCCAAAGTGCCCCGGACAC
T

Ek.14 LdA 2°nin 18S Rpb1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCGGCGATATCGTTGTCCATGTAGGTGGCAACATGGTACTGCAGCAGCTCCTC
AAAATCACGCGCGATGTGTTGCGGTGATCCTTCACGAATGGCCTGCTTGACATT
ACCGTTGGCGCGGATAATGTCACCAAGCTTGTAGGTCAGATCATCCTCGTTTCT
CGTGCCAGTACCAGTACCATCCATGGAAATACTAGGACGCACGGGAGGAGGG
GGTACAGGCAGGACAGTGATGATCATCCACTCGGGACGAGCATAGTCTGAGTT
AAGACCAATATTGTGCAGATCGCGCTCAGAGATGCGGCGAAGGATACCATGCG
CCATCTCGGCGCTGATATTAACCGTCTCTTTCCTCTTGGGACCCTCTTCCGAAG
TAACCTCGAAGGCAGCTTTGAGTTGCAGCGCGGCCTGTCTCACCTGCGGCTGC
ATATTGCCACATCCGCCATGTCCTTCGAGAACGACGTTCTTGACACCTGGAGCG
AACTCTTCGTCTTTATTCTTGTCTTGCCGCTCCTCATTCTCGCATTTGCGCTTCTT
CTTGCATACGGCCCAAACGCGCTTGAATCGGAGTTTCGGATCGCGAGTATGAA
TAGCTGTGACGAATTCGGGATCGCTCTGATAATGCACGTTAGCATCCAGCAAG
CTCCAAAGCTTCATGGAGTAAAGGGAAGACCAACTTCATCGGCCAACACTTTG
CTGCAGTTGTGGCAGACAATCTCCAAAACCTTTTTCACTTTCTTGATGAAACCA
GGGTGATAGACAGGTTTCGCCAGCTCTATATGGCCAAAGTGCCCAGGAC

Ek.15 LdA 3’iin 18S Rpb1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCGGCGATACGTTGTCCATGTAGGTGGCAACATGGTACTGCAGCAGCTCCTCA
AAATCACGCGCGATGTGTTGCGGTGATCCTTCACGAATGGCCTGCTTGACATTA
CCGTTGGCGCGGATAATGTCACCAAGCTTGTAGGTCAGATCATCCTCGTTTCTC
GTGCCAGTACCAGTACCATCCATGGAAATACTAGGACGCACGGGAGGAGGGG
GTACAGGCAGGACAGTGATGATCATCCACTCGGGACGAGCATAGTCTGAGTTA
AGACCAATATTGTGCAGATCGCGCTCAGAGATGCGGCGAAGGATACCATGCGC
CATCTCGGCGCTGATATTAACCGTCTCTTTCCTCTTGGGACCCTCTTCCGAAGT
AACCTCGAAGGCAGCTTTGAGTTGCAGCGCGGCCTGTCTCACCTGCGGCTGCA
TATTGCCACATCCGCCATGTCCTTCGAGAACGACGTTCTTGACACCTGGAGCGA
ACTCTTCGTCTTTATTCTTGTCTTGCCGCTCCTCATTCTCGCATTTGCGCTTCTTC
TTGCATACGGCCCAAACGCGCTTGAATCGGAGTTTCGGATCGCGAGTATGAAT
AGCTGTGACGAATTCGGGATCGCTCTGATAATGCACGTTAGCATCCAGCAAGC
TCCAAAGCTTCATGGAGTAAAGGGAAGACCAACTTCATCGGCCAACACTTTGC
TGCAGTTGTGGCAGACAATCTCCAAAACCTTTTTCACTTTCTTGATGAAACCAG
GGTGATAGACAGGTTTCGCCAGCTCTATATGGCCGAAGTGCCCCGGACAC

Ek.16 LdA 4’iin 18S Rpb1 Gen Boélgesinin Baz Sirasi

CCGGCGATCTCGTTGTCCATGTAGGTGGCAACATGGTACTGCAGCAGCTCCTC
AAAATCACGCGCGATGTGTTGCGGTGATCCTTCACGAATGGCCTGCTTGACATT



86

ACCGTTGGCGTGGATAATGTCACCAAGCTTGTAGGTCAGATCATCCTCGTTTCT
CGTGCCAGTACCAGTACCATCCATGGAAATACTAGGACGCACGGGAGGAGGG
GGTACAGGCAGGACAGTGATGATCATCCACTCGGGACGAGCATAGTCTGAGTT
AAGACCAATATTGTGCAGATCGCGCTCAGAGATGCGGCGAAGGATACCATGCG
CCATCTCGGCGCTGATATTAACCGTCTCTTTCCTCTTGGGACCCTCTTCCGAAG
TAACCTCGAAGGCAGCTTTGAGTTGCAGCGCGGCCTGTCTCACCTGCGGCTGC
ATATTGCCACATCCGCCATGTCCTTCGAGAACGACGTTCTTGACACCTGGAGCG
AACTCTTCGTCTTTATTCTTGTCTTGCCGCTCCTCATTCTCGCATTTGCGCTTCTT
CTTGCATACGGCCCAAACGCGCTTGAATCGGAGTTTCGGATCGCGAGTATGAA
TAGCTGTGACGAATTCGGGATCGCTCTGATAATGCACGTTAGCATCCAGCAAG
CTCCAAAGCTTCATGGAGTAAAGGGAAGACCAACTTCATCGGCCAACACTTTG
CTGCAGTTGTGGCAGACAATCTCCAAAACCTTTTTCACTTTCTTGATGAAACCA
GGGTGATAGACAGGTTTCGCCAGCTCTATATGGCCAAAATGCCCCGGACATTC
AAT

Ek.17 LdA 5’in 18S Rpb1 Gen Bélgesinin Baz Sirasi

GAGTGTCCGGGTCATTTTGGCCATATAGAGCTGGCGAAACCTGTCTATCACCCT
GGTTTCATCAAGAAAGTGAAAAAGGTTTTGGAGATTGTCTGCCACAACTGCAG
CAAAGTGTTGGCCGATGAAGTTGGTCTTCCCTTTACTCCATGAAGCTTTGGAGC
TTGCTGGATGCTAACGTGCATTATCAGAGCGATCCCGAATTCGTCACAGCTATT
CATACTCGCGATCCGAAACTCCGATTCAAGCGCGTTTGGGCCGTATGCAAGAA
GAAGCGCAAATGCGAGAATGAGGAGCGGCAAGACAAGAATAAAGACGAAGA
GTTCGCTCCAGGTGTCAAGAACGTCGTTCTCGAAGGACATGGCGGATGTGGCA
ATATGCAGCCGCAGGTGAGACAGGCCGCGCTGCAACTCAAAGCTGCCTTCGAG
GTTACTTCGGAAGAGGGTCCCAAGAGGAAAGAGACGGTTAATATCAGCGCCG
AGATGGCGCATGGTATCCTTCGCCGCATCTCTGAGCGCGATCTGCACAATATTG
GTCTTAACTCAGACTATGCTCGTCCCGAGTGGATGATCATCACTGTCCTGCCTG
TACCCCCTCCTCCCGTGCGTCCTAGTATTTCCATGGATGGTACTGGTACTGGCA
CGAGAAACGAGGATGATCTGACCTACAAGCTTGGTGACATTATCCGCGCCAAC
GGTAATGTCAAGCAGGCCATTCGTGAAGGATCACCGCAACACATCGCGCGTGA
TTTTGAGGAGCTGCTGCAGTACCATGTTGCCACCTACATGGACAACGAAATTG
CCGG

Ek.18 LdA 6’nin 18S Rpb1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCTGCGATGTCGTTGTCCATGTAGGTGGCAACATGGTACTGCAGCAGCTCCTCA
AAATCACGCGCGATGTGTTGCGGTGATCCTTCACGAATGGCCTGCTTGACATTA
CCGTTGGCGCGGATAATGTCACCAAGCTTGTAGGTCAGATCATCCTCGTTTCTC
GTGCCAGTACCAGTACCATCCATGGAAATACTAGGACGCACGGGAGGAGGGG
GTACAGGCAGGACAGTGATGATCATCCACTCGGGACGAGCATAGTCTGAGTTA
AGACCAATATTGTGCAGATCGCGCTTAGAGATGCGGCGAAGGATACCATGCGC
CATCTCGGCGCTGATATTAACCGTCTCTTTCCTCTTGGGACCCTCTTCCGAAGT
AACCTCGAAGGCAGCTTTGAGTTGCAGCGCGGCCTGTCTCACCTGCGGCTGCA
TATTGCCACATCCGCCATGTCCTTCGAGAACGACGTTCTTGACACCTGGAGCGA
ACTCTTCGTCTTTATTCTTGTCTTGCCGCTCCTCATTCTCGCATTTGCGCTTCTTC
TTGCATACGGCCCAAACGCGCTTGAATCGGAGTTTCGGATCGCGAGTATGAAT
AGCTGTGACGAATTCGGGATCGCTCTGATAATGCACGTTAGCATCCAGCAAGC
TCCAAAGCTTCATGGAGTAAAGGGAAGACCAACTTCATCGGCCAACACTTTGC
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TGCAGTTGTGGCAGACAATCTCCAAAACCTTTTTCACTTTCTTGATGAAACCAG
GGTGATAGACAGGTTTCGCCAGCTCTATATGGCCGAAATGCCCCGGACACTC

Ek.19 LdT 7’nin 18S Rpb1 Gen Bélgesinin Baz Sirasi

CCAGCAATTTCGTTGTCCATATAGGTGGCAACATGGTACTGCAGCAGCTCCTCA
AAATCACGCGCGATGTGTTGCGGTGATCCTTCACGAATGGCCTGCTTGACATTA
CCGTTGGCGCGGATAATGTCACCAAGCTTGTAGGTCAGATCATCCTCGTTTCTC
GTGCCAGTACCAGTACCATCCATGGAAATACTAGGACGCACGGGAGGAGGGG
GTACAGGCAGGACAGTGATGATCATCCACTCGGGACGAGCATAGTCTGAGTTA
AGACCAATATTGTGCAGATCGCGCTCAGAGATGCGGCGAAGGATACCATGCGC
CATCTCGGCGCTGATATTAACCGTCTCTTTCCTCTTGGGACCCTCTTCCGAAGT
AACCTCGAAGGCAGCTTTGAGTTGCAGCGCGGCCTGTCTCACCTGCGGCTGCA
TATTGCCACATCCGCCATGTCCTTCGAGAACGACGTTCTTGACACCTGGAGCGA
ACTCTTCGTCTTTATTCTTGTCTTGCCGCTCCTCATTCTCGCATTTGCGCTTCTTC
TTGCATACGGCCCAAACGCGCTTGAATCGGAGTTTCGGATCGCGAGTATGAAT
AGCTGTGACGAATTCGGGATCGCTCTGATAATGCACGTTAGCATCCAGCAAGC
TCCAAAGCTTCATGGAGTAAAGGGAAGACCAACTTCATCGGCCAACACTTTGC
TGCAGTTGTGGCAGACAATCTCCAAAACCTTTTTCACTTTCTTGATGAAACCAG
GGTGATAGACAGGTTTCGCCAGCTCTATATGGCCAAAATGTCCTGGACACTC

Ek.20 LdT 8’in 18S Rpb1 Gen Boélgesinin Baz Sirasi

CCAGCAATCTCGTTGTCCATGTAGGTGGCAACATGGTACTGCAGCAGCTCCTC
AAAATCACGCGCGATGTGTTGCGGTGATCCTTCACGAATGGCCTGCTTGACATT
ACCGTTGGCGCGGATAATGTCACCAAGCTTGTAGGTCAGATCATCCTCGTTTCT
CGTGCCAGTACCAGTACCATCCATGGAAATACTAGGACGCACGGGAGGAGGG
GGTACAGGCAGGACAGTGATGATCATCCACTCGGGACGAGCATAGTCTGAGTT
AAGACCAATATTGTGCAGATCGCGCTCAGAGATGCGGCGAAGGATACCATGCG
CCATCTCGGCGCTGATATTAACCGTCTCTTTCCTCTTGGGACCCTCTTCCGAAG
TAACCTCGAAGGCAGCTTTGAGTTGCAGCGCGGCCTGTCTCACCTGCGGCTGC
ATATTGCCACATCCGCCATGTCCTTCGAGAACGACGTTCTTGACACCTGGAGCG
AACTCTTCGTCTTTATTCTTGTCTTGCCGCTCCTCATTCTCGCATTTGCGCTTCTT
CTTGCATACGGCCCAAACGCGCTTGAATCGGAGTTTCGGATCGCGAGTATGAA
TAGCTGTGACGAATTCGGGATCGCTCTGATAATGCACGTTAGCATCCAGCAAG
CTCCAAAGCTTCATGGAGTAAAGGGAAGACCAACTTCATCGGCCAACACTTTG
CTGCAGTTGTGGCAGACAATCTCCAAAACCTTTTTCACTTTCTTGATGAAACCA
GGGTGATAGACAGGTTTCGCCAGCTCTATATGGCCAAAATGCCCCGGACACTC

Ek.21 LdT 9’un 18S Rpb1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCGGCGATGTCGTTGTCCATATAGGTGGCAACATGGTACTGCAGCAGCTCCTC
AAAATCACGCGCGATGTGTTGCGGTGATCCTTCACGAATGGCCTGCTTGACATT
ACCGTTGGCGCGGATAATGTCACCAAGCTTGTAGGTCAGATCATCCTCGTTTCT
CGTGCCAGTACCAGTACCATCCATGGAAATACTAGGACGCACGGGAGGAGGG
GGTACAGGCAGGACAGTGATGATCATCCACTCGGGACGAGCATAGTCTGAGTT
AAGACCAATATTGTGCAGATCGCGCTCAGAGATGCGGCGAAGGATACCATGCG
CCATCTCGGCGCTGATATTAACCGTCTCTTTCCTCTTGGGACCCTCTTCCGAAG
TAACCTCGAAGGCAACTTTGAGTTGCAGCGCGGCCTGTCTCACCTGCGGCTGC
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ATATTGCCACATCCGCCATGTCCTTCGAGAACGACGTTCTTGACACCTGGAGCG
AACTCTTCGTCTTTATTCTTGTCTTGCCGCTCCTCATTCTCGCATTTGCGCTTCTT
CTTGCATACGGCCCAAACGCGCTTGAATCGGAGTTTCGGATCGCGAGTATGAA
TAGCTGTGACGAATTCGGGATCGCTCTAATAATGCACGTTAGCATCCAGCAAG
CTCCAAAGCTTCATGGAGTAAAGGGAAGACCAACTTCATCGGCCAACACTTTG
CTGCAGTTGTGGCAGACAATCTCCAAAACCTTTTTCACTTTCTTGATGAAACCA
GGGTGATAGACAGGTTTCGCCAGCTCTATATGGCCGAAATGCCCCGGACATTC

Ek.22 LdT 10’un 18S Rpb1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CCCGCGATTTCGTTGTCCATATAGGTGGCAACATGGTACTGCAGCAGCTCCTCA
AAATCACGCGCGATGTGTTGCGGTGATCCTTCACGAATGGCCTGCTTGACATTA
CCGTTGGCGCGGATAATGTCACCAAGCTTGTAGGTCAGATCATCCTCGTTTCTC
GTGCCAGTACCAGTACCATCCATGGAAATACTAGGACGCACGGGAGGAGGGG
GTACAGGCAGGACAGTGATGATCATCCACTCGGGACGAGCATAGTCTGAGTTA
AGACCAATATTGTGCAGATCGCGCTCAGAGATGCGGCGAAGGATACCATGCGC
CATCTCGGCGCTGATATTAACCGTCTCTTTCCTCTTGGGACCCTCTTCCGAAGT
AACCTCGAAGGCAGCTTTGAGTTGCAGCGCGGCCTGTCTCACCTGCGGCTGCA
TATTGCCACATCCGCCATGTCCTTCGAGAACGACGTTCTTGACACCTGGAGCGA
ACTCTTCGTCTTTATTCTTGTCTTGCCGCTCCTCATTCTCGCATTTGCGCTTCTTC
TTGCATACGGCCCAAACGCGCTTGAATCGGAGTTTCGGATCGCGAGTATGAAT
AGCTGTGACGAATTCGGGATCGCTCTGATAATGCACGTTAGCATCCAGCAAGC
TCCAAAGCTTCATGGAGTAAAGGGAAGACCAACTTCATCGGCCAACACTTTGC
TGCAGTTGTGGCAGACAATCTCCAAAACCTTTTTCACTTTCTTGATGAAACCAG
GGTGATAGACAGGTTTCGCCAGCTCTATATGGCCAAAATGCCCCGGACACT

Ek.23 LdA 11’in 18S Rpb1 Gen Boélgesinin Baz Sirasi

CCCGCAATGTCATTGTCCATATAGGTGGCAACATGGTACTGCAGCAGCTCCTC
AAAATCACGCGCGATGTGTTGCGGTGATCCTTCACGAATGGCCTGCTTGACATT
ACCGTTGGCGCGGATAATGTCACCAAGCTTGTAGGTCAGATCATCCTCGTTTCT
CGTGCCAGTACCAGTACCATCCATGGAAATACTAGGACGCACGGGAGGAGGG
GGTACAGGCAGGACAGTGATGATCATCCACTCGGGACGAGCATAGTCTGAGTT
AAGACCAATATTGTGCAGATCGCTCTCAGAGATGCGGCGAAGGATACCATGCG
CCATCTCGGCGCTGATATTAACCGTCTCTTTCCTCTTGGGACCCTCTTCCGGAG
TAACCTCGAAGGCAGCTTTGAGTTGCAGCGCGGCCTGTCTCACCTGCGGCTGC
ATATTGCCACATCCGCCATGTCCTTCGAGAACGACGTTCTTGACACCTGGAGCG
AACTCTTCGTCTTTATTCTTGTCTTGCCGCTCCTCATTCTCGCATTTGCGCTTCTT
CTTGCATACGGCCCAAACGCGCTTGAATCGGAGTTTCGGATCGCGAGTATGAA
TAGCTGTGACGAATTCGGGATCGCTCTGATAATGCACGTTAGCATCCAGCAAG
CTCCAAAGCTTCATGGAGTAAAGGGAAGACCAACTTCATCGGCCAACACTTTG
CTGCAGTTGTGGCAGACAATCTCCAAAACCTTTTTCACTTTCTTGATGAAACCA
GGGTGATAGACAGGTTTCGCCAGCTCTATATGGCCGAAATGCCCCGGACAC

Ek.24 LdA 12’nin 18S Rpb1 Gen Bélgesinin Baz Sirasi

CCCGCTATATCGTTGTCCATGTAGGTGGCAACATGGTACTGCAGCAGCTCCTCA
AAATCACGCGCGATGTGTTGCGGTGATCCTTCACGAATGGCCTGCTTGACATTA
CCGTTGGCGCGGATAATGTCACCAAGCTTGTAGGTCAGATCATCCTCGTTTCTC
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GTGCCAGTACCAGTACCATCCATGGAAATACTAGGACGCACGGGAGGAGGGG
GTACAGGCAGGACAGTGATGATCATCCACTCGGGACGAGCATAGTCTGAGTTA
AGACCAATATTGTGCAGATCGCGCTCAGAGATGCGGCGAAGGATACCATGCGC
CATCTCGGCGCTGATATTAACCGTCTCTTTCCTCTTGGGACCCTCTTCCGAAGT
AACCTCGAAGGCAGCTTTGAGTTGCAGCGCGGCCTGTCTCACCTGCGGCTGCA
TATTGCCACATCCGCCATGTCCTTCGAGAACGACGTTCTTGACACCTGGAGCGA
ACTCTTCGTCTTTATTCTTGTCTTGCCGCTCCTCATTCTCGCATTTGCGCTTCTTC
TTGCATACGGCCCAAACGCGCTTGAATCGGAGTTTCGGATCGCGAGTATGAAT
AGCTGTGACGAATTCGGGATCGCTCTGATAATGCACGTTAGCATCCAGCAAGC
TCCAAAGCTTCATGGAGTAAAGGGAAGACCAACTTCATCGGCCAACACTTTGC
TGCAGTTGTGGCAGACAATCTCCAAAACCTTTTTCACTTTCTTGATGAAACCAG
GGTGATAGACAGGTTTCGCCAGCTCTATATGGCCAAAGTGACCCGGACACTC

Ek.25 LdA 1’in 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TGGGTAAGGAGGACAAGACTCACATCAACGTCGTCGTTATCGGGTGCGTTTAA
CGCTGAACGCCTTCGACCTCGACGAGCAATAAATACTGACCACCAGACAGCCA
CGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACCGTAAGTTTTTTCAACGGTCGAGTGGCTTT
TGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAGAGC
TAACTCATGTATACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAA
GCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCTACT
GTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTGCGCAATTTTTTTTTCGTCGTATCGCGCT
GGCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCCTTA
TCAATTCAGTGGGGCCAGTGAGAGTACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCCC
CCCATCTATTAGGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAGATATCGCGTGCACTCAGCCA
ACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCC
TTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTAT
CACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCACGTCACCGT
CATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATTCCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTC
CCAGGCCGATTGCGCTATTCTCATCATCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGC
TGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACCCT
CGGTGTCAAGCAGCTCATTGTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGT
CCGAGGCCCGTTACCAGGAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGAAG
GTTGGCTACAACCCCAAGGCTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGC
GACAACATGCTTGAGCCCTCCAGCAACTGTCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAA
GGAGACTAAGGCTGGCAAGTCTACTGGCAAGACCCTTCTCGAGGCCATCGACG
CCATTGAGCCCCCCAAGCGTCCTACCGACAAGCCTCTCCGTCTTCCC

Ek.26 LdA 2’nin 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TGGGTAAGGAGGACAAGACTCACATCAACGTCGTCGTTATCGGGTGCGTTTAA
CGCTGAACGCCTTCGACCTCGACGAGCAATAAATACTGACCACCAGACAGCCA
CGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACCGTAAGTTTTTTCAACGGTCGAGTGGCTTT
TGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAGAGC
TAACTCATGTATACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAA
GCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCTACT
GTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTGCGCAATTTTTTTTCGTCGTATCGCGCTG
GCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCCTTAT
CAATTCAGTGGGGCCAGTGAGAGTACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCCCC
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TCATCTATTAGGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAGATATCGCGTGCACTCAGCCAA
CAGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCT
TCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATC
ACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCACGTCACCGTC
ATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCC
CAGGCCGATTGCGCTATTCTCATCATCGCCGCCGGTGCTGGTGAGTTCGAGGCT
GGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACCCT
CGGTGTCAAGCAGCTCATTGTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGT
CCGAGGCCCGTTACCAGGAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGAAG
GTTGGCTACAACCCCAAGGCTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGC
GACAACATGCTTGAGCCCTCCAGCAACTGTCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAA
GGAGACTAAGGCTGGCAAGTCTACTGGCAAGACCCTTCTCGAGGCCATCGACG
CCATTGAGCCCCCCAAGCGTCCTACCGACAAGCCTCTCCGTCTTCCCCTCCAGG
ATGTTTACAAGATCGGTGGTATCGGCACTG

Ek.27 LdA 3’iin 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CAGTGCCGATACCACCGATCTTGTAAACATCCTGGAGGGGAGGACGGAGAGG
CTTGTCGGTAGGACGCTTGGGGGGCTCAATGGCGTCGATGGCCTCGAGAAGGG
TCTTGCCAGTAGACTTGCCAGCCTTAGTCTCCTTCTCCCAACCCTTGTACCAGG
GACAGTTGCTGGAGGGCTCAAGCATGTTGTCGCCGTTGAAACCGGAGATGGGG
ACGAAAGCAACAGCCTTGGGGTTGTAGCCAACCTTCTTGATGAAGCTGGAAGT
CTCCTTGATGATTTCCTGGTAACGGGCCTCGGACCACTTGGTGGTGTCCATCTT
GTTGATGGCAACAATGAGCTGCTTGACACCGAGGGTGAAGGCGAGCAGAGCG
TGCTCACGGGTCTGGCCATCCTTGGAGATACCAGCCTCGAACTCACCAGTACC
GGCGGCGATGATGAGAATAGCGCAATCGGCCTGGGAAGTACCAGTAATCATGT
TCTTGATGAAATCACGGTGACCGGGAGCATCAATGACGGTGGCGTGGTACTTG
GGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCGATATCAATGGTGATACCACGCTCACGCTC
GGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGCATACTTGAAGGAACCCTTGCCGAGTT
CAGCGGCTTCCTGTAGACGGTAGGTTAGCGATCTGTTGGCTGAGTGCACGCGA
TATCTCTTCTTCTGCTGCTTCGACCTAATAGATGAGGGGAAAGCTTGCGACAAG
GTGGCGGGGTACTCTCACTGGCCCCACTGAATTGATAAGGCACTGAAAATTTT
TGCCGCAGCGAGGAGGGGTAGTGAGTGCTGGTGGCCAGCGCGATACGACGAA
AAAAAAATTGCGCAGCAAGCGATCAAGGTCCATTTGACAGTAGAAAAGAGTT
GGATACTATGCTTACCTTCTCGAACTTCTCAATGGTACGCTTGTCAATACCACC
GCACTGGTAGATCAAGTGACCAGTCTGTATACATGAGTTAGCTCTTTGCTCTCA
GGTACCGGCGAGGCGGAAGATTGCTGGTTCGAGAGCTCAAAAGCCACTCGACC
GTTGAAAAAACTTACGGTGGTAGACTTGCCGGAATCGACGTGGCTGTCTGGTG
GTCAGTATTTATTGCTCGTCGAGGTCGAAGGCGTTCAGCGTTAAACGCACCCG
ATAACGACGACGTTGATGTGAGTCTTGTCCTCCTTACCC

Ek.28 LdA 4’iin 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TGGGTAAGGAGGACAAGACTCACATCAACGTCGTCGTTATCGGGTGCGTTTAA
CGCTGAACGCCTTCGACCTCGACGAGCAATAAATACTGACCACCAGACAGCCA
CGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACCGTAAGTTTTTTCAACGGTCGAGTGGCTTT
TGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAGAGC
TAGCTCATGTATACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAA
GCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCTACT
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GTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTGCGCAATTTTTTTTTCGTCGTATCGCGCT
GGCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCCTTA
TCAATTCAGTGGGGCCAATGAGAGTACCCCGCCACCTTGTCGCAGGCTTTCCC
CTCATCTATTAGGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAGATATCGCGTGCACTCAGCCA
ACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCC
TCCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTAT
CACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCACGTCACCGT
CATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTC
CCAGGCCGATTGCGCTATTCTCATCATCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGC
TGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACCCT
CGGTGTCAAGCAGCTCATTGTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGT
CCGAGGCCCGTTACCAGGAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGAAG
GTTGGCTACAACCCCAAGGCTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGC
GACAACGTGCTTGAGCCCTCCAGCAACTGTCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAA
GGAGACTAAGGCTGGCAAGTCTACTGGCAAGACCCTTCTCGAGGCCATCGACG
CCATTGAGCCCCCCAAGCGTCCTACCGACAAGCCTCTCCGTCTTCCCCTCCAGG
ATGTTTACAAGATGGGTGGT

Ek.29 LdA 5’in 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CTTGTAAACATCCTGGAGGGGAAGACGGAGAGGCTTGTCGGTAGGACGCTTGG
GGGGCTCAATGGCGTCGATGGCCTCGAGAAGGGTCTTGCCAGTAGACTTGCCA
GCCTTAGTCTCCTTCTCCCAACCCTTGTACCAGGGACAGTTGCTGGAGGGCTCA
AGCATGTTGTCGCCGTTGAAACCGGAGATGGGGACGAAAGCAACAGCCTTGG
GGTTGTAGCCAACCTTCTTGATGAAGCTGGAAGTCTCCTTGATGATTTCCTGGT
AACGGGCCTCGGACCACTTGGTGGTGTCCATCTTGTTGATGGCAACAATGAGC
TGCTTGACACCGAGGGTGAAGGCGAGCAGAGCGTGCTCACGGGTCTGGCCATC
CTTGGAGATACCAGCCTCGAACTCACCAGTACCGGCGGCGATAATGAGAATAG
CGCAATCGGCCTGGGAAGTACCAGTAATCATGTTCTTGATGAAATCACGGTGA
CCGGGAGCATCAATGACGGTGACGTGGTACTTGGGAGTCTCGAACTTCCAGAG
AGCGATATCAATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAA
CCCAGGCATACTTGAAGGAACCCTTGCCGAGTTCAGCGGCTTCCTGTAGACGG
TAGGTTAGCGATCTGTTGGCTGAGTGCACGCGATATCTCTTCTTCTGCTGCTTC
GACCTAATAGATGAGGGGAAAGCTTGCGACAAGGTGGCGGGGTACTCTCACTG
GCCCCACTGAATTGATAAGGCACTGAAAATTTTTGCCGCAGCGAGGAGGGGTA
GTGAGTGCTGGTGGCCAGCGCGATACGACGAAAAAAAAATTGCGCAGCAAGC
GATCAAGGTCCATTTGACAGTAGAAAAGAGTTGGATACTATGCTTACCTTCTC
GAACTTCTCAATGGTACGCTTGTCAATACCACCGCACTGGTAGATCAAGTGAC
CAGTCTGTATACATGAGTTAGCTCTTTGCTCTCAGGTACCGGCGAGGCGGAAG
ATTGCTGGTTCGAGAGCTCAAAAGCCACTCGACCGTTGAAAAAACTTACGGTG
GTAGACTTGCCGGAATCGACGTGGCTGTCTGGTGGTCAGTATTTATTGCTCGTC
GAGGTCGAAGGCGTTCGGCGTTAAACGCACCCGATAACGACGACGTTGATGTG
AGTCTTGTCCTCCTTAC

Ek.30 LdA 6’nmin 18S EF1-a Gen Bélgesinin Baz Sirasi
TATGGGTAAGGAGGACAAGACTCACATCAACGTCGTCGTTATCGGGTGCGTTT

AACGCTGAACGCCTTCGACCTCGACGAGCAATAAATACTGACCACCAGACAGC
CACGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACCGTAAGTTTTTTTCAACGGTCGAGTGGC
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TTTTGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAG
AGCTAACTCATGTATACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGA
CAAGCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTC
TACTGTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTGCGCAATTTTTTTTTCGTCGTATCGC
GCTGGCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCC
TTATCAATTCAGTGGGGCCAGTGAGAGTACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTC
CCCTCATCTATTAGGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAGATATCGCGTGCACTCAGC
CAACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTT
CCTTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGT
ATCACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCACGTCGCC
GTCATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACT
TCCCAGGCCGATTGCGCTATTCTCATCATCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAG
GCTGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCAC
CCTCGGTGTCAAGCAGCTCATTGTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGT
GGTCCGAGGCCCGTTACCAGGAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAG
AAGGTTGGCTACAACCCCAAGGCTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAAC
GGCGACAACATGCTTGAGCCCTCCAGCAACTGTCCCTGGTACAAGGGTTGGGA
GAAGGAGACCAAGGCTGGCAAGTCTACTGGCAAGACCCTTCTCGAGGCCATCG
ACGCCATTGAGCCCCCCAAGCGTCCTACCGACAAGCCTCTCCGTCTTCCCCTCC
AGGATGTTTACAAGATCGGTGGTATCGGCACAGT

Ek.31 LdT 7’nin 18S EF1-0 Gen Boélgesinin Baz Sirasi

TGGGTAAGGAGGACAAGACTCACATCAACGCCGTCGTTATCGGGTGCGTTTAA
CGCTGAACGCCTTCGACCTCGACGAGCAATAAATACTGACCACCAGACAGCCA
CGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACCGTAAGTTTTTTCAACGGTCGAGTGGCTTT
TGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAGAGC
TAACTCATGTATACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAA
GCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCTACT
GTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTGCGCAATTTTTTTTTCGTCGTATCGCGCT
GGCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCCTTA
TCAATTCAGTGGGGCCAGTGAGAGTACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCCC
CTCATCTATTAGGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAGATATCGCGTGCACTCAGCCA
ACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCC
TTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTAT
CACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCACGTCACCGT
CATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTC
CCAGGCCGATTGCGCTATTCTCATCATCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGC
TGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACCCT
CGGTGTCAAGCAGCTCATTGTTGCCATCAGCAAGATGGACACCACCAAGTGGT
CCGAGGCCCGTTACCAGGAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGAAG
GTTGGCTACAACCCCAAGGCTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGC
GACAACATGCTTGAGCCCTCCAGCAACTGTCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAA
GGAGACTAAGGCTGGCAAGTCTACTGGCAAGACCCTTCTCGAGGCCATCGACG
CCATTGAGCCCCCCAAGCGTCCTACCGACAAGCCTCTCCGTCTTCCCCTCCAGG
ATGTTTACAAGATCGGTGGTATCGGCACGG

Ek.32 LdT 8’in 18S EF1-a Gen Boélgesinin Baz Sirasi
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TGGGTAAGGAGGACAAGACTCACATCAACGTCGTCGTTATCGGGTGCGTTTAA
CGCTGAACGCCTTCGACCTCGACGAGCAATAAATACTGACCACCAGACAGCCA
CGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACCGTAAGTTTTTTCAACGGTCGAGTGGCTTT
TGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAGAGC
TAACTCATGTATACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAA
GCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCTACT
GTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTGCGCAATTTTTTTTTTTCGTCGTATCGCGC
TGGCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCCTT
ATCAATTCAGTGGGGCCAGTGAGAGTACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCC
CCTCATCTATTAGGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAGATATCGCGTGCACTCAGCC
AACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTC
CTTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTA
TCACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACCCCCAAGTACCACGTCACC
GTCATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACT
TCCCAGGCCGATTGCGCTATTCTCATCATCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAG
GCTGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCAC
CCTCGGTGTCAAGCAGCTCATTGTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGT
GGTCCGAGGCCCGTTACCAGGAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAG
AAGGTTGGCTACAACCCCAAGGCTGTAGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAAC
GGCGACAACATGCTTGAGCCCTCCAGCAACTGTCCCTGGTACAAGGGTTGGGA
GAAGGAGACTAAGGCTGGCAAGTCTACTGGCAAGACCCTTCTCGAGGCCATCG
ACGCCATTGAGCCCCCCAAGCGTCCTACCGACAAGCCTCTCCGTCTTCCCCTCC
AGGATGTTTACAAGATGGGTGGT

Ek.33 LdT 9’un 18S EF1-a Gen Boélgesinin Baz Sirasi

TGGGTAAGGAGGACAAGACTCACATCAACGTCGTCGTTATCGGGTGCGTTTAA
CGCTGAACGCCTTCGACCTCGACGAGCAATAAATACTGACCACCAGACAGCCA
CGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACCGTAAGTTTTTTCAACGGTCGAGTGGCTTT
TGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCATAGAGC
TAACTCATGTATACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAA
GCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCTACT
GTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTGCGCAATTTTTTTTTCGTCGTATCGCGCT
GGCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCCTTA
TCAATTCAGTGGGGCCAGTGAGAGTACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCCC
CTCATCTATTAGGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAGATATCGCGTGCACTCAGCCA
ACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCC
TTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTAT
CACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCACGTCACCGT
CATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTC
CCAGGCCGATTGCGCTATTCTCATCATCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGC
TGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACCCT
CGGTGTCAAGCAGCTCATTGTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGT
CCGAGGCCCGTTACCAGGAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGAAG
GTTGGCTACAACCCCAAGGCTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGC
GACAACATGCTTGAGCCCTCCAGCAACTGTCCCTGGTACAAGGGTTGGGGGAA
GGAGACTAAGGCTGGCAAGTCTACTGGCAAGACCCTTCTCGAGGCCATCGACG
CCATTGAGCCCCCCAAGCGTCCTACCGACAAGCCTCTCCGTCTTCCCCTCCAGG
ATGTTTACAAGATGGGTGGTATCGGCACGG
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Ek.34 LdT 10’un 18S EF1-0 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TGGGTAAGGAGGACAAGACTCACATCAACGTCGTCGTTATCGGGTGCGTTTAA
CGCTGAACGCCTTCGACCTCGACGAGCAATAAATACTGACCACCAGACAGCCA
CGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACCGTAAGTTTTTTCAACGGTCGAGTGGCTTT
TGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAGAGC
TAACTCATGTATACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAA
GCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCTACT
GTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTGCGCAATTTTTTTTTCGTCGTATCGCGCT
GGCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCCTTA
TCAATTCAGTGGGGCCAGTGAGAGTACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCCC
CTCATCTATTAGGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAGATATCGCGTGCACTCAGCCA
ACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCC
TTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGGGCGTGAGCGTGGTAT
CACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCACGTCACCGT
CATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTC
CCAGGCCGATTGCGCTATTCTCATCATCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGC
TGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACCCT
CGGTGTCAAGCAGCTCATTGTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGT
CCGAGGCCCGTTACCAGGAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGAAG
GTTGGCTACAACCCCAAGGCTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGC
GACAACATGCTTGAGCCCTCCAGCAACTGTCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAA
GGAGACTAAGGCTGGCAAGTCTACTGGCAAGACCCTTCTCGAGGCCATCGACG
CCATTGAGCCCCCCAAGCGTCCTACCGACAAGCCTCTCCGTCTTCCCCTCCAGG
ATGTTTACAAGATCGGTGGT

Ek.35 LdT 11’in 18S EF1-0 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TATGGGTAAGGAGGACAAGACTCACATCAACGTCGTCGTTATCGGGTGCGTTT
AACGCTGAACGCCTTCGACCTCGACGAGCAATAAATACTGACCACCAGACAGC
CACGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACCGTAAGTTTTTTCAACGGTCGAGTGGCT
TTTGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAGA
GCTAACTCATGTATACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGAC
AAGCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCT
ACTGTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTGCGCAATTTTTTTTTCGTCGTATCGC
GCTGGCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAAAAACTATTAGGTC
GAAGCAGCAGAAGAAGAGATATCGCGTGCACTCAGCCAACAGATCGCTAACC
TACCGTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTATGCCTG
GGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATCG
CTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCACGTCACCGTCATTGATGCTCCCG
GTCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCCCAGGCCGATTGCG
CTATTCTCATCATCGCCGCCGGTACTGGTGAGCTCGAGGCTGGTATCTCCAAGG
ATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACCCTCGGTGTCAAGCAG
CTCATTGTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCCCGTTA
CCAGGAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGAAGGTTGGCTACAACC
CCAAGGCTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGCGACAACATGCTTG



95

AGCCCTCCAGCAACTGTCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAAGGAGACTAAGGCT
GGCAAGTCTACTGGCAAGACCCTTCTCGAGGCCATCGACGCCATTGAGCCCCC
CAAGCGTCCTACCGACAAGCCTCTCCGTCTTCCCCTCCAGGATGTTTACAAGAT
GGGTGGTATCGGCACAGTAGACC

Ek.36 LdT 12’nin 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTGGTAAGGAAGACAAGACTCACATCAACGTCGTCGTTATCGGGTGCGTTTAA
CGCTGAACGCCTTCGACCTCGACGAGCAATAAATACTGACCACCAGACAGCCA
CGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACCGTAAGTTTTTTCAACGGTCGAGTGGCTTT
TGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGCAAAGAGC
TAACTCATGTATACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAA
GCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGTATCCAACTCTTTTCTACT
GTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTGCGCAATTTTTTTTTCGTCGTATCGCGCT
GGCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAAAAATTTTCAGTGCCTTA
TCAATTCAGTGGGGCCAGTGAGAGTACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCCC
CTCATCTATTAGGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAGATATCGCGTGCACTCAGCCA
ACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCC
TTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTAT
CACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACCACGTCACCGT
CATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACCAAGGATG
GCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACCCTCGGTGTCAAGCAGCTC
ATTGTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCCCGTTACCA
GGAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGAAGGTTGGCTACAACCCCA
AGGCTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGCGACAACATGCTTGAGC
CCTCCAGCAACTGTCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAAGGAGACTAAGGCTGGC
AAGTCTACTGGCAAGACCCTTCTCGAGGCCATCGACGCCATTGAGCCCCCCAA
GCGTCCTACCGACAAGCCTCTCCGTCTTCCCCTCCAGGATGTTTACAAGATCGG
TGGTATCGGTACAG

Ek.37 LdA 1’in 18S Bloc Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CGACCCGGCCAACTACTTTGACCAGATTGTCCAGCGGTACTCGACCACCATTC
GCGGCCTGTTCTTTGGCCACACGCACATGGACCATTTCGAAGTCAGCTACTCGG
ACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCA
GCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCC
GACACCTTTGCCATTCTCGATGCCGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCC
GAGTATCAGAAATCCGGGCCGACATGGAAGAAATACTACTCCGCCAAGGAGT
CCTACGGCTCACTACTCTCTCCGCCCATTGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCG
GCTTTCTGGCACAATGTCACTTTTGCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGAC
GAATACGTGTCGCGCAAGAGCCGGGGGTGGATAAAAAAAAGTTGCCAGGGAG
ACTGCAAGAAGGAGGAAATCTGCCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAA
CTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGG
AACGACCGAAGCGTGCGCGTTGCGACAACTCAGTCATGCCCGATATGCTGCGC
CTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGC
GAGCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGGAAGCAGCAACATGTCTCTGTTCATAAGA
GGGCATCAGTTTCGCCCAACTCAACAGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGC
GGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAAGCGGTACCGCGGCCTTGCCCACAGAAAC
CAACGCGCCAAAGTCATTGGCATTTACATTGCAGTGTCCAACCGCACTTTCCAT
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CGTCTTTGTACTGGCTCTCACTCTTGTCCTCCACTGATAGAGTAATACTCACAG
GTCAAATAGTTGACAGTTAAACTCACACAGAAAGAGAAGCTTGTATAAGTAGA
TGGTATCAAATGTATTTATGAAATAATTACCAAAGCCGGAAAACCATATTTAC
AAAGCCGGCGAATATAGCTGTGCACTTCCTGGAGCCGACCACCTCTTGGAGTA
GGTCTGATTAAAGCCCGAGTAGCGACCCAGGCTTGGAGGCAAATCGCCCACCG
CGGTCCCCCAGTTACTCTCATTCTTCCCCAGCGTGAGAACGAGTTCCTTGCCCT
CGGTAAAGAATGAGTGGTCAATCCAGTTCTTTGTGTAGGGCTTGCCGTTGAGC
GTCGCGCTCTGGATATAAATATTCTTGTACGCGGCGTCAAAGTTGACGTTGCGA
ATCTTGGCCGTCTTTCCGGTGACGGGGTGCTTGACGGTCACGCTGGGGAAAAA
GGGCGGCGTGATGAGGTAGACGTCTTGCCCCGGGTTGGGAAAGAGACCCCTCA
TGCTGAAAGCGACAAAGGAGCCCATGGCGCCGCTGTCGTCGTTGCCGGGAAGG
CCCGGAGGGGTCGGCTGGAAGAAGCGCGGAATGTAAAAGTGGCTGCGCTTGG
CGGAGAGGGCAGGACGGCCGGCGTAGTGGTACTGGAAGA

Ek.38 LdA 2’nin 18S Bloc Gen Bdlgesinin Baz Sirasi

CGACCCGGCCAACTACTTTGACAAGATTGTCCAGCGGTACTCGACCACCATTC
GCGGCCTGTTCTTTGGCCACACGCACATGGACCATTTCGAAGTCAGCTACTCGG
ACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCA
GCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCC
GACACCTTTGCCATTCTCGATGCCGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCC
GAGTATCAGAAATCCGGGCCGACATGGAAGAAATACTACTCCGCCAAGGAGT
CCTACGGCTCACTACTCTCTCCGCCCATTGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCG
GCTTTCTGGCACAATGTCACTTTTGCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGAC
GAATACGTGTCGCGCAAGAGCCGGGGGTGGATAAAAAAAAGTTGCCAGGGAG
ACTGCAAGAAGGAGGAAATCTGCCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAA
CTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGG
AACGACCGAAGCGTGCGCGTTGCGACAACTCAGTCATGCCCGATATGCTGCGC
CTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGC
GAGCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGGAAGCAGCAACATGTCTCTGTTCATAAGA
GGGCATCAGTTTCGCCCAACTCAACAGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGC
GGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAAGCAGTACCGCGGCCTTGCCCACAGAAAC
CAACGCGCCAAAGTCATTGGCATTTACATTGCAGTGTCCAACCGCACTTTCCAT
CGTCTTTGTACTGGCTCTCACTCTTGTCCTCCACTGATAGAGTAATACTCACAG
GTCAAATAGTTGACAGTTAAACTCACACAGAAAGAGAAGCTTGTATAAGTAGA
TGGTACCAAATGTATTTATGAAATAATTACCAAAGCCGGAAAACCATATTTAC
AAAGCCGGCGAATATAGCTGTGCACTTCCTGGAGCCGACCACCTCTTGGAGTA
GGTCTGATTAAAGCCCGAGTAGCGACCCAGGCTTGGAGGCAAATCGCCCACCG
CGGTCCCCCAGTTACTCTCATTCTTCCCCAGCGTGAGAACGAGTTCCTTGCCCT
CGGTAAAGAATGAGTGGTCAATCCAGTTCTTTGTGTAGGGCTTGCCGTTGAGC
GTCGCGCTCTGGATATAAATATTCTTGTACGCGGCGTCAAAGTTGACGTTGCGA
ATCTTGGCCGTCTTTCCGGTGACGGGGTGCTTGACGGTCACGCTGGGGAAAAA
GGGCGGCGTGATGAGGTAGACGTCTTGCCCCGGGTTGGGAAAGAGACCCATCA
TGCTGAAAGCGACAAAGGAGCCCATGGCGCCGCTGTCGTCGTTGCCGGGAAGG
CCCGGAGGGGTCGGCTGGAAGAAGCGCGGAATGTAAAAGTGGCTGCGCTTGG
CGGAGAGGGCAGGACGGCCGGCGTAGTGGTACTGGAAGAC

Ek.39 LdA 3’iin 18S Bloc Gen Bolgesinin Baz Siras1
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CGACCCGGCCAACTACTTTGACCAGATTGTCCAGCGGTACTCGACCACCATTC
GCGGCCTGTTCTTTGGCCACACGCACATGGACCATTTCGAAGTCAGCTACTCGG
ACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCA
GCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCC
GACACCTTTGCCATTCTCGATGCCGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCC
GAGTATCAGAAATCCGGGCCGACATGGAAGAAATACTACTCCGCCAAGGAGT
CCTACGGCTCACTACTCTCTCCGCCCATTGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCG
GCTTTCTGGCACAATGTCACTTTTGCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGAC
GAATACGTGTCGCGCAAGAGCCGGGGGTGGATAAAAAAAAGTTGCCAGGGAG
ACTGCAAGAAGGAGGAAATCTGCCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAA
CTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGG
AACGACCGAAGCGTGCGCGTTGCGACAACTCAGTCATGCCCGATATGCTGCGC
CTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGC
GAGCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGGAAGCAGCAACATGTCTCTGTTCATAAGA
GGGCATCAGTTTCGCCCAACTCAACAGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGC
GGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAAGCGGTACCGCGGCCTTGCCCACAGAAAC
CAACGCGCCAAAGTCATTGGCATTTACATTGCAGTGTCCAACCGCACTTTCCAT
CGTCTTTGTACTGGCTCTCACTCTTGTCCTCCACTGATAGAGTAATACTCACAG
GTCAAATAGTTGACAGTTAAACTCACACAGAAAGAGAAGCTTGTATAAGTAGA
TGGTATCAAATGTATTTATGGAATAATTACCAAAGCCGGAAAACCATATTTAC
AAAGCCGGCGAATATAGCTGTGCACTTCCTGGAGCCGACCACCTCTTGGAGTA
GGTCTGATTAAAGCCCGAGTAGCGACCCAGGCTTGGAGGCAAATCGCCCACCG
CGGTCCCCCAGTTACTCTCATTCTTCCCCAGCGTGAGAACGAGTTCCTTGCCCT
CGGTAAAGAATGAGTGGTCAATCCAGTTCTTTGTGTAGGGCTTGCCGTTGAGC
GTCGCGCTCTGGATATAAATATTCTTGTACGCGGCGTCAAAGTTGACGTTGCGA
ATCTTGGCCGTCTTTCCGGTGACGGGGTGCTTGACGGTCACGCTGGGGAAAAA
GGGCGGCGTGATGAGGTAGACGTCTTGCCCCGGGTTGGGAAAGAGACCCATCA
TGCTGAAAGCGACAAAGGAGCCCATGGCGCCGCTGTCGTCGTTGCCGGGAAGG
CCCGGAGGGGTCGGCTGAAAGAAGCGCGGAATGTAAAAGTGGCTGCGCTTGG
CGGAGAGGGCAGGACGGCCGGCGTAGTGGTACTGGAAGACA

Ek.40 LdA 4’iin 18S Bloc Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CGACCCGGCCAACTACTTTGACCAGATTGTCCAGCGGTACTCGACCACCATTC
GCGGCTTGTTCTTTGGCCACACGCACATGGACCATTTCGAAGTCAGCTACTCGG
ACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCA
GCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCCCGCTTTCCGCGTATACGATGTCGATCCC
GACACCTTTGCCATTCTCGATGCCGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCC
GAGTATCAGAAATCCGGGCCGACATGGAAGAAATACTACTCCGCCAAGGAGT
CCTACGGCTCACTACTCTCTCCGCCCATTGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCG
GCTTTCTGGCACAATGTCACTTTTGCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGAC
GAATACGTGTCGCGCAAGAGCCGGGGGTGGATAAAAAAAAGTTGCCAGGGAG
ACTGCAAGAAGGAGGAAATCTGCCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAA
CTGCCACAAGGTTAAGCCCGGTGCGACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGG
AACGACCGAAGCGTGCGCGTTGCGACAACTCAGTCATGCCCGATATGCTGCGC
CTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGC
GAGCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGGAAGCAGCAACATGTCTCTGTTCATAAGA
GGGCATCAGTTTCGCCCAACTCAACAGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGC
GGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAAGCGGTACCGCGGCCTTGCCCACAGAAAC
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CAACGCGCCAAAGTCATTGGCATTTACATTGCAGTGTCCAACCGCACTTTCCAT
CGTCTTTGTACTGGCTCTCACTCTTGTCCTCCACTGATAGAGTAATACTCACAG
GTCAAATAGTTGACAGTTAAACTCACACAGAAAGAGAAGCTTGTATAAGTAGA
TGATATCAAATGTATTTATGAAATAATTACCAAAGCCGGAAAACCATATTTAC
AAAGCCGGCGAATATAGCTGTGCACTTCCTGGAGCCGACCACCTCTTGGAGTA
GGTCTGATTAAAGCCCGAGTAGCGACCCAGGCTTGGAGGCAAATCGCCCACCG
CGGTCCCCCAGTTACTCTCATTCTTCCCCAGCGTGAGAACGAGTTCCTTGCCCT
CGGTAAAGAATGAGTGGTCAATCCAGTTCTTTGTGTAGGGCTTGCCGTTGAGC
GTCGCGCTCTGGATATAAATATTCTTGTACGCGGCGTCAAAGTTGACGTTGCGA
ACCTTGGCCGTCTTTCCGGTGACGGGGTGCTTGACGGTCACGCTGGGGAAAAA
GGGCGGCGTGATGAGGTAGACGTCTTGCCCCGGGTTGGGAAAGAGACCCATCA
TGCTGAAAGCGACAAAGGAGCCCATGGCGCCGCTGTCGTCGTTGCCGGGAAGG
CCCGGAGGGGTCGGCTGGAAGAAGCGCGGAATGTAAAAGTGGCTGCGCTTGG
CGGAGAGGGCAGGACGGCCGGCGTAGTGGTACTGGAAGA

Ek.41 LdA 5’in 18S Bloc Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CGACCCGGCCAACTACTTTGACCAGATTGTCCAGCGGTACTCGACCACCATTC
GCGGCCTGTTCTTTGGCCACACGCACATGGACCATTTCGAAGTCAGCTACTCGG
ACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCA
GCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCC
GACACCTTTGCCATTCTCGATGCCGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCC
GAGTATCAGAAATCCGGGCCGACATGGAAGAAATACTACTCCGCCAAGGAGT
CCTACGGCTCACTACTCTCTCCGCCCATTGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCG
GCTTTCTGGCACAATGTCACTTTTGCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGAC
GAATACGTGTCGCGCAAGAGCCGGGGGTGGATAAAAAAAAGTTGCCAGGGAG
ACCGCAAGAAGGAGGAAATCTGCCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAA
CTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGG
AACGACCGAAGCGTGCGCGTTGCGACAACTCAGTCATGCCCGATATGCTGCGC
CTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGC
GAGCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGGAAGCAGCAACATGTCTCTGTTCATAAGA
GGGCATCAGTTTCGCCCAACTCAACAGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGC
GGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAAGCGGTACCGCGGCCTTGCCCACAGAAAC
CAACGCGCCAAAGTCATTGGCATTTACATTGCAGTGTCCAACCGCACTTTCCAT
CGTCTTTGTACTGGCTCTCACTCTTGTCCTCCACTGATAGAGTAATACTCACAG
GTCAAATAGTTGACAGTTAAACTCACACAGAAAGAGAAGCTTGTATAAGTAGA
TGGTATCAAATGTATTTATGAAATAATTACCAAAGCCGGAAAACCATATTTAC
AAAGCCGGCGAATATAGCTGTGCACTTCCTGGAGCCGACCACCTCTTGGAGTA
GGTCTGATTAAAGCCCGAGTAGCGACCCAGGCTTGGAGGCAAATCGCCCACCG
CGGTCCCCCAGTTACTCTCATTCTTCCCCAGCGTGAGAACGAGTTCCTTGCCCT
CGGTAAAGAATGAGTGGTCAATCCAGTTCTTTGTGTAGGGCTTGCCGTTGAGC
GTCGCGCTCTGGATATAAATATTCTTGTACGCGGCGTCAAAGTTGACGTTGCGA
ATCTTGGCCGTCTTTCCGGTGACGGGGTGCTTGACGGTCACGCTGGGGAAAAA
GGGCGGCGTGATGAGGTAGACGTCTTGCCCCGGGTTGGGAAAGAGACCCATCA
TGCTGAAAGTGACAAAGGAGCCCATGGCGCCGCTGTCGTCGTTGCCGGGAAGG
CCCGGAGGGGTCGGCTGGAAGAAGCGCGGAATGTAAAAGTGGCTGCGCTTGG
CGGAGAGGGCAGGACGGCCGGCGTAGTGGTACTGGAAGA
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Ek.42 LdA 6’nin 18S Bloc Gen Boélgesinin Baz Sirasi

CGACCCGGCCAACTACTTTGACCAGATTGTCCAGCGGTACTCGACCACCATTC
GCGGCCTGTTCTTTGGCCACACGCACATGGACCATTTCGAAGTCAGCTACTCGG
ACCACTCGAAGCGCGACGCATCGCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCA
GCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCC
GACACCTTTGCCATTCTCGATGCCGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCC
GAGTATCAGAAATCCGGGCCGACATGGAAGAAATACTACTCCGCCAAGGAGT
CCTACGGCTCACTACTCTCTCCGCCCATTGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCG
GCTTTCTGGCACAATGTCACTTTTGCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGAC
GAATACGTGTCGCGCAAGAGCCGGGGGTGGATAAAAAAAAGTTGCCAGGGAG
ACTGCAAGAAGGAGGAAATCTGCCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAA
CTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGG
AACGACCGAAGCGTGCGCGTTGCGACAACTCAGTCGTGCCCGATATGCTGCGC
CTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGC
GAGCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGGAAGCAGCAACATGTCTCTGTTCATAAGA
GGGCATCAGTTTCGCCCAACTCAACAGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGC
GGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAAGCGGTACCGCGGCCTTGCCCACAGAAAC
CAACGCGCCAAAGTCATTGGCATTTACATTGCAGTGTCCAACCGCACTTTCCAT
CGTCTTTGTACTGGCTCTCACTCTTGTCCTCCACTGATAGAGTAATACTCACAG
GTCAAATAGTTGACAGTTAAACTCACACAGAAAGAGAAGCTTGTATAAGTAGA
TGATATCAAATGTATTTATGAAATAATTACCAAAGCCGGAAAACCATATTTAC
AAAGCCGGCGAATATAGCTGTGCACTTCCTGGAGCCGACCACCTCTTGGAGTA
GGTCTGATTAAAGCCCGAGTAGCGACCCAGGCTTGGAGGCAAATCGCCCACCG
CGGTCCCCCAGTTACTCTCATTCTTCCCCAGCGTGAGAACGAGTTCCTTGCCCT
CGGTAAAGAATGAGTGGTCAATCCAGTTCTTTGTGTAGGGCTTGCCGTTGAGC
GTCGCGCTCTGGATATAAATATTCTTGTACGCGGCGTCAAAGTTGACGTTGCGA
ATCTTGGCCGTCTTTCCGGTGACGGGGTGCTTGACGGTCACGCTGGGGAAAAA
GGGCGGCGTGATGAGGTAGACGTCTTGCCCCGGGTTGGGAAAGAGACCCATCA
TGCTGAAAGCGACAAAGGAGCCCATGGCGCCGCTGTCGTCGTTGCCGGGAAGG
CCCGGAGGGGTCGGCTGGAAGAAGCGCGGAATGTAAAAGTGGCTGCGCTTGG
CGGAGAGGGCAGGACGGCCGGCGTAGTGGTACTGGAAGACAAGACTGGA

Ek.43 LdT 7’nin 18S Bloc Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CGACCCGGCCAACTACTTTGACCAGATTGTCCAGCGGTACTCGACCACCATTC
GCGGCCTGTTCTTTGGCCACACGCACATGGACCATTTCGAAGTCAGCTACTCGG
ACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCA
GCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCC
GACACCTTTGCCATTCTCGATGCCGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCC
GAGTATCAGAAATCCGGGCCGACATGGAAGAAATACTACTCCGCCAAGGAGT
CCTACGGCTCACTACTCTCTCCGCCCATTGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCG
GCTTTCTGGCACAATGTCACTTTTGCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGAC
GAATACGTGTCGCGCAAGAGCCGGGGGTGGATAAAAAAAGTTGCCAGGGAGA
CTGCAAGAAGGAGGAAATCTGCCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAAC
TGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGGA
ACGACCGAAGCGTGCGCGTTGCGACAACTCAGTCATGCCCGATATGCTGCGCC
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TGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGCG
AGCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGGAAGCAGCAACATGTCTCTGTTCATAAGAG
GGCATCAGTTTCGCCCAACTCAACAGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGCG
GCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAAGCGGTACCGCGGCCTTGTCCACAGAAACC
AACGCGCCAAAGTCATTGGCATTTACATTGCAGTGTCCAATCGCACTTTCCATC
GTCTTTGTACTGGCTCTCACTCTTGTCCTCCACTGATAGAGTAATACTCACAGG
TCAAATAGTTGACAGTTAAACTCACACAGAAAGAGAAGCTTGTATAAGTAGAT
GGTATCAAATGTATTTATGAAATAATTACCAAAGCCGGAAAACATATTTACAA
AGCCGGCGAATATAGCTGTGCACTTCCTGGAGCCGACCACCTCTTGAAGAAGT
AGGTCTGATTAAAGCCCGAGTAGCGACCCAGGCTTGGAGGCAAATCGCCCACC
GCGGTCCCCCAGTTACTCTCATTCTTCCCCAGCGTGAGAACGAGTTCCTTGCCC
TCGGTAAAGAATGAGTGGTCAATCCAGTTCTTTGTGTAGGGCTTGCCGTTGAGC
GTCGCGCTCTGGATATAAATATTCTTGTACGCGGCGTCAAAGTTGACGTTGCGA
ATCTTGGCCGTCTTTCCGGTGACGGGGTGCTTGACGGTCACGCTGGGGAAAAA
GGGCGGCGTGATGAGGTAGACGTCTTGCCCCGGGTTGGGAAAGAGACCCATCA
TGCTGAAAGCGACAAAGGAGCCCATGGCGCCGCTGTCGTCGTTGCCGGGAAGG
CCCGGAGGGGTCGGCTGGAAGAAGCGCGGAATGTAAAAGTGGCTGCGCTTGG
CGGAGAGGGCAGGACGGCCGGCGTAGTGGTACTGGAAGA

Ek.44 LdT 8’in 18S Bloc Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CGACCCGGCCAACTACTTTGACCAGATTGTCCAGCGGTACTCGACCACCATTC
GCGGCCTGTTCTTTGGCCACACGCACATGGACCATTTCGAAGTCAGCTACTCGG
ACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCA
GCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCC
GACACCTTTGCCATCCTCGATGCCGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCC
GGGTATCAGAAATCCGGGCCGACAAGGAAGAAATACTACTCCGCCAAGGAGT
CCTACGGCTCACTACTCTCTCCGCCCATTGCGGCCGAGGCCGAGCCCACACCG
GCTTTCTGGCACAATGTCACTTTTGCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGAC
GAATACGTGTCGCGCAAGAGCCGGGGGTGGATAAAAAAAAGTTGCCAGGGAG
ACTGCAAGAAGGAGGAAATCTGCCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAA
CTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGG
AACGACCGAAGCGTGCGCGTTGCGACAACTCAGTCATGCCCGATATGCTGCGC
CTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGC
GAGCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGGAAGCAGCAACATGTCTCTGTTCATAAGA
GGGCATCAGTTTCGCCCAACTCAACAGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGC
GGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAAGCGGTACCGCGGCCTTGCCCACAGAAAC
CAACGCGCCAAAGTCATTGGCATTTACATTGCAGTGTCCAACCGCACTTTCCAT
CGTCTTTGTACTGGCTCTCACTCTTGTCCTCCACTGATAGAGTAATACTCACAG
GTCAAATAGTTGACAGTTAAACTCACACAGAAAGAGAAGCTTGTATAAGTAGA
TGGTATCAAATGTATTTATGAAATAATTACCAAAGCCGGAAAACCATATTTAC
AAAGCCGGGCGAATATAGCTGTGCACTTCCTGGAGCCGACCACCTCTTGGAGT
AGGTCTGATTAAAGCCCGAGTAGCGACCCAGGCTTGGAGGCAAATCGCCCACC
GCGGTCCCCCAGTTACTCTCATTCTTCCCCAGCGTGAGAACGAGTTCCTTGCCC
TCGGTAAAGAATGAGTGGTCAATCCAGTTCTTTGTGTAGGGCTTGCCGTTGAGC
GTCGCGCTCTGGATATAAATATTCTTGTACGCGGCGTCAAAGTTGACGTTGCGA
ATCTTGGCCGTCTTTCCGGTGACGGGGTGCTTGACGGTCACGCTGGGGAGAAA
GGGCGGCGTGATGAGGTAGACGTCTTGCCCCGGGTTGGGAAAGAGACCCATCA
TGCTGAAAGCGACAAAGGAGCCCATGGCGCCGCTGTCGTCGTTGCCGGGAAGG
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CCCGGAGGGGTCGGCTGGAAGAAGCGCGGAATGTAAAAGTGGCTGCGCTTGG
CGGAGAGGGCAGGACGGCCGGCGTAGTGGTACTGGAAGAC

Ek.45 LdT 9’un 18S Bloc Gen Bélgesinin Baz Sirasi

CGACCCGGCCAACTACTTTGACCAGATTGTCCAGCGGTACTCGACCACCATTC
GCGGCCTGTTCTTTGGCCACACGCACATGGACCATTTCGAAGTCAGCTACTCGG
ACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCA
GCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCC
GACACCTTTGCCATTCTCGATGCCGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCC
GAGTATCAGAAATCCGGGCTGACATGGAAGAAATACTACTCCGCCAAGGAGTC
CTACGGCTCACTACTCTCTCCGCCCATTGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCGG
CTTTCTGGCACAATGTCACTTTTGCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGACG
AATACGTGTCGCGCAAGAGCCGGGGGTGGATAAAAAAAAGTTGCCAGGGAGA
CTGCAAGAAGGAGGAAATCTGCCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAAC
TGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGGA
ACGACCGAAGCGTGCGCGTTGCGACAACCAGTCATGCCCGATATGCTGCGCCT
GCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGCGA
GCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGGAAGCAGCAACATGTCTCTGTTCATAAGAGG
GCATCAGTTTCGCCCAACTCAACAGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGCGG
CTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAAGCGGTACCGCGGCCTTGCCCACAGAAACCA
ACGCGCCAAAGTCATTGGCATTTACATTGCAGTGTCCAACCGCACTTTCCATCG
TCTTTGTACTGGCTCTCACTCTTGTCCTCCACTGATAGGGTAATACTCACAGGT
CAAATAGTTGACAGTTAAACTCACACAGAAAGAGAAGCTTGTATAAGTAGATG
GTATCAAATGTATTTATGAAATAATTACCAAAGCCGGAAAACCATATTTACAA
AGCCGGCGAATATAGCTGTGCACTTCCTGGAGCCGACCACCTCTTGGAGTAGG
TCTGATTAAAGCCCGAGTAGCGACCCAGGCTTGGAGGCAAATCGCCCACCGCG
GTCCCCCAGTTACTCTCATTCTTCCCCAGCGTGAGAACGAGTTCCTTGCCCTCG
GTAAAGAATGAGTGGTCAATCCAGTTCTTTGTGTAGGGCTTGCCGTTGAGCGTC
GCGCTCTGGATATAAATATTCTTGTACGCGGCGTCAAAGTTGACGTTGCGAATC
TTGGCCGTCTTTCCGGTGACGGGGTGCTTGACGGTCACGCTGGGGAAAAAGGG
CGGCGTGATGAGGTAGACGTCTTGCCCCGGGTTGGGAAAGAGACCCATCATGC
TGAAAGCGACAAAGGAGCCCATGGCGCCGCTGTCGTCGTTGCCGGGAAGGCC
CGGAGGGGTCGGCTGGAAGAAGCGCGGAATGTAAAAGTGGCTGCGCTTGGCG
GAGAGGGCAGGACGGCCGGCGTAGTGGTACTGGAAGA

Ek.46 LdT 10’un 18S Bloc Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GAATTCGATTCGACCCGGCCAACTACTTTGACCAGATTGTCCAGCGGTACTCG
ACCACCATTCGCGGCCTGTTCTTTGGCCACACGCACATGGACCATTTCGAAGTC
AGCTACTCGGACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCACGCCACGGCCATGTCCTA
CATCTGCCCAGCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCCCGCTTTCCGCGTATACGA
CGTCGATCCCGACACCTTTGCCATTCTCGATGCCGTTACCTACATTGCCGACAT
GACCGATCCCGAGTATCAGAAATCCGGGCCGACATGGAAGAAATACTACTCCG
CCAAGGAGTCCTACGGCTCACTACTCTCTCCGCCCATTGCGGCCGAGGCCGAG
CTCACACCGGCTTTCTGGCACAATGTCACTTTTGCTTTTGAAAGCAACGCCACG
CTGTTTGACGAATACGTGTCGCGCAAGAGCCGGGGGTGGATAAAAAAAAGTTG
CCAGGGAGACTGCAAGAAGGAGGAAATCTGCCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGC
CAGAGCAACTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACCTTTGTCAAAAGGGACAA
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TGGCTTGGAACGACCGAAGCGTGCGCGTTGCGACAACTCAGTCATGCCCGATA
TGCTGCGCCTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTGGAGGATCTTCAGGCGAGA
TTCATTGCGAGCGGCGCAAGGATCAAGCCTTGGAAGCAGCAACATGTCTCTGT
TCATAAGAGGGCATCAGTTTCGCCCAACTCAACAGACACTGGTGCGGAATGCG
TGGAGCGCGGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAAGCGGTACCGCGGCCTTGLCC
ACAGAAACCAACGCGCCAAAGTCATTGGCATTTACATTGCAGTGTCCAACCGC
ACTTTCCATCGTCTTTGTACTGGCTCTCACTCTTGTCCTCCACTGATAGAGTAAT
ACTCACAGGTCAAATAGTTGACAGTTAAACTCACACAGAAAGAGAAGCTTGTA
TAAGTAGATGGTATCAAATGTATTTATGAAATAATTACCAAAGCCGGAAAACC
ATATTTACAAAGCCGGCGAATATAGCTGTGCACTTCCTGGAGCCGACCACCTC
TTGGAGTAGGCCTGATTAAAGCCCGAGTAGCGACCCAGGCTTGGAGGCAAATC
GCCCACCGCGGTCCCCCAGTTACTCTCATTCTTCCCCAGCGTGAGAACGAGTTC
CTTGCCCTCGGTAAAGAATGAGTGGTCAATCCAGTTCTTTGTGTAGGGCTTGCC
GTTGAGCGTCGCGCTCTGGATATAAATATTCTTGTACGCGGCGTCAAAGTTGAC
GTTGCGAATCTTGGCCGTCTTTCCGGTGACGGGGTGCTTGACGGTCACGCTGGG
GAAAAAGGGCGGCGTGATGAGGTAGACGTCTTGCCCCGGGTTGGGAAAGAGA
CCCATCATGCTGAAAGCGACAAAGGAGCCCATGGCGCCGCTGTCGTCGTTGCC
GGGAAGGCCCGGAGGGGTCGGCTGGAAGAAGCGCGGAATGTAAAAGTGGCTG
CGCTTGGCGGAGAGGGCAGGACGGCCGGCGTAGTGGTACTGGAAGA

Ek.47 LdT 11’in 18S Bloc Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CGACCCGGCCAACTACTTTGACCAGATTGTCCAGCGGTACTCGACCACCATTC
GCGGCCTGTTCTTTGGCCACACGCACATGGACCATTTCGAAGTCAGCTACTCGG
ACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCA
GCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCC
GACACCTTTGCCATTCTCGATGCCGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCC
GAGTATCAGAAATCCGGGCCGACATGGAAGAAATACTACTCCGCCAAGGAGT
CCTACGGCTCACTACTCTCTCCGCCCATTGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCG
GCTTTCTGGCACAATGTCACTTTTGCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGCTTGAC
GAATACGTGTCGCGCAAGAGCCGGGGGTGGATAAAAAAAAGTTGCCAGGGAG
ACTGCAAGAAGGAGGAAATCTGCCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAA
CTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGG
AACGACCGAAGCGTGCGCGTTGCGACGATATGCTGCGCCTGCTCGCTTCCCGA
CAGGATCTGCTGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGCGAGCGGCGCAAGGAT
CAAGCCTTGGAAGCAGCAACATGTCTCTGTTCATAAGAGGGCATCAGTTTCGC
CCAACTCAACAGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGCGGCTCGGCCACTTCG
GGGAGTGCAAGCGGTACCGCGGCCTTGCCCACAGAAACCAACGCGCCAAAGT
CATTGGCATTTACATTGCAGTGTCCAACCGCACTTTCCATCGTCTTTGTACTGG
CTCTCACTCTTGTCCTCCACTGATAGAGTAATACTCACAGGTCAAATAGTTGAC
AGTTAAACTCACACAGAAAGAGAAGCTTGTATAAGTAGATGGTATCAAATGTA
TTTATGAAATAATTACCAAAGCCGGAAAACCATATTTACAAAGCCGGCGAATA
TAGCTGTGCACTTCCTGGAGCCGACCACCTCTTGGAGTAGGTCTGATTAAAGCC
CGAGTAGCGACCCAGGCTTGGAGGCAAATCGCCCACCGCGGTCCCCCAGTTAC
TCTCATTCTTCCCCAGCGTGAGAACGAGTTCCTTGCCCTCGGTAAAGAATGAGT
GGTCAATCCAGTTCTTTGTGTAGGGCTTGCCGTTGAGCGTCGCGCTCTGGATAT
AAATATTCTTGTACGCGGCGTCAAAGTTGACGTTGCGAATCTTGGCCGTCTTTC
CGGTGACGGGGTGCTTGACGGTCACGCTGGGGAAAAAGGGCGGCGTGATGAG
GTAGACGTCTTGCCCCGGGTTGGGAAAGAGACCCATCATGCTGAAAGCGACAA
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AGGAGCCCATGGCGCCGCTGTCGTCGTTGCCGGGAAGGCCCGGAGGGGTCGG
CTGGAAGAAGCGCGGAATGTAAAAGTGGCTGCGCTTGGCGGAGAGGGCAGGA
CGGCCGGCGTAGTGGTACTGGAAGAC

Ek.48 LdT 12’nin 18S Bloc Gen Bolgesinin Baz Sirasi

CGACCCGGCCAACTACTTTGACCAGATTGTCCAGCGGTACTCGACCACCATTC
GCGGCCTGTTCTTTGGCCACACGCACATGGACCATTTCGAAGTCAGCTACTCGG
ACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCACGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCA
GCACTCTTGCCCACGTCTGGCATGCCCGCTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCC
GACACCTTTGCCATTCTCGATGCCGTTACCTACATTGCCGACATGACCGATCCC
GAGTATCAGAAATCCGGGCCGACATGGAAGAAATACTACTCCGCCAAGGAGT
CCTACGGCTCACTACTCTCTCCGCCCATTGCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCG
GCTTTCTGGCACAATGTCACTTTTGCTTTTGAAAGCAACGCCACGCTGTTTGAC
GAATACGTGTCGCGCAAGAGCCGGGGGTGGATAAAAAAAAGTTGCCAGGGAG
ACTGCAAGAAGGAGGAAATCTGCCAGCTGCGTGCCGGTCGCAGCCAGAGCAA
CTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACCTTTGTCAAAAGGGACAATGGCTTGG
AACGACCGAAGCGTGCGCGTTGCGACAACTCAGGCTGCGCCTGCTCGLCCTCCC
GACAGGATCTGCTGGAGGATCTTCAGGCGAGATTCATTGCGAGCGGCGCAAGG
ATCAAGCCTTGGAAGCAGCAACATGTCTCTGTTCATAAGAGGGCATCAGTTTC
GCCCAACTCAACAGACACTGGTGCGGAATGCGTGGAGCGCGGCTCGGCCACTT
CGGGGAGTGCAAGCGGTACCGCGGCCTTGCCCACAGAAACCAACGCGCCAAA
GTCATTGGCATTTACATTGCAGTGTCCAACCGCACTTTCCATCGCCTTTGTACT
GGCTCTCACTCTTGTCCTCCACTGATAGAGTAATACTCACAGGTCAAATAGTTG
ACAGTTAAACTCACACAGAAAGAGAAGCTTGTATAAGTAGATGGTATCAAATG
TATTTATGAAATAATTACCAAAGCCGGAAAACCATATTTACAAAGCCGGCGAA
TATAGCTGTGCACTTCCTGGAGCCGACCACCTCTTGGAGTAGGTCTGATTAAAG
CCCGAGTAGCGACCCAGGCTTGGAGGCAAATCGCCCACCGCGGTCCCCCAGTT
ACTCTCATTCTTCCCCAGCGTGAGAACGAGTTCCTTGCCCTCGGTAAAGAATGA
GTGGTCAATCCAGTTCTTTGTGTAGGGCTTGCCGTTGAGCGTCGCGCTCTGGAT
ATAAATATTCTTGTACGCGGCGTCAAAGTTGACGTTGCGAATCTTGGCCGTCTT
TCCGGTGACGGGGTGCTTGACGGTCACGCTGGGGAAAAAGGGCGGCGTGATG
AGGTAGACGTCTTGCCCCGGGTTGGGAAAGAGACCCATCATGCTGAAAGCGAC
AAAGGAGCCCATGGCGCCGCTGTCGTCGTTGCCGGGAAGGCCCGGAGGGGTC
GGCTGGAAGAAGCGCGGAATGTAAAAGTGGCTGCGCTTGGCGGAGAGGGCAG
GACGGCCGGCGTAGTGGTACTGGAAGA
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