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OZET

Bu doktora tez ¢alismasinda, Dogu Karadeniz Boélgesi’nde yayilis gosteren zararh
boceklere karsi etkili ve giivenli biyolojik miicadele etmenleri bulmak icin, toplam 301
toprak 6rnegi alind1 ve bu 6rneklerden Galleria tuzak yontemi ile 62 adet entomopatojenik
fungus izole edildi. Ayrica, Thaumetopoea pityocampa (Schiff.) (¢am kese bdcegi) ve
Rhynchites baccus (L.) (¢ivi bocegi) drneklerinden de birer adet fungus izolasyonu yapildi.
Elde edilen fungal izolatlar morfolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak ayrintili bir
sekilde karakterize edildi. Karakterizasyon c¢alismalari sonucunda, izolatlar Metarhizium
anisopliae var. anisopliae, Metarhizium sp., Beauveria bassiana, Beauveria cf. bassiana,
Isaria fumosorosea ve Evliachovaea sp. olarak tanimlandi. M. anisopliae var. anisopliae 34
lokaliteden izole edilmis olup, en fazla tespit edilen fungusdur. Ayrica, bu bdlgeden izole
edilen 13 adet B. bassiana ve 33 adet M. anmisopliae var. anisopliae izolatlariin
Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi (AFLP) analizi kullanilarak genetik cesitliligi
belirlendi. B. bassiana izolatlar arasinda yiiksek diizeyde genetik cesitlilik belirlendi ve bu
cesitliligin cografik lokalite ile iliskili oldugu gosterildi (p<0,05). M. anisopliae var.
anisopliae 1zolatlar1 arasinda da yiiksek diizeyde genetik cesitlilik belirlenmesine ragmen,
bu ¢esitlilik cografik lokalite ve habitat tipi ile iliskilendirilemedi (p>0,05). Izolatlarin
insektisidal aktivite tarama testleri Tenebrio molitor (un kudu) larvalar1 iizerinde
yapildiktan sonra yiiksek insektisidal aktiviteye sahip 9 izolatin Melolontha melolontha
(mayis bocegi) ve Dendroctonus micans (dev soymuk bocegi) lizerindeki insektisidal
aktiviteleri belirlendi. Bu testler sonucunda, Eviachovaea sp. KTU-36"1n M. melolontha
tizerinde 15 giin icerisinde % 86,6 ve B. cf. bassiana KTU-53lin D. micans’in hem larva
hem de erginlerde 6 giin icerisinde %100’liik 6liime neden oldugu belirlendi. Ayrica, B. cf.
bassiana KTU-53 izolatinin D. micans larvalarma kars1t LCsy degeri 1,77 % 10* spor/ml,

erginlerine kars1 ise 2,65 x 10* spor/ml olarak hesaplandi.

Anahtar Kelimeler: Entomopatojenik fungus, Findik zararlilari, Orman zararhlan,
Mikrobiyal miicadele
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SUMMARY

Isolation and Characterization of Entomopathogenic Fungi from The Eastern Black
Sea Region and Determination of Their Virulence

In this study, in order to find more effective and safe biocontrol agents against
some pest species which have wide spread in the Eastern Black Sea Region, a total of 301
soil samples were collected and 62 entomopathogenic fungi were isolated by Galleria bait
method. Separetely, two fungi were isolated from Thaumetopoea pityocampa (Schift.) (the
pine processionary moth) and Rhynchites baccus (L.) (the leafroller weevil beetle) insect
samples. Obtained isolates were characterized by using morphological and molecular
techniques in detail. Based on taxonomical studies, the isolates were identified as
Metarhizium anisopliae var. anisopliae, Metarhizium sp., Beauveria bassiana, Beauveria
cf. bassiana, Isaria fumosorosea and Eviachovaea sp. M. anisopliae var. anisopliae was
isolated from 34 sites and was the most frequent and abundant fungus recovered. In
addition, genetic diversity of 13 B. bassiana and 33 M. anisopliae var. anisopliae strains
was determined by using the Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) analysis.
A significant genetic diversity was found within B. bassiana isolates and this diversity was
found to be associated with geographical location (p<0,05). Although there is also a
significant genetic diversity within M. anisopliae var. anisopliae isolates, this diversity is
not associated with habitat type and geographical location (p>0,05). After performing of
screening test of the isolates against Tenebrio molitor (mealworm) larvae, nine isolates that
have high insecticidal activity were tested against Melolontha melolontha (the common
cockchafer) and Dendroctonus micans (the European spruce bark beetle). Based on
pathogeniticy tests, Eviachovaea sp. KTU-36 produced the highest insecticidal activity
with 86,6% against M. melolontha within 15 days and B. cf. bassiana KTU-53 caused the
100% mortality against larvae and adulst of D. micans within 6 days. Separately, LCsg
value of B. cf. bassiana KTU-53 against larvae and adults of D. micans was calculated as

1,77 x 10* and 2,65 x 10" conidia ml™", respectively.

Key Words: Entomopathogenic fungi, Hazelnut pests, Forest pests, Microbial Control
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Biyolojik miicadele, bir zararli organizmanin popiilasyon yogunlugunu veya etkisini
olabileceginden daha aza indirmek ve daha =zararsiz hale getirmek i¢in bagka
organizmalarin kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001). Mikrobiyal miicadele ise biyolojik
miicadele etmenleri olarak bakteri, fungus, protozoa, virlis ve nematod gibi
mikroorganizmalarin kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001; Lacey ve Goettel., 1995;
Demirbag, 2008). Entomopatojenik funguslar pek ¢ok zararli bocegin dogal olarak kontrol
altina alinmasinda 6nemli bir etmen olup, bu organizmalar zararli bocek popiilasyonlarinda
stk sik genis yayilimli epizootiklere neden olmaktadir. Pek ¢ok entomopatojenik fungus
direkt olarak bocek kiitikulasindan enfeksiyon yapmaktadir ve bu yiizden konak tarafindan
yenilmelerine gerek yoktur. Bu 6zellik entomopatojenik funguslar1 6zellikle bitki 6zsuyu
ile beslenen boceklerin miicadelesinde 6ncii aday konumuna getirmektedir. Giinliimiizde
Diinya c¢apinda entomopatojenik funguslardan olusan pek c¢ok ticari preparat
bulunmaktadir ve bunlar gesitli zararlilarla miicadelede kullanilmaktadir (Goettel vd.,
2005).

Ulkemizde bircok findik, orman ve tarim zararlis1 bulunmakta ve bunlarla miicadele
cogunlukla kimyasal ilaglar kullanilarak yapilmaktadir. Kullanilan kimyasal ilaglar
boceklerin bu ilaglara karst direng kazanmalarina, ¢evredeki faydali boceklerin, bal
arilarinin, kuslarin ve baliklarin 6lmelerine, besin zinciri yoluyla insanlara ulasarak birgok
kalic1 ya da oldiirticii hastaliklara neden olmaktadir (Ecevit, 1988 ve Peter, 1984). Oysa,
biyolojik miicadele kimyasal miicadelenin getirebilecegi bir¢ok problemi ortadan
kaldirmaktadir. Geligmis iilkelerin hepsinde biyolojik miicadele 6n planda tutulmakta ve
bu konu {iizerindeki ¢aligmalar daha ileriye gotiiriilmektedir. Yapilan arastirmalar
sonucunda gelistirilen biyolojik miicadele etmenleri birgok iilkede ticari olarak liretilmekte
ve satisa sunulmaktadir. Bu amagla, Diinya ¢apinda biyolojik miicadele etmenlerini iireten
ve pazarlayan bir¢ok biyoteknolojik kurulus mevcuttur.

Ulkemizde basta findik olmak iizere zararli boceklerle miicadele genellikle kimyasal
ilaclarin  kullanimiyla  yapilmaktadir  (AliNiazee, 1998; Ecevit, 1988). Oysa,

entomopatojenik funguslar Dogu Karadeniz Bolgesi’nin iklimsel 6zelliklerinden dolayi,



basta findik zararlilari olmak {lizere diger zararli boceklerin miicadelesinde iyi bir
potansiyele sahiptir. Entomopatojenik funguslar gelisebilmeleri icin yiiksek nem ve
ortalama 25°C sicakliga ihtiya¢ duymaktadir. Bu durum, Dogu Karadeniz Bolgesi’nin
iklimsel oOzellikleri ile uyusmaktadir (Goettel vd., 2005; T.C. Tarim Bakanligi, 2007).
Entomopatojenik funguslar mikrobiyal miicadele etmeni olarak 100 yili agkin bir siiredir
kullanilmaktadir. Genel olarak, bir¢ok bocek takimi fungal hastaliklara kars1 duyarhdir ve
entomopatojenik funguslar zararli boceklere karsi mikrobiyal miicadele etmeni olarak iyi
bir potansiyele sahiptir (Roberts, 1989). Simdiye kadar, en azindan 90 cinse ait 700
entomopatojenik fungus tiirii tanimlanmis ve bunlardan Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Isaria fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) ve Verticillium lecanii gibi
baz1 tiirler ise bir¢ok iilkede pek ¢ok zararliyla miicadelede ticari olarak iiretilerek
kullanilmaktadir (Rath, 2000). Ornegin, B. bassiana Brezilya’”da muz kurduna
(Cosmopolites sordidus), Cin’de cam tirtilina (Dendrolimus spp.), Avrupa’da ise afidlere
ve musir kurduna (Ostrinia nubilalis) kars1 kullanilmaktadir (Goettel vd., 2005).

Entomopatojenik funguslarin, memeliler iizerinde herhangi bir toksik etkilerinin
bulunmamasi, bdceklerde direng olusturmamalari, biyoteknolojik gelistirmelere yonelik
yiiksek bir potansiyele sahip olmalari, uygulama sonrasi ¢evrede uzun siire kalarak uzun
Omiirlii miicadele saglamalari, konaklarmin tiim gelisme fazlarimi enfekte etmeleri,
genellikle insektisidlerle birlikte sinerjitik hareket etmeleri ve onlarla beraber
kullanilabilmeleri ve kitle iiretimi problemlerinin iistesinden kolayca gelmeleri gibi
biyolojik miicadelede kullanilmalar1 agisindan birgok Onemli avantajlara sahiptir (Wan,
2003; Demirbag, 2008).

Toprak, entomopatojenik funguslar i¢in 6nemli bir rezerv olup, toprakta bulunan
entomopatojenik funguslar biyolojik miicadele agisindan biiyilk 6nem tagimaktadir.
Hypocreales takimina ait Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ve Paecilomyces
spp. gibi pek ¢cok entomopatojenik fungus, yasam dongiilerinin 6énemli bir kismin1 toprakta
gecirmektedir (Keller vd., 1989; Jackson vd., 2000). Tuzak bocekler kullanilarak yapilan
pek cok calismada Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces ve Tolypocladium gibi
entomopatojenik fungus cinslerine ait sporlarin toprakta bulundugu belirlenmistir (Klingen
vd., 2002; Keller vd., 2003). Oysa, entomopatojenik funguslarin ¢esitli ekosistemlerde ki
varliklar1 ve dagilimlar1 hakkinda ¢ok az bilgi mevcut olup, bunlarin bodcek
popiilasyonlarinin dogal diizenlemesindeki rolleri tam olarak anlasilmamistir (Chandler

vd., 1997). Biyolojik miicadele acisindan, entomopatojenik funguslarin yerel tiir ¢esitliligi



ve dagiliminin bilinmesi, entomopatojenik funguslarin yerel popiilasyonlarinin bir
ekosistemde bocek popiilasyonlariyla miicadeleyi saglamak i¢in kullanilmasi durumunda
onem teskil etmektedir (Meyling ve Eilenberg, 2006a). Bundan baska, yerel
entomopatojenik funguslarin izolasyonu dogal olarak meydana gelen fungal biyolojik
cesitliligi anlamada ve zararli boceklerin miicadelesinde ekosistem igerisindeki potansiyel
biyolojik miicadele etkenlerinin hangi ydnde kullanilacagima dair (mevcut etkenin
korunmasi1 veya uygulanmasi) bilgi saglamaktadir. Su anda, fungal biyolojik miicadele
etmenleri yeterli nem ve uygun sicakligin olmayis1 gibi ¢evresel yetersizliklerden dolay1
tutarsizliklar sergilemektedir (Jackson vd., 2000). Bununla birlikte, yerel izolatlar yabanci
izolatlarla karsilagtirildiklarinda zararli bocekler ile ekolojik uygunluga sahip olabilmeleri
bunlarin hedef dis1 organizmalar iizerindeki olumsuz etkilerini 6nemli derecede
azaltmaktadir (Gulsar vd., 2004; Takatsuka, 2007).

B. bassiana ve M. anisopliae dogal toprak florasinin iiyeleri olarak diinya ¢apl bir
dagilisa sahiptir (Zimmermann, 1992). Bu tiirler, bir¢ok bocek tiiriinii enfekte etmelerine
ragmen, B. bassiana M. anisopliae’ye gore daha genis konak araligina sahiptir
(Zimmermann, 2007a; Zimmermann, 2007b). Iliman bolgelerde tarirm ve orman
arazilerinde biyolojik miicadele etmeni olarak B. bassiana ve M. anisopliae’nin
gelistirilmesi iizerine ¢ok c¢alisma mevcuttur. Buna ragmen, bu organizmalarin karasal
ekosistemlerdeki ekolojisini aydinlatmaya yonelik arastirmalar son derece kisithdir. Yerel
fungal popiilasyonlarin ekolojisini anlamak i¢in ekosistemin farkli bdlgelerinden toplanan
izolatlar iizerinde c¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu izolatlar bocek
popiilasyonlarini, birbirleri ve ¢evre ile potansiyel olarak iliskide bulunabilecek genotipleri
temsil etmektedir. Farkli cografik bolgelerden toplanan B. bassiana popiilasyonlari
arasindaki genetik cesitliligi belirlemeye yonelik pek cok calisma olmasina ragmen, M.
anisopliae lizerine yalnizca bir kag ¢alisma yapilmistir (Meyling ve Eilenberg, 2007).

Simdiye kadar PCR-Uzunluk poliforfizmi (PCR-LP), PCR-Restriksiyon fragmenti
uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP), PCR-Tek sarmal yapisal polimorfizm (PCR-SSCP),
PCR-Denature gradyan jel elektoforezi (PCR-DGGE), PCR-Is1 gradientli jel elektroforezi
(PCR-TGGE), dizi analizi, rastgele ¢ogaltilmig polimorfik DNA (RAPD), evrensel primerli
PCR (UP-PCR), tekrarli ekstrajenik palindromik element-PCR (Rep-PCR) ve ¢ogaltilmis
par¢a uzunlugu polimorfizmi (AFLP) gibi teknikler entomopatojenik funguslar arasindaki
genetik cesitliligi belirlemek amactyla uygulanmistir. Bu teknikler arasindan AFLP ytiksek

kalitede ¢Oziiniirliigiiniin olmasi ve tekrarlanabilirliginin olmas1 bakimindan en ¢ok tercih



edilen yontemdir. Bu teknikle tiir alt1 seviyede bile ayirim yapilabilmektedir (Mueller ve
Wolfenbarger, 1999; Enkerli ve Widmer, 2010).

Tiim Diinya’da g¢esitli zararli boceklerden entomopatojenik funguslar izole
edilmesine ve bunlara karsi biyolojik miicadele etmeni olarak gelistirilmesine ragmen,
iilkemizde bu tip ¢aligmalar son derece azdir. Ozellikle Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki
findik ve orman zararlilarina kars1 biyolojik miicadele etmeni tespit etmeye ve gelistirmeye
ihtiyag vardir. Bu nedenle, bu doktora ¢alismasinda findik ve orman zararlilarina karsi
biyolojik miicadele etmeni bulmaya yonelik bir siirvey ¢alismasi yapilmistir. Bu anlamda
izole edilen tiirlerin saflastirilmasi, tanimlanmasi ve mikrobial miicadelede kullanilma
potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, bu bélgeden izole edilen B. bassiana
ve M. anisopliae popiilasyonlar: icerisindeki ekolojik bazi ayrimlari belirlemek agisindan,
bu tiirler igerisindeki genetik cesitliligin belirlenmesi amacglanmistir. Bu tezde elde edilen
veriler ¢esitli findik ve orman zararlilarina karsi biyolojik miicadele etmeni olarak

gelistirmede ileride yapilacak olan ¢alismalar i¢in 6ncii niteliginde olacaktir.

1.2. Findik Uretimi ve Ormanlarimiz
1.2.1. Ulkemizde Findik Tarim ve Ulke Ekonomisindeki Yeri

Cografik olarak findik tarimi iilkemizde Karadeniz Bolgesi’nde yogunlasmis olup,
findik agaglar1 dag eteklerinde ve yamaclarda yayginlik gostermektedir. Son yillarda ise
Samsun, Sakarya ve Bolu’da verimli ve diiz arazilerde de yetistirilmeye baslanmistir
(Tuncer vd., 2001). Ulke capinda ise findik tarimi daha ¢cok Dogu Karadeniz Bolgesi’nde
yogunlasmis olup, bu bolgedeki pek ¢ok insanin ge¢im kaynagini olusturmaktadir (Ozman-
Sullivan, 2006).

Tiirkiye, diinya findik iiretiminde 6nemli bir paya sahiptir ve % 67,68’lik bir oranla
birinci sirada yer almaktadir (Ozman-Sullivan, 2006). Toplam olarak ortalama 650 bin
hektarlik iiretim alanina sahiptir (Kibar Ak vd., 2005). Tirkiye’de meyve yetistiriciligi
yapilan toplam alanin % 22’sini de findik bahgeleri olusturmaktadir (Ozman-Sullivan,
2006). Tablo 1°’de Diinya’da findik iireten iilkeler ve bu iilkeler arasinda iilkemizin durumu

goriilmektedir (T.C. Tarim Bakanligi, 2007).



Tablo 1. Findik treticisi lilkelerin tiretim alanlari, tiretim miktarlar1 ve verim durumlari

. Alan Uretim Verim
Ulke (Hektar)  Oran (%) (Ton) Oran (%) Ko/Dekar)
Tiirkiye 415,358 79,16 286,250 67,68 68,91
ftalya 62,347 11,88 105,920 24,04 169,88
1spanya 34,000 6,47 17,750 4,20 52,20
Amerika 13,000 2,47 13,020 3,08 100,15
Toplam 524,705 422,020

1.2.2. Findik Zararhlar1 ve Ekonomik Onemi

Zararl1 bocekler, biitiin diinyada findik {retimini tehdit eden unsurlarin basinda
gelmektedir. Zararli tilirler ve zarar oranlari bolgelere ve yillara bagli olarak degisim
gostermekle birlikte genel olarak yaklasik % 20 oraninda {iriin kaybina neden olduklari
kabul edilmektedir. Bu zararlilarla miicadele i¢in her yil milyonlarca lira harcanmaktadir
(URL-1, 2009).

Findik bahgelerinde bulunan zararli boceklerin bir kismi findik iiretiminde ciddi
boyutlarda zararlara sebep olurken, bir kismi ise nadir olarak bulunur ve diisiik diizeyde
kayiplara yol acar. Zarar derecesine gore, iilkemizde onemli sayilacak findik zararlilar
Curculio nucum (Findik kurdu), Gypsonema dealbana (Findik filiz giivesi), Palomena
prasina (Findik yesil kokarcasi), Xyloborus dispar (Dalkiran), Obera linearis (Ug
kurutan), Phytocoptella avellenae ve Cecidophyopsis vermiformis (Kozalak akarlari),
Parthenolecanium corni (Findik kosnili), Parthenolecanium rufulum (Findik kahverengi
kosnili), Lepidosaphes ulmi (Findik virgiil biti), Melolontha melolontha (May1s bdcegi),
Anoplus roboris (Findik yaprak deleni), Myzocallis coryli (Findik yaprak biti), Hyphantria
cunea (Amerikan beyaz kelebegi), Lymantria dispar (Kir tirtilt), Mikomyia coryli (Findik
gal sinegi) ve Agalastica alni (Kizilagag bocegi) olarak sayilabilir (Tuncer ve Ecevit 1997,
AliNiazee, 1998).

Findik zararlilartyla miicadele genel olarak kimyasal insektisidler ile yapilmaktadir
ve bu insektisidler yalnizca zararli boceklere degil, ayn1 zamanda zararsiz, hatta faydali
boceklere ve diger organizmalara da zarar vermektedir (Sezen, 2004; T.C Tarim Bakanligi,
1992).

Ulkemizde findik zararhlarina karsi kullanilan kimyasal ilaglar diazinon, azinphos
metil, malathion, triflumuran, omethoate, carbaryl, endosiilfan, metiocarb, promecarb,

chlorpyrifos, dioxacarb ve carbosiilfandir (Sezen, 2004; T.C Tarim Bakanligi, 1992).



1.2.3. Dogu Karadeniz Bolgesi Ormanlari ve Zararh Bocekler

Bilindigi gibi ormanlar, insanlar ve diger tiim canlilar i¢in yasamsal oneme haizdir.
Orman, orman i¢i mera ve su ekosistemlerinin, odun ve odun dis1 iiriin ve hizmetler olarak,
Olctilen ve Olglilemeyen sayisiz fayda ve fonksiyonlara sahiptir. Ekosistem, bitki, toprak ve
su kaynaklar1 dengesinin, kirsal alandaki sosyal istikrarin, barajlarin uzun Omiirlii
olmasmin ve gida giivenliginin temel sigortasidir. Ormancilik faaliyetlerinin son derece
onemli digsal ekonomileri ve ileri baglantilar1 vardir (Konukgu, 2001). Bu nedenle, her
seyden dnce ormanlarimizin korunmasi gerekmektedir. Ormanlarimizin saghigini etkileyen
cesitli faktorler arasinda boceklerin en basta geldigi kabul edilmektedir. Zararli boceklerin
ormanlarda yol agmis oldugu tahribat, birden bire ortaya ¢ikmadigi i¢in kamuoyunda
orman yanginlart kadar géze ¢arpmamakta ve onemsenmemektedir. Bu zararli béceklerin
tahribati, ancak bu zararlinin salgin halinde otaya c¢ikmasiyla anlagilmaktadir. Literatiir
bilgileri diinya ormanlarina sadece boceklerin yaptig1 zarar tutarinin, orman yanginlarinin
yol actig1 zararin en az 5 kati oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, zararli boceklerin
ormanlarda meydana getirdigi tahribat dumansiz orman yangini olarak ifade edilir.

Ulkemiz ormanlik alanlar1 yaklasik 21.188.747 hektar kadardir. Bu deger biitiin iilke
ylizOl¢limiiniin % 27,2'sini olusturmaktadir. Orman alanlarimizin % 42'i normal koru, %
31'si bozuk koru, % 8'i normal baltalik, % 19'u bozuk baltalik fundalik karigimidir.
Ulkemizdeki ormanlik alanlari cografi bdlgelerimize gore Karadeniz Bolgesi ormanlari,
Bat1 Anadolu Marmara ve Ege Bolgesi ormanlari, Akdeniz Bélgesi ormanlari, I¢ ve Dogu
Anadolu Bolgesi ormanlar1 olmak {izere dort grup halinde toplanabilir. Tiirkiye genelinde
Karadeniz ormanlar1 % 24°lik bir deger gosterir ki bu da biitiin orman alanlarimizin dortte
birini teskil etmektedir (Anonim, 2005; T.C Cevre ve Orman Bakanligi, 2006).

Ulkemiz ormanlarinda 50°den fazla zararli bocek tiirii yasamakta ve bunlar ¢esitli
Olciilerde ve yogunlukta tahribatlar yapmaktadir. Bu boceklerden en zararlilar1 kambiyum
ve ona yakin dokularda yasayan kabuk bdcekleri (Coleoptera, Scolytidae)’dir (Eroglu,
1995). Oncelikle zayif ve yarali agaglara gelerek cogalan bocekler, diger saglikli agaglara
da bulagmakta, kabuktan baslayarak agacin kabukla odun arasindaki su ve besin iletim
demetlerine zarar vererek, bocegin tiirline gore degisen zaman siireclerinde agaclarda
kurumalara neden olmaktadir (URL-4, 2006).

Dogu Karadeniz ormanlarinda zarar yapan kabuk bdcekleri Dendroctanus micans

(Ladin dev kabuk bocegi), Ips sexdentatus (On iki disli kabuk bocegi) ve Ips typographus



(Sekiz disli kabuk bocegi) adindaki boceklerdir. Bugiin itibariyle ormanlara zarar veren ve
kamuoyunun giindemini isgal eden en Onemli zararli ise Dendroctanus micans (dev
soymuk bocegi)’dir.

D. micans iilkemizde ilk defa 1966 yilinda, Ardahan Orman isletmesi Posof
Ormanlarinda goriilmiistiir (Atacay, 1968). Bugiin itibariyle bu zararli Artvin Orman Bolge
Miidiirliigiinde 170.000 hektarlik, Giresun Orman Bolge Miidiirligiin’de 70.000 hektarlik
ve Trabzon Orman Boélge Miidiirliigiinde de 43.473 hektarlik ladin ormanina bulagmustir.
Bu zararlimin Trabzon Orman Bolge Miudirligli dahili 194.228 hektar olan Ladin
ormanlarinin % 22’ sine yayilmasi ve faaliyeti sonucu 1994-2005 yillar1 arasinda meydana

getirdigi kuruma zarar1 7.537 adet agaca denk 34.235 m”’tiir (URL-4, 2006).

1.3. Miicadelesi Hedeflenen Findik ve Orman Zararlis1 Bocekler
1.3.1. Adi Mayis Bocegi, Melolontha melolontha (L.) (Coleoptera: Scarabaeidae)

Erginler 2,5-3 cm boyunda genellikle kizil kahverengi goriiniistedir. Elitra iizerinde
birbirine paralel uzayip sonunda birlesen ¢izgi ¢ikintilar vardir. Elitra abdomeni tamamen
ortmez. Disilerin anteni kiiclik, erkeklerin ise biiyiik ve yelpaze seklindedir. Yumurta oval,
krem rengi ve 2 mm boyundadir. Larvalar karakteristik olarak karin etrafinda kivrik,
tombul ve beyazdir. Ug ¢ift bacag: vardir. Viicudun son halkasi ¢ok biiyiimiis ve siskin bir
hal almistir. Larvanin boyu 4-4,5 cm kadar olur ve halk arasinda kadi lokmas1 veya manas
diye taninir (URL-5, 2009) (Sekil 1).

[Ikbaharda havalarin 1sinmasi ile birlikte genellikle Nisan ve Mayis aylarinda
erginlerin once erkekleri sonra disileri topraktan c¢ikar. Gilines battiktan sonra ugarak
agaclar iizerine konar, yaprak ve c¢iceklerle beslenir. Disiler ciftlestikten sonra
yumurtalarini 6zellikle 2-3 yil islenmemis ve {izeri hafif otlarla kapli bahgelerde topragin
15-25 cm derinine 25-30' luk gruplar halinde birakir. Bir disi ortalama 60 yumurta birakir.
Cikan larvalar toplu yasayip, ot koklerini kemirirler. Sonbaharda kisi gegirmek igin
topragin derinliklerine inerler. Yasam ¢emberini 3 yilda tamamlarlar (URL-5, 2009).

Erginler yaprak ve ¢icek iizerinde beslenerek zarar yapar. Yogun olarak bulunduklari
zaman meyve ve orman agaclari yapraksiz kalabilir. Asil zarar1 larvalar olusturur. Larvalar

cesitli orman, siis ve findik agaglarinin 1 cm ¢apina kadar olan koklerini kolayca koparip



agaclarda ve findik ocaklarinda kurumalara daha sonrada ana dallarin kurumasina neden

olur (URL-5, 2009).

Sekil 1. Melolontha melolontha (Adi mayis bocegi). A: Larva, B: Ergin

1.3.2. Dev Soymuk Bocegi, Dendroctonus micans (K.) (Coleoptera: Scolytidae)

Kabuk boceklerinin en irisi olan D. micans 5,5-9,0 mm biiyiikliiktedir. Erginleri
silindir seklinde, koyu kahverengi veya siyahimsidir. Geng erginlerin {lizerinde grimsi sar1
renkte uzun seyrek killar vardir (Sekil 2). Tiirkiye’deki varligt 1966 yilinda Posof
Ormanlarinda goriilmesiyle anlasildi, sonra 1971 yilinda Savsat Ormanlarinda tespit edildi.
Zaman iginde Artvin’de 170.000, Giresun’da 70.000 ve Trabzon’da 43.473 hektarlik ladin
ormanina yayildig1 belirlendi. Picea, Abies, Pinus cinslerine ait cesitli tiirlerde de zarar
yaptig1 tespit edilen D. micans, ililkemizde Dogu Ladini (Picea orientalis)’'ni tercih
etmektedir. Bulasikli oldugu alanlardaki 10 cm ¢aptaki agaglar hari¢ olmak iizere ladinlerin
ortalama %35’ine bulasmis olup, bulastig1 agacglarin soymuk tabakalarini1 yiyerek kabugu
oldiirmekte; kabugu olen agaglar zarar derecesine gore ya Olmekte veya diger kabuk
bocekleri i¢in tuzak agact konumuna gelmektedirler (Eroglu, 1995). Ayrica, D. micans,
cesitli bitki patojenlerinin orman igerisinde agactan agaca taginmasinda da dnemli bir role
sahiptir (Y1lmaz, 2004). Bu durum da ladin ormanlarinda 6nemli bir sorundur ve agaglarin
bitki patojenleri tarafindan enfekte edilmesine neden olmaktadir.

D. micans, diger kabuk bocegi tiirlerinin ¢ogundan farkli bir hayat dongiisiine

sahiptir. Ciftlesme, ergin bocekler kabuktan ¢ikmadan once kabuk altinda gergeklesir.



Zararl, larval donemin hemen hemen tamamini kabuk altindaki kulugka alanlarinda toplu
halde gecirirler (Grégoire, 1983). Yilin herhangi bir zamaninda, lireme dongiisliniin tiim
basamaklar1 es zamanl olarak, ayn1 anda ve aym1 yerde goriilebilir (Lempéricre, 1994).
Yasam dongiisiiniin siiresi 1 ile 3 yil arasinda degismektedir. Bu, yumurtalarin konuldugu

zamana ve sicakliga baglidir (King ve Fielding, 1989; Lempéricre, 1994).

Sekil 2. Dendroctonus micans (Dev soymuk bocegi). A: Larva, B: Ergin

1.4. Zararh Boceklerle Miicadele Yontemleri

Zararl1 bocekler ile miicadele, kitle iiremesi yapan veya yapma yeteneginde olan
bocek popiilasyonlarinin sayisinin artmasini engellemek icin gergeklestirilen miicadele
olarak bilinir. Tarimda ve ormancilikta uygulanan c¢esitli zirai miicadele yOntemleri
bulunmaktadir (Demirbag, 2008; Eilenberg vd., 2001).

Dogal miicadele: Insanin herhangi bir yardini olmadan dogal kuvvetlerle bdcek
popiilasyonlarinin  kontrol altinda tutulmasidir. Cevre direncinin bir sonucu olarak
boceklerin 6nemli bir kismi ya ¢cogalmadan ya da ¢ogaldiktan sonra oliirler.

Yasal miicadele: Yasal yollardan yararlanarak, zararlilarin yayilmasin1 6nlemektir.
Karantina, ambargo, muayene ve sertifika uygulamak bunlarin basinda gelir.

Mekanik miicadele: Bocekleri gesitli yotemlerle toplamak, pusuya diisiirmek, yem
tuzaklar1 kurmak, feromonlar kullanmak, tuzak odunlar1 hazirlamak veya gida degisimi

yapmak sureti ile yapilan miicadele seklidir.
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Fiziksel miicadele: Sicaklik ve nemden yararlanarak boceklerin oldiiriilmesi, elektrik
veya radyoaktivite kullanarak bdceklerin kisirlastirilmasi islemlerini igeren miicadele
yontemidir.

Kiiltiirel miicadele: Toprak bakimi, islenmesi ve giibrelenmesi, yabanci ot ve
atiklarin temizlenmesi ve bitki ndbetlesmesi gibi toprakla ilgili yapilmasi gereken isleri
kapsar.

Kimyasal miicadele: Cesitli kimyasal maddelerin toz veya sulu halde kullanilmasi
sureti ile yapilan miicadeledir. Ulkemizde ¢ok yaygin olmasina ragmen, ¢evreye verdigi
olumsuz etkilerden dolay1 giiniimiizde, gelismis llkelerde yavas yavas bu yontemden
vazgecilmektedir. Bu miicadele iilkemiz findik bahcgelerinde en ¢ok kullanilan miicadele
yontemidir. Bu miicadele uygulanirken, birgok yan etkileri ortaya ¢ikmaktadir ve bu
yiizden bir¢ok canli grubu zarar gérmektedir.

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

yontemidir (Demirbag, 2008).

1.4.1. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele, bir zararli organizmanin popiilasyon yogunlugunu veya etkisini
olabileceginden daha aza indirmek ve daha zararsiz hale getirmek i¢in canli organizmalarin
kullanilmasidir (Eilenberg vd, 2001). Biyolojik miicadelede ilk kayitlar, M.S. 900-1200
yillar1 arasinda rapor edilmistir (Liu, 1939). Ge¢misi ¢ok eskilere dayanan biyolojik
miicadele de ilk olarak amfibiler, kuslar ve memeliler kullanilmistir (Sezen, 2004; Ogurlu,
2000).

Biyolojik miicadelede kullanilan organizmalar biiyiik bir cesitlilik gostermektedir.
Bunlar, akarlar, oriimcekler, diger cesitli avci ve parazitoid bocek tiirleri, kuslar,
memeliler, kertenkeleler, amfibiler, siiriingenler, baliklar ve patojen organizmalardir
(URL-2, 2009).

Mikrobiyal miicadele ise biyolojik miicadele de zararli boceklere karsi etmen olarak
nematod, fungus, virus, bakteri ve protozoa gibi mikroorganizmalarin kullanilmasidir

(Eilenberg vd., 2001; Lacey ve Goettel, 1995). Giiniimiizde bu gruplara dahil bir¢ok
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mikroorganizmanin kitle iiretimi yapilmakta ve ¢esitli zararlilara kars1 kullanilmaktadir.
Ozellikle son zamanlarda entomopatojenik funguslar iizerine yapilan arastirmalar artmakta

ve ¢esitli biyopreparatlar i¢in ruhsatlar alinmaktadir.

1.4.1.1. Entomopatojenik Funguslar (EPF)

Entomopatojenik funguslar bocek popiilasyonlarinin diizenlenmesinde onemli role
sahiptir. Bes farkli siif icerisinde farkli bir dizilis gostermekte olan entomopatojenik
funguslar spesifik bocek tiirlerini enfekte eden zorunlu patojenler, pek ¢ok bocek tiiriinii
enfekte edebilen genel patojenler ve fakiiltatif patojenler olarak gruplandirilabilir. Fungal
epizootikler bazi bocek tiirlerinde yaygin olmasina ragmen, bazi bocek tiirlerinde ise nadir
goriiliir (Goettel vd., 2005). Entomopatojenik funguslarin mikrobiyal miicadele etmeni
olarak 100 yili agkin bir siiredir kullanilmakta oldugu bilinmektedir (Hall vd., 1982).
Simdiye kadar tanimlanan 700°ln iizerinde entomopatojenik fungus bilinmekte ve
bunlardan bazilar1 biyolojik miicadele etmeni olarak tiretilmekte ve kullanilmaktadir

(Strasser vd., 2000).

1.4.1.1.1. Entomopatojenik Funguslarin Simiflandirilmasi

Fungi alemi icerisinde 700’den fazla entomopatojenik fungus yer almaktadir.
Bunlardan pek¢ogu Ascomycota ve Zygomycota boliimleri igerisinde bulunmaktadir.
Ascomycota icerisinde ise pek cok tiir Hypocreales, Zygomycote ve Entomophthoralean
takimlar1 icerisinde yer almaktadir (Roy vd., 2006). Entomopatojenik funguslarin
sistematik pozisyonlarina dayanarak ortaya cikarilan gruplandirmada entomopatojenik
veya entomoparazitik funguslar Blastocladiomycota (Coelomomyces spp, Coelomycidium
simulii), Entomophthoromycotina, Kickxellomycotina (Harpellales ve Asellariales),
Eurotiomycetes (Ascosphaera ve diger cinsler), Laboulbeniomycetes (ektoparazitik
ascomycetes), Dothideomycetes (Myriangium), Sordariomycetes (¢ogunlukal Hypocreales
icerisinde) ve Pucciniomycetes (Septobasidium ve akrabalari) gruplarn igerisinde yer
aldigin1 séylemek miimkiindiir (Humber, 2008). Bazi énemli entomopatojenik funguslarin
detayli siniflandirilmasi Tablo 2’de verilmistir (Humber, 2008; Roy vd., 2006; URL-3,
2009).
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Tablo 2. Funguslarin siniflandirilmasi ve bazi énemli entomopatojenik funguslarin fungi
alemi igerisindeki taksonomik pozisyonlar

Filum Chytridiomycota
Filum Neocallimastigomycota
Filum Blastocladiomycota
Filum Microsporidia
Filum Glomeromycetes
Alt filum Mucormycotina (filum atanmadi)
Alt filum Kickxellomycotina (filum atanmadi)
Orders Harpellales, Asellariales
Alt filum Zoopagomycotina (filum atanmadi)
Alt filum Entomophthoromycotina (filum atanmadi)
Takim Entomophthoralean
Familya Entomophoraceae
Cins Entomophaga
Entomophthora
Erynia
Eryniopsis
Furia
Massospora
Strongwellsea
Pandora
Tarichium
Familya Neozygitaceae
Cins Neozygites
Zoophthora
Alt alem Dikarya
Filum Ascomycota
Alt filum Pezizomycotina
Simif Eurotiomycetes
Sinif Dothideomycetes
Sinif Laboulbeniomycetes
Sinif Lecanoromycetes (likenler)
Sinif Orbiliomycetes
Smif Sordariomycetes
Takim Hypocreales
Familya Clavicipitaceae
Cins
Telemorf Hypocrella
Metacordyceps
Regiocrella
Torrubiella
Anamorf Aschersonia
Metarhizium
Nomuraea
Paecilomyces-gibil
Pochonia
Rotiferophthora

aegsnduny [ezeg

8)02AW034A7
pe DS
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Tablo 2’nin devami

Verticillium-gibi2
Familya Cordycipitaceae
Cins
Telemorf Cordyceps s.str.
Torrubiella
Anamorf Beauveria
Engyodontium
Isaria
Lecanicillium
Mariannaea-gibi
Microhilum
Simplicillium
Familya Ophiocordycipitaceae
Cins
Telemorf Ophiocordyceps
Elaphocordyceps
Anamorf Haptocillium
Harposporium
Hirsutella
Hymenostilbe
Paecilomyces gibi'
Paraisaria
Sorosporella
Syngliocladium
Tolypocladium
Verticillium gibi’
Filum Basidiomycota
Alt filum Pucciniomycotina
Sinif Pucciniomycetes
Takim Septobasidiales
Alt filum Ustialginomycotina
Alt filum Agaricomycotina

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

2 Onceden Verticillium sect. Prostrata igerisinde yer alan tiirler. Giiniimiizde bu tiirler
Verticillium’dan kesin bir sekilde, ayrilmis fakat yeni siniflandirilmalart yapilmamistir

1.4.1.1.1.1. Entomopatojenik Funguslarin Smmiflandirilmasinda Kullanilan
Ozellikler

Entomopatojenik funguslarin siniflandirilmasinda ana olarak morfolojik ve 6zellikle

son zamanlarda molekiiler karakterler yaygin olarak kullanilmaktadir.



14

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

Molekiiler ozellikler: Cesitli organizmalarin karakterizasyonu i¢in PCR temelli
metotlarin kullanilmasi entomopatojenik funguslarda (6zellikle Beauveria bassiana ve
Metarhizium anisopliae) tiir sinirlarinin, filogenilerinin anlagilmasinda ve tiir tayinlerinin
yapilmasinda biiyiik bir onem arz etmektedir. Bir¢cok spesifik olmayan PCR temelli
metotlar B. bassiana ve M. anisopliae izolatlarim1 karakterize etmek icin kullanilmistir ve
pekcok calisma bu funguslar arasinda biiyiilk oranda genetik cesitliligin oldugunu
gostermistir (Meyling, 2008).

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

Biyolojik miicadele etmenlerinin gelistirilmesinde ilk adim olan tiir tayini basamagi
giivenilir tanimlama metotlar1 gerektirmektedir. Arastirmacilar entomopatojenik funguslar
icin daha ¢ok makro ve mikro diizeyde morfolojik karakterleri kullanmaktadir. Ozellikle
Beauveria ve Metarhizium tiirlerinin ayriminda spor sekli ve dl¢tisii kullanilmaktadir. Oysa
son aragtirmalar her iki cinsin kriptik tiirler ihtiva ettigini ve bunlarin morfolojik olarak
ayrilamadigin gostermistir (Meyling, 2008; Rehner ve Buckley, 2005; Bischoff vd., 2009).

DNA’da yer alan spesifik bolgelerin dizin analizinin yapilmasi pek¢ok organizma
icin filogenetik calismalarda kullanilmaktadir. Entomopatojenik funguslar i¢in, son
zamanlarda ITS gen bdlgesi tiir tayinlerinin yapilmasinda ve hatta tiir i¢i genetik

cesitliligin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Driver vd., 2000; Muro vd., 2003; Meyling,
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2008). Aynmi sekilde EF1-a ve 18S gen bdlgeleride tiir i¢i korunmus olduklarindan ve tiir
icinde yiiksek oranda cesitlilik sagladiklarindan dolayr entomopatojenik funguslarin
siiflandirilmalarinda ve tiir tayinlerinde kullanilmaktadir (Rehner ve Buckley, 2005;

Rehner vd., 2006; Pantou vd., 2003).

1.4.1.1.2. Entomopatojenik Funguslarin Genel Biyolojileri

Entomopatojenik funguslarin yasam dongiileri ¢ogunlukla konaklarmin gelisme
safhalar1 ile es zamanli olarak gerceklesmektedir (Shah ve Pell, 2003). Fakat, pek ¢ok
entomopatojenik fungus, hayat dongiilerinde birgok benzerlige sahiptir (Roy vd., 2006).
Bakteri ve viriislerden farkli olarak, funguslar konaklarin1 yalnizca bagirsaktan degil, ayni
zamanda boceklerin solunum deliklerinden ve integumentin yiizeyinden de enfekte
edebilir. Bu 06zellik entomopatojenik funguslari boceklerin beslenme aktivitelerinden
bagimsiz olarak dogrudan enfekte edebilecegi gercegini dogurmaktadir (Ferron, 1978). Bu
durum bitkilerin 6zsivisi (basta afidler) veya hayvan kanmi ile beslenen bdceklerin
mikrobiyal miicadelesinde entomopatojenik funguslara 6nemli avantajlar saglamaktadir
(Lacey ve Goettel, 1995). Entomopatojenik funguslarin yasam dongiilerinde ilk olarak
fungus enfektif bir spor iiretir ve bu spor konagin kiitikulasina tutunarak penetre olur.
Penetrasyondan sonra spor c¢imlenerek germ tiipiinii olusturur ve bunu takiben
appressorium olusumu meydana gelir. Bu penetrasyon islemi siklikla integiimentin
enfeksiyon bolgelerinde melanizasyon reaksiyonuna yol a¢maktadir (Ferron, 1978).
Melanizasyon siklikla ge¢ olur veya yeterli biiylikliikte olur. Bu da patojenin yavas
biiylimesini veya giiclinii durdurmasina yardimci olur (Hajek ve Leger, 1994). Bundan
sonra, fungus konagin hemoseline ulagarak konagi istila eder ve konagi toksin iiretimi veya
cogalma gibi nedenlerle 6ldiiriir. Uygun kosullar altinda bdcegin 6liimiinden sonra, fungus
konaktan disar1 dogru sporlasmaya baglar ve bu sporlasma ya da konidiyogenezis
kadavranin dis yiizeyinde meydana gelir (Goettel vd., 2005; Shah ve Pell, 2003). Alternatif
olarak, fungus primer konagin olmadigi zamanlarda taksonomik olarak birinci derecede
iligkili bir baska konag1 enfekte edebilir. Benzer olarak, alternatif konagin
enfeksiyonundan sonra konak 6liir ve iiretilen sporlar primer iligkili diger bireyleri enfekte
edebilir. Bunun haricinde, enfeksiyon i¢in uygun olmayan ¢evresel kosullarda, fungus, bu
kosullara dayanikli dinlenme yapilarini (resting spores) olusturur. Bu yap1 ¢evrede konak

olmadig1 zaman uzun bir siire varhigini siirdiirebilmektedir. Dinlenme yapilarinin kendisi



16

enfektif 6zellige sahip degildir. Fakat, yeniden enfektif spor olusturabilir. Sporlasmadan
sonra c¢evreye yayilan sporlar baska konaklar1 enfekte eder. Normal olarak bu yasam
dongiisiiniin pek ¢ok istisnalar1 bulunmaktadir. Fakat, 6nemli olan c¢evresel faktorlerin
fungusun iiremesi ve hayatta kalmasi i¢in son derece 6nemli olmasidir. (Goettel vd., 2005).

Entomopatojenik funguslarin genel hayat dongiisii Sekil 3’de gosterilmektedir.

Sekil 3. Entomophthore muscae’nin Delia radicum konagindaki yasam dongiisii. S: Toprak
yilizeyi. 1. Konagin kis1 gecirme safthasi (topraktaki pupa). 2. Enfektif 6zellige
sahip eseysiz konidi fungusun kisin hayatta kalan yapilar tarafindan iretilir ve
konagin hassas sathasini enfekte etmeye hazirdir. 3. Ergin sinekler (burada
konagin hassas safhasi1) pupadan cikar ve enfekte olur. 4. Inkiibasyon peryodunun
ardindan konak Oliir. E. muscae’den 6lmiis konak, agaca yapisir ve konidiler
O0lmiis konakta tretilir. 5. Bu konidiler yeni hassas konaklar1 enfekte edebilir. 6.
Hassas konagin sayisi azaldigi zaman (O0rnek olarak sonbahar sirasinda), bazi
enfekte bireyler konagin 6liimiine kadar enfektif konidi liretmez. Bunun yerine
kisin uzun siire hayatta kalabilecek fungal yapilar iiretilir. Bu durumda sinekler
toprak yilizeyine diiser ve kalin duvarli dinlenme sporlar olusturulur (eseyli veya
eseysiz). 7. Dinlenme yapilar kisi1 toprakta gecirir ve gelecek yil enfektif konidi
iretir. 8. Alternatif olarak, fungus taksonomik olarak primer konak ile iliskili bir
bagka konagi enfekte edebilir. Bu durumda bir baska sinek enfekte olur. 9.
Enfeksiyondan sonra alternatif konak 6liir ve bu konakta tiretilen konidiler primer
konag1 yeniden enfekte edebilir (Roy vd., 2006).
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1.4.1.1.3. Fungal Enfeksiyon

Entomopatojenik funguslar diger bdcek patojenlerinden farkli olarak konagin
integlimentinden enfeksiyon yapabilirler. Bu nedenle, konak tarafindan yenilme gerekli
degildir ve enfeksiyon ¢igneme yapan bocekler ile sinirli kalmaz (Fuxa, 1987). Genellikle
eseysiz olarak ilireyen sporlar enfeksiyondan sorumludur ve enfeksiyondaki baslangic
asamas1 pasif veya spesifik olmayan tutunmadir (Castrillo vd., 2005; Shah ve Pell, 2003).
Bu adim bécegin kiitikulasina temas icin bircok farkli yol icermektedir. Ornegin,
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ve Nomurae rileyi durumunda, tutunma
islemi sporlarda yer alan iyi organize olmus fasikiil rodletler ve bocek kiitikulas1 arasindaki
hidrofobik iligkinin sonucu olarak meydana gelir. Sucul ortamlarda yasayan
entomopatojenik funguslarda ise tutunma islemi zoosporlarin kese olusturmasi ile takip
edilir (Castrillo vd., 2005). Tutunma islemini takiben, sporlar konagin ¢esitli bariyerlerinin
iistesinden gelmek i¢in fungusa yardimci olan appressorium yapisinit olusturmak igin
c¢imlenmeye baslar (Hajek ve Leger, 1994). Bundan sonra, ¢emlenmis spor kiitikulanin
igerisine penetre olur. Penetrasyon safhasinda, proteaz, kitinaz ve lipaz gibi kiitikulay1
parcalayan bazi enzimler konaga giriste 6nemli rol oynamaktadir (Clarkson ve Chamley,
1996). Penetrasyonu takiben, hemoselin igerisindeki filamentéz fungus yapilari maya
benzeri hifal yapilara veya protoplastlara (blastospor) gecis yapar. Bu yapilar hemolenf
igerisinde dolasirlar ve tomurcuklanma ile ¢ogalirlar. Daha sonra tekrar filament6z yapilara
gecis yapilarak fungus i¢ dokular1 ve organlari istila eder ve sonunda bdcek oliir (Castrillo
vd., 2005). Son olarak, fungus 6lmiis bocek lizerinde sporlasir ve yeni olusmus sporlar
baska bir konag1 enfekte edebilir. Uygun kosullar altinda, bu durum aymi sekilde devam

eder. Fungal enfeksiyon isleminin ayrintil semasi Sekil 4’de verilmistir.
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Sekil 4. Bocek kiitikulasindaki fungal enfeksiyon basamaklarmin gosterimi. 1.
Bocek kiitikulast ve spor arasindaki fiziksel temastan sonra fungusun
konag1 tanimasi spor ¢imlenmesini ve appressorium olugumunu baslatir.
2. Penetrasyon kancasi1 ve cesitli hifal yapilar kiitikulay1 ve epidermisi
gecer. 3. Fungusun hemosele girmesinden sonra blastospor olusumu
baslar ve fungus konagi istila eder

1.4.1.1.4. Entomopatojenik Funguslarin Etki Sekilleri

Entomopatojenik funguslar, farkli metabolitler ilireterek konaklarini bir¢ok farkl
sekilde oldirmektedir (Zimmermann, 2007b). Kimyasal olarak farkli toksik metabolitler
Beauveria, Fusarium, Gliocladium, Metarhizium, Paecilomyces ve Verticillium gibi
biyolojik miicadele etmenlerinde tanimlanmistir. Bu metabolitlerden bazilarinin 6nemli
patojenite etmenleri oldugu bilinmektedir (Strasser vd., 2000). Simdiye kadar bir¢ok
aragtirmact Beauveria spp. ve M. anisopliae tarafindan iiretilen metabolitler iizerine
odaklanmistir. Clinkii, bu iki fungus en 6nemli mikrobiyal miicadele etmenleridir. Bazi
entomopatojenik funguslar tarafindan iiretilen bazi metabolitler Tablo 3’te verilmistir

(Zimmermann, 2007a; Zimmermann, 2007b; Strasser vd., 2000).
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Tablo 3. Entomopatojenik funguslar tarafindan iiretilen bazi1 metabolitler

Fungus Metabolitler
Beauverisin, bassianin, bassianolide,beauverolidler,
tenellin, oosporein, oksalik asit, bassiakridin

Beauveria bassiana

Beauveria brongniartii Oosporin

Metarhizium anisopliae Destruksinler (28 tip), swainsonie, sitokalasin C
Metarhizium sp. Hidroksifungerin A ve B

Paecilomyces fumosoroseus  Beauvricin, beauverolidler

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

Beauveria spp. beauverisin, bassianin, bassianolide, oosporin, destruksin B gibi in
vivo ve in vitro ortamda pek ¢ok toksik bilesik iiretmektedir (Zimmermann 2007a). Ayrica,
destruksinler (28 tip), sitokalasin C ve hidroksifungerin A ve B gibi metabolitler ise
Metarhizium spp. tarafindan iiretilmektedir. Simdiye kadar entomopatojenik funguslarin
hastalik sirasinda herhangi bir toksini tiretip tiretmedikleri veya viriilans i¢in toksin gerekip
gerekmedigi belirlenmemistir. Quesada-Moraga ve Vey (2003) B. bassiana’nin gekirgelere
karst patojenik olmasi i¢in toksin {iiretimine gerek duymadigni belirtmisdir. Bazi
durumlarda, toksin iiretiminden siiphelenilmesine ragmen, kesin olarak belirtilmemektedir.
Coelomycidium, Coelomomyces cins ve Entomophthoralean ordosuna ait bir kisim
funguslar baz1 ¢ok zayif toksinlere sahip olabilir. Fakat, biiylik ihtimalle, bu funguslar
konaklarimi hayati dokular istila ederek oldiiriirler (Goettel vd., 2005). Ilave olarak, fungal
enfeksiyon konak hareketlerinde ates artmasi, yliksek yerlere ¢ikma, aktivitede artis veya
azalma, semikimyasallara kargi azalmis cevap ve lireme davraniglarinda degisme gibi

degisiklikler meydana getirebilir (Roy vd., 2006).

1.4.1.1.5. Entomopatojenik Funguslarin Ozgiilliigii ve Konak Seciciligi

Entomopatojenik funguslarin 6zgiilliigii cinsler arasinda, bir cins igerisinde ve hatta
bir tiiriin suslar1 arasinda bile farklilik gosterebilmektedir (Goettel vd., 2005). Ozellikle,
Entomophthoreales ordosuna dahil funguslarin, dar konak araligina sahip olduklar: bilinir
(Zoophthora radicans istisnadir) ve bunlar, genelde yaprakla beslenen bocekler ve
akarlarda goze carpan epizootiklerle iligkilidir. Bunun tersine Hyphomycetes funguslar
(son siniflandirmaya gore su anda Sordariomycetes olarak biliniyor) daha genis bir konak

araligina sahiptir (Verticillium lecanii ve Hirsutella thompsoni istisnalar ile birlikte) ve
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genelde topraktaki bocek popiilasyonlarinda epizootik yaparlar (Pell vd., 2001). Her iki
grubun da istisnalar1 bulunmaktadir. Ornegin, Sordariomycetes sinifina ait iki tane iyi
bilinen fungus tiirii olan Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae genis konak
araligina sahiptir. Simdiye kardar B. bassiana’nin 707 adet konaga sahip oldugu
bildirilmistir (Zimmermann, 2007a). Bu sayr 521 cins, 149 familya ve 15 ordoyu
kapsamaktadir. B. bassiana Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Diptera,
Hemiptera, Orthoptera, Siphonaptera, Isoptera, Thysanoptera, Mantodea, Neuroptera,
Dermaptera, Blattariae, Embioptera takimlarinda patojen olarak etki gosterir
(Zimmermann, 2007a). M. anisopliae’nin konak araligi B. bassiana’dan daha simirh
olmasina ragmen, bu tiiriin de Symphyla, Orthoptera, Dermaptera, Isoptera, Homoptera,
Heteroptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Siphonaptera, Lepidoptera, Malacostrata
(Amphipoda), Acari, Ephemeroptera, Dermaptera, Heteroptera, Diptera, Coleoptera,
Hymenoptera ve Lepidoptera ordolarmma ait bdcekleri enfekte ettigi bildirilmistir
(Zimmermann, 2007b). Bu iki tiir bircok bdcek tiiriinii enfekte etmelerine ragmen,
izolatlarin alan uygulamalarinda laboratuar kosullari ile karsilastrildiginda daha spesifik
olabildikleri goriilmektedir. Bu da patojene karsi duyarliliktan daha ¢ok diger faktorlerin
dogadaki hastalik olusmasinda énemli oldugunu gdstermektedir. Bazi durumlarda, fungus
sadece zayiflamis ve strese girmis bocekleri 6ldiirebilir (Goettel vd., 2005).

Pek ¢ok Entomophthoreales fungus konaga 0zgiildiir ve hedef disi organizmalar
{izerinde bazi istisnalar hari¢ herhangi bir etki gdstermez. Ornegin, Entomophthore muscae
Lepidoptera takimina ait bireyleri enfekte ederken, Zoophthora radicans’in Diptera,
Coleoptera, Lepidoptera ve Homoptera takimlarina ait 80’in iizerinde konag1 enfekte ettigi

bildirilmistir (Hajek, 1999; Goettel vd., 2005).

1.4.1.1.6. Entomopatojenik Funguslarin Dagilimi ve Yayilimi

Bir patojeninin enfektif yapilarimin dagilmasi hastaligin gelismesinde oldukca
onemlidir. Hypocreales ordosuna ait entomopatojenik funguslarin enfektif yapilar
kadavradan pasif olarak dagilmaktadir. Bu pasif yayilim riizgar ve yagmur gibi etkenlerle
meydana gelmektedir (Meyling ve Eilenberg, 2007). Entomophthoralean funguslarin
sporlar1 ise hidrostatik basing altinda aktif olarak salinmaktadir. Salinimdan sonra sporlarin
yayillimi riizgar veya yeni bir enfeksiyon ile devam etmektedir (Shah ve Pell, 2003).

Toprak ortaminda ise entomopatojenik funguslarin asirt bir sekilde ¢ogalmasi ve yayilimi
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sinirlidir. Popiilasyonun olusumu, kadavradan yayilan enfektif sporlar, igerisinde ana
kadavrada yer alan kaynaklarin doniisiimiine dayanmaktadir (Meyling ve Eilenberg, 2007).
Baz1 durumlarda, entomopatojenik funguslar canli haldeki enfekte bocek ile bir baska
konaga veya c¢evreye yayilmlarmi  gerceklestirmektedirler.  Ornegin, bazi
Entomophthoralean funguslarin  sporlar1 konak hala canli iken salinmaktadir.
Entomophthora thripidum ve Strongwellsea catrans ile enfekte sinekler ve bazi afid tiirleri
uzun mesafede funguslar tagiyarak go¢ edebilmektedir (Meyling ve Eilenberg, 2007; Shah
ve Pell, 2003). Ayrica, bazi eklem bacaklilar entomopatojenik tiirlerin yayilimin da gérev
yapabilmektedir (Dromph, 2003; Meyling vd., 2006). Bazen, Cordyceps spp. gibi
entomopatojenik funguslar ve hatta onun anamorflar (6rnek olarak B. bassiana) biiyiik bir
stroma tiretmektedir ve bu stroma bazen 30 cm’ye kadar ulasabilmekte ve sonunda eseyli
ve eseysiz sporlari iiretmektedir. Son olarak, dinlenme yapilarinin (resting spores) olusmast
pek cok fungusun yayilimi i¢in ana faktor olmaktadir. Konagin sayisi azaldigi ve olumsuz
cevre kosullar1 basladigi zaman, pek cok Entomophthoralean fungus uzun bir zaman
toprakta sag kalabilen mitozdan (azigospor) veya mayozdan (zigospor) olusan dinlenme
yapilarini (resting spores) lretmektedir (Goettel vd., 2005; Shah ve Pell, 2003). Bu da

fungusun yayilimina katki saglayan faktorlerden birisidir.

1.4.1.1.7. Entomopatojenik Funguslarin Avantaj ve Dezavantajlar:

Entomopatojenik funguslarin mikrobiyal miicadelede bazi avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Insektisid olarak funguslarin kullanim avantajlar1 sdyle siralanabilir: (1)
Zararhiyla miicadele acisindan bazi durumlarda yiiksek konak segiciligine sahip olmalart:
Entomopatojenik funguslar zararli olmayan parazit ve yararli bocek popiilasyonlarin
etkilemeden zararli boceklerin miicadelesinde kullanilabilir. (2) Memeliler iizerine
herhangi bir olumsuz etki gostermemeleri, bdylece c¢evre kirliligi gibi insektisid
uygulamalar1 sonucu karsilasilan zararlarin azaltilmasi. (3) Insektisid direnci gibi
problemlerin olmamasi ve bodylece uzun siireli bir miicadele saglamalari. (4)
Biyoteknolojik arastirmalar ile gelistirilmeye uygun olmalari. (5) Uygulama sonrasi
cevrede uzun siire kalmalar1 ve bodylece, uzun siireli miicadelesinin saglamalar1 (Wan,
2003). Oteyandan, funguslarin insektisid olarak kullanimlarinin bazi dezavantajlari da
bulunmakatadir: (1) Kimyasal insektisidler bocekleri sadece 2-3 saatte Oldiirlirken,

entomopatojenik funguslar daha uzun bir siire gerektirmektedir (bazen 10-15 giin). (2)
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Uygulamalar yiiksek nem, diisiik zararli sayis1 ve fungisidlerin kullanilmadig1 periyod da
olmalidir. (3) Bazen yiiksek seg¢iciliginden dolay ilave miicadele etmenlerinin kullanilmasi
gerekebilir. (4) Uretimleri nispeten pahalidir ve sporlarm saklanmasi igin soguk ortamlar
gereklidir. (5) Zararli popiilasyonlar1 {lizerine entomopatojenik funguslarin etkinligi ve
devamlilig1 farkli konaklarda farklilik gostermektedir ve boylece, bocege 6zgiil uygulama
tekniklerinin optimizasyonu uzun siireli ¢alisma ve aragtirma gerekmektedir. (6) Bagisiklik

sistemi baskilanmis insanlara kars1 bazen potansiyel risk olusturmalar1 (Wan, 2003).

1.4.1.1.8. Entomopatojenik Funguslarin Mikrobiyal Miicadelede Kullanimi

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

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

Klasik biyolojik miicadele uzun siireli bir miicadele saglamak amaciyla, biyolojik
miicadele etmeninin dogal olarak bulunmadig: bir yere (genellikle bu organizma konaga
gore zaman igerisinde degisiklige ugramistir (co-evolved)) istege baghi olarak
birakilmasidir (Eilenberg vd., 2001). Bu miicadele stratejisinde, ilgili zararlinin miicadelesi
zararlinin miicadelesinin gerektigi alana dogal olmayan uygun bir biyolojik miicadele
etmeninin birakilmasina baghdir. Boylece, klasik biyolojik miicadele ekzotik bir
organizmanin saliimim gerektirmektedir (Eilenberg vd., 2001). Klasik biyolojik miicadele
programlar1 genelde uzun siire siirdiiriilebilir ve ekonomik bir miicadele saglamaktadir
(Shah ve Pell, 2003). Entomopatojenik funguslarin klasik biyolojik miicadele de
kullanimlarina yonelik birgok ornek vermek miimkiindiir. Amerika’da Entomophaga
maimaiga’nin Lymantria dispar’a ve Zoophthora radicans’in Therioaphis trifolii’ye karsi
uygulanmasi bu alanda en giizel 6rneklerdir (Hajek vd., 1990; Pell vd., 2001; Milner vd.,
1982; Shah ve Pell, 2003).
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Inokiilatif biyolojik miicadele ise biyolojik miicadele etmeni olan canli bir
organizmanin, miicadele bolgesine salinarak uzun bir siire zarfinda ¢ogalmasi sonucu
zararli bocegi kontrol altina almasidir. Fakat, bu miicadele kalic1 degildir. Bu uygulama
stratejisinde salinan organizmanin sayist Onemli degildir. Aksine biyolojik miicadele
etmeninin salinan alanda ¢ogalmasi onemlidir. Genellikle alana diisiik sayida miicadele
etmeni salinir. Bu kismen de olsa salinan organizmanin kabul edilemez masraflarindan
kaynaklanmaktadir. Bdcek patojenleri inokiilatif miicadele icin kullanilabilir. Ornegin,
Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch (Deuteromycotina: Hyphomycetes) mayis bocegiyle
(Melolontha melolontha L. (Coleoptera: Scarabaeidae)) miicadele etmek icin Isvigre’de
kullanilmistir. Buradaki amag, salinan fungusun zaman igerisinde ¢ogalarak uzun siireli bir
miicadele elde eldilmesiydi (Keller, 1997; Eilenberg vd., 2001). Bununla birlikte,
Entomophaga maimaiga Amerika’da Lymantria dispar poplilasyonlarinda epizootik
baslatmak amaci ile inokiilatif olarak kulanilmistir (Hajek ve Webb, 1999; Goettel vd.,
2005).

Ugiincii biyolojik miicadele stratejisi olan inundatif biyolojik miicadele de ise
miicadele yalnizca canli organizmanin kullanilmasi ile saglanmaktadir (Eilenberg vd.,
2001). Bu uygulama stratejisinde, biyolojik miicadele etmeni kisa donemli bir miicadele
i¢cin genellikle biiyiik miktarlarda salinir ve ikinci bir enfeksiyon beklentisi yoktur (Shah ve
Pell, 2003). Siklikla biyopestisit, biyolojik pestisit veya mikopestisit olarak bilinen terimler
funguslar ile yapilan inundatif biyolojik miicadeleyi tanimlamak i¢in kulanilmaktadir
(Goettel vd., 2005). Hyphomycetes funguslar inundatif biyolojik miicadele agisindan
bliyiik bir 6neme sahiptir. Ciinkii, kitle {iretimleri ve formiilasyonlar1 nispeten kolaydir ve
gelenekesel sprey uygulamalariyla kolaylikla uygulanabilmektedirler. Pek cok ticari iiriin
farkli tarim alanlarinda zararhilar ile miicadelede kullanilmaktadir. Bunlarin bazi 6rnekleri
Tablo 4’de verilmistir (Shah ve Pell, 2003; Strasser vd., 2000; Cross vd., 1999; Lacey ve
Goettel, 1995; Montesinos, 2003; Scholte vd., 2004; Milner, 2000).
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Tablo 4. Ticari olarak gelistirilmis, gelistirilmeye devam edilen ve potansiyel olarak
dikkate alinan entomopatojenik funguslar

Fungus Uriin Zararh Ulke
Beauveria bassiana Conidia Kahve kurdu Almanya
beyaz sinekler, afidler,
Beauveria bassiana Mycotrol WP Kirpik kanathilar Amerika
Beauveria brongniartii Engerlingspilz Mayis bocegi Isvigre
Beauveria brongniartii Schweizer Beauveria ~ Mayis bocegi Isvicre
Beauveria brongniartii Melocont-Pilzgerste Mayis bocegi Avusturya
Metarhizium favoviride Green Muscle Cekirgeler Ingiltere
Paecilomyces
fumosoroseus PFR-97 Beyaz sinek Amerika
Verticillium lecanii Vertalec Afidler ve beyaz sinek  Ingiltere
Verticillium lecanii Mycotal Afidler ve beyaz sinek  Ingiltere
Entomophaga maimaiga  — Kir tirtih (L. dispar) -
Hirsutella thompsonii - Akarlar -
Lagenidium giganteum Laginex Sivrisinekler Amerika
Metarhizium anisopliae ~ BioBlast Termitler Amerika
Giliney
Metarhizium anisopliae  Green Muscle Cekirgeler Afrika

Konzervatif biyolojik miicadele ise zararli bocegin etkisini azaltmak icin ¢evresel
veya mevcut uygulamalarda degisiklikler yaparak alanda bulunan dogal diismanin veya
diger organizmalarin korunmasidir (Eilenberg vd., 2001). Bu stratejide etmen salinimi
yoktur fakat, tarim sistemleri ve uygulamalar1 dogal olarak mevcut olan diismani1 korumak
veya sayisini arttirmak i¢in modifiye edilir. Bu sayede zararli bocek popiilasyonunun zarar
esiginin altinda tutulmasi amacglanmaktadir (Goettel vd., 2005). Bu uygulamada ilk 6rnek,
Neozygites fresenii’nin Amerika’da bulunan pamuk tarlalarindaki uygulamadir. Cifgiler
topladiklar1 afidlerin %]15’inin bu fungusla enfekte oldugunu bulduklar1 zaman mevcut
patojeni korumak icin herhangi bir insektisid uygulamasi yapmadilar. Bdylece, hem
zamandan hem de paradan tasarruf ederek, cevresel kontaminasyonu azaltarak yararh
bocekleri de korumus oldular (Shah ve Pell, 2003; Pell vd., 2001).

Findik, insektisit kullanimi1 ve kiiltiirel uygulamalarin degisikligiyle mevcut olan
dogal diismanlarin korunmasi sayesinde konzervatif biyolojik miicadeleye iyi bir aday iirlin

konumundadir (AliNiazee, 1998).
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1.4.1.1.9. Entomopatojenik Funguslarin Gelistirilmesi

Bilindigi gibi biyolojik miicadele etmenleri ¢evre ve insanlar tizerinde toksik etkiye
sahip kimyasal insektisidlere karsi birer alternatif miicadele yOntemi olarak
degerlendirilmektedir. Entomopatojenik funguslar, dogada bocek popiilasyonlariin
diizenlenmesinde anahtar bir role ve zararli boceklerin miicadelesinde dikkat cekici bir
oneme sahiptirler. Entomopatojenik funguslar viral ve bakteriyal patojeni olmayan
ozellikle Coleoptera takimima dahil birgok zararli ve bitki 6zsuyu ve hayvan kani ile
beslenen zararlilar i¢in vazgecilmez miicadele etmenleri olmasina ragmen,
mikoinsektisidler toplam insektisid pazarinin ¢ok az bir kismini olusturmaktadir (Fang vd.,
2005). Biyopestisidlerde oldugu gibi mikoinsektisidlerin etkinligini etkileyen pek cok
faktor vardir. Bunlar yavas 6ldiirme hizi, orta diizeyde etkinlik, zayif depolanabilirlik,
uygulama sonrasi alanda kalma siiresinin az olmasi ve iiretim maliyetleri en 6nemlileri
olarak sayilabilir. Fakat, sus secimi, genetik miihendisligi, fomiilasyon ve uygulama

teknikleriyle bu tiir problemlerin iistesinden gelinebilir (Goettel vd., 2005).

1.4.1.1.9.1. Sus Se¢imi

Entomopatojenik  funguslar genellikle genetik olarak heterojen suslardan
olugmaktadir. Bu suslar zararli boceklere karsi viriilans gibi 6nemli karakteristik 6zellikler
bakimindan farklilik gostermektedir. Bu nedenle, zararliya karsi en virlilent susun se¢imi
entomopatojenik funguslarin etkinliginin artirilmasinda 6nemli bir rol oynayabilir. Bundan
baska, ¢evresel kosullarda daha fazla devamlilik saglayan diger baz1 6nemli 6zellikler de
sus se¢iminde kullanilabilir. Fungal bir biyolojik miicadele etmeninin arastirilmasinda
yaygin olarak kullanilan ilk adim en patojenik susun sec¢imidir (Goettel vd., 2005). Son
zamanlarda ise ¢esitli biyoteknolojik teknikler kullanarak sus se¢imi yapilmaktadir. Fakat,
bu teknikler direk genetik manipulasyonu icermemektedir. Ornegin, protoplast fiizyonu
Beauveria bassiana’nin biyolojik miicadele potansiyelini arttirmak i¢in kullanilmistir.
Burada flizyon, Leptinotarsa decemlineata’dan izole edilen B. bassiana susu ile
insektisidal toksin lireten B. sulfurescens arasinda yapilmistir. Sonug olarak, iki bilesik
bakimindan oksotrofik olan ve L. decemlineata ve Ostrinia nubilalis’e karst yliksek
seviyede viriilant olan mutant B. bassiana meydana getirilmistir (Couteaudier vd., 1996;

Viaud vd., 1998). Molekiiler analizler meydana gelen mutantin iki genotipin karsimi
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oldugunu gostermistir. Suslarin bazilar1 asir1 viriilent olurken, bazilar1 ise ebeveynlerden
daha hizli o6ldiirme yetenegine sahiptir. Viriilans yapilan pasajlardan sonra kalici
olabilmektedir ve bu teknik ile entomopatojenik funguslarin etkinliginin arttirilabilecegi

one stirtilmistiir (Viaud vd., 1998).

1.4.1.1.9.2. Genetik Modifikasyon

Cesitli entomopatojenik funguslar arasinda, Beauveria bassiana ve Metarhizium
anisopliae son zamanlarda en fazla ¢alisilan fungus tiirleridir. Oysa, bunlarin molekiiler
biyoloji ve genetik maniipilasyonu hakkinda cok az bilgi mevcuttur. ilave olarak,
entomopatojenik funguslarin sus 1slah potansiyeli bunlarin patojenitesinin biyokimyasal ve
molekiiler temelinin tam olarak anlagilamamis olmasi ve iiremelerinde eseyli sathanin
olmayisindan dolayr smirli kalmistir. Mikoinsektisidlerin gelistirilmesinde ki en biiyiik
engel uygulama sonrasi zararlilarin 6liimii i¢in uzun bir zaman gerektirmesidir. Bu amagla,
mikoinsektisidlerin viriilansinin arttirilmasi genetik modifikasyonlarla saglanabilmektedir
(Fang vd., 2005). Bu alandaki caligmalar diger mikroorganizmalara gdre daha siirl
olmasina ragmen, ¢alisma alani oldukga ilgingtir. En ileri arastirmalar B. bassiana ve M.
anisopliae ile yapilmistir (Goettel vd., 2005).

Genetik modifikasyonla gelistirilebilecek 6zellikler sdyle siralanabilir (Duperchy,
2003): (1) Konagin varligim1 belirleyen reseptorlerin, penetrasyonu saglayan enzimlerin,
konak savunma mekanizmasini inaktive eden iiriinlerin ve hastalik semptomu i¢in gerekli
toksinlerin modifikasyonu ile konaga karsi viriilansin arttiritlmasi (6ldiirme hizi). (2)
Konaga adhezyonu saglayan genlerin, besinlerin kullanilmasindan sorumlu genlerin,
kiitikulay1 taniyan spesifik tanima faktorlerinin ve inhibitdr bilesiklere karsi direnci
saglayan genlerin modifikasyonu. (3) Kiitikulay1 degrede eden enzimlerin arttirilmasiyla
inokiiliim miktarinin azaltilmasi. (4) Cevresel sinirlamalara karsi tolerans, 6zellikle
sicaklik ve kuruluga karsi. (5) Cesitli fungisidlere karsi direncten sorumlu genlerin

modifikasyonu.

1.4.1.1.9.3. Formiilasyon ve Uygulama Stratejileri

Entomopatojenik funguslar hala kisa raf omrii gibi bazi uygulama zorluklarina

sahiptir. Fakat, uygun formiilasyonlarin gelistirilmesiyle bu zorluklarin {iistesinden
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gelinebilir. Uygun formiilasyonun kullanilmasit uzun raf omrii ve fungal yapilarin
devamliligi agisindan oOnemlidir. Formiilasyon etmen ile uyumlu olmali, onun
performansim1 arttirmali ve ideal olarak normal tarimsal uygulamalar ile birlikte
yapilabilmelidir. ilave olarak, formiilasyon giivenli, kullanimi kolay ve uygulama,
depolama ve dagitim sirasinda etmenin canliliint muhafaza etmelidir (Boland ve
Kuykendall, 1998). Kitle iiretimini takiben, graniiler ve sprey (sulu ve yagl) gibi farklh
tiirlerde formiilasyonlar kullanilabilir (Leland, 2001).

Entomopatojenik funguslarin graniiler formiilasyonlar1 tuzak gibi formiile edilmis
misellerin veya sporlarin uygulamasii icermektedir. Bu uygulamada, kuru misellerin
alanda sporlagmasi gerekmektedir ve bu nedenle kurak iklimlerde kullanilmasi pek pratik
degildir (Leland, 2001).

Sprey seklinde formiilasyonlar ise graniiler formiilasyonlara gére daha yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Giines radyasyonundan mikrobiyal pestisidleri korumak igin sivi
formiilasyonlar dort ana yaklasim g¢ercevesinde kullanilmaktadir. (1) Yag tasiyicilar ile
yagda ¢Ozilinebilen giines kremlerinin kullanilmasi. (2) Yag-su karisimi emilsiyonlarin
kullanilmast. (3) Su tasiyicilar ile engelleyicilerin veya askida kalan emicilerin veya suda
coziinenlerin kullanilmasi. (4) Su tasiyicilart ile kapsiiller igerisinde kullanim (Leland,
2001). Son zamanlarda, LUBILOSA programi ile yag temelli formiilasyonlar bagarili bir
sekilde kullanilmaktadir (Lomer vd., 2001).

Entomopatojenik funguslarin uygulama stratejileri, bolim 1.4.1.1.8’de tartisilmistir.

1.5. Tezin Amaci

Bu doktora caligmasinda, Dogu Karadeniz Bolgesi'ndeki findik ve ladin
ormanlarinda ¢esitli zararlar olusturan adi mayis bocegi, Melolontha melolontha (L.) ve
dev soymuk bocegi, Dendroctonus micans (K.) ile miicadelede kimyasal insektisidlerin
kullanimini1 azaltacak, daha etkin, giivenli, ekonomik ve ¢evreye duyarl fungal mikrobiyal
miicadele etmenleri bulmak, bulunan fungal izolatlarin morfolojik ve molekiiler
karakterizasyonlarini yapmak ve hedef zararlilara karsi insektisidal etkilerini belirlemektir.
Bu amag¢ dogrultusunda, Dogu Karadeniz Boélgesi’nden toplanan toprak ve bocek
orneklerinden entomopatojenik fungus izolasyonu, bunlarin morfolojik ve molekiiler
teknikler kullanarak karakterizasyonlar1 ve tanimlanan fungal patojenlerin hedef boceklere

kars1 insektisidal aktivitelerinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

Dogu Karadeniz Bolgesi’nin findik ve orman alanlarinda ¢esitli zararlar olusturan
boceklere karst daha etkin ve gilivenli biyolojik miicadele etmenleri izole etmek amaciyla,
bu bolgeden toplam 301 adet toprak Ornegi ve 6 adet zararli bocek tiirii toplanarak
entomopatojenik fungus yonilinden arastirildi. Bunun sonucunda elde edilen fungal
ornekler morfolojik ve molekiiler yontemlerle karakterize edildi ve hedef bocekler

uzerindeki insektisidal aktiviteleri belirlendi.

2.1. Calismada Kullamilan Kimyasallar, Enzimler, Antibiyotikler ve Besiyeriler

Calismada kullanilan 6nemli kimyasallar, boyalar, enzimler ve antibiyotikler
sunlardir: Sodyum hipoklorit (NaClO) (Sigma), ampisilin (Applichem), tetrasiklin
(Applichem), streptomisin (Applichem), gliserol (Applichem), aseto-orsein (Sigma), dNTP
(Qiagen), Tag DNA polimeraz (Qiagen), poliniikleotid kinaz (Biolabs), etidyum bromiir
(Sigma), agaroz (Sigma), EcoRI (Biolabs), Msel (Biolabs), T4 DNA ligaz (Biolabs), y-
[33],-ATP izotopu (Amersham Biosciences Europe), formamid (Qiagen), poliakrilamid
(Sigma), dekstroz (Sigma), bisakrilamid (Sigma), Tris-hidroklorik asit (Qiagen), Tween 80
(Applichem), Mg(Ac), (Sigma), KAc (Sigma), TEMED (BioRad), SDS (Merck), Tris
(Merck), EDTA (Merck), amonyum persiilfat (APS) (BioRad), DTT (USB).

Calismada kullanilan besiyeriler sunlardir: PDA (Potates dekstroz agar) (Sigma),
maya ekstrakti (Sigma), PDB (Potates dekstroz broth) (Sigma), pepton (Sigma).

Calismada kullanilan kitler de sunlardir: DNeasy Plant mini Kit (50) (Qiagen),
Nucleospin Plant kit (50 preps) (Nucleospin), QIAquick gel extraction kit (50) (Qiagen),
QIAquick PCR purification kit (50) (Qiagen).

2.2. Calisma Bolgesinin Tamimlanmasi

Dogu Karadeniz Bolgesi, Tiirkiye’nin kuzeydogu kisminda yer almaktadir. Bolgeyi
iklimsel Ozelliklerine goére kiyisal ve karasal olmak {izere iki ana kisma ayirmak
miimkiindiir. Kiyisal kisim Artvin, Rize, Trabzon, Ordu ve Giresun olmak {izere 5 sehirden

olusurken, karasal kisim ise Bayburt ve Giimiishane olmak iizere iki sehirden olusmaktadir
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(Sekil 5). Kiyisal ve karasal kisim farkli ¢evresel ve iklimsel ozelliklere sahiptir. Kiyisal
bolge genelde yliksek nem, yiiksek yagis ve yillik sicakligin diisiik olmasi ile karakterize
edilir. Karasal bolge ise giiclii karasal iklimle karakterizedir. Yazlar ¢ok sicak, kislar ise

cok soguk ve yillik yagis orani diistiktiir (Tablo 5) (T.C. Tarim Bakanligi, 2007).
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Sekil 5. Ornekleme bolgesi

Bununla birlikte, findik tarimi tamamen kiyisal bolgede yogunlasmistir (6zellikle
Ordu, Giresun ve Trabzon). Karasal bdlgede ise iklimsel ozelliklerden dolayr hemen

hemen hig¢ findik arazisi bulunmamaktadir.
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Tablo 5. Dogu Karadeniz Bolgesi’nin iklimsel 6zellikleri ve 6rnekleme yerleri

Lokalite Toplam Ortalama sicakliklar (°C) Kurakhk

yagis (mm) Yilhk En sicak ay En soguk ay  indeksi*
Artvin 726,2 12,3 40,8 -9,6 61
Rize 22929 14,7 34,4 -4,6 77
Trabzon 897,3 15 37 -4 73
Giresun 1264 14,8 36 -3 71
Ordu 1018,5 14,7 37,1 -4 68
Giimiishane 451,1 9,7 41 -21.,6 67

Bayburt 543,7 7 19 -5,5 15,04

*Verilen bir bolgedeki iklimin kuraklik derecesinin sayisal ifadesi

2.3. Toprak Orneklerinin Toplanmasi

Dogu Karadeniz Bolgesi’nin orman, findik, ¢ay, yol kenarlari, ¢ayirliklar ve diger
vejetasyonlar igeren 6rnekleme alanlarindan toplam 301 adet toprak drnegi rastgele olarak
alindi. Ornekleme yerlerini gosteren Dogu Karadeniz Bolgesi haritast Sekil 5°de
verilmigtir. Toprak ornekleri, topragin {ist kismu kaldirildiktan sonra yaklasik olarak 5-20
cm derinlikten alindi. Bir bolgeden toprak alimi sirasinda 5 farkli noktadan 6rnekleme
yapild1 (aralarinda en az 5 metre olmasina dikkat edildi) ve alinan topraklar plastik torba
icerisinde karistirilldiktan sonra karisimdan yaklagik 750 g toprak polietilen torbalara
konularak laboratuara getirildi ve miimkiin oldugunca kisa siirede entomopatatojenik
fungus yoniinden incelendi (Ali-Shtayeh vd., 2002). Analiz edilmeyen toprak Ornekleri
analiz edilene kadar +4°C’de muhafaza edildi. Toprak Orneklerinin aliminda yer ve
vejetasyon kayitlart yapildi. Inceleme sonucunda pozitif sonuglar bulunan toprak
orneklerinin nem igerigi belirlendi.

Toprak orneklerinin nem oranini hesaplamak i¢in drneklerden 100’er gram alinip
105 °C’de 24 saat tutulmus ve tekrar tartilmistir. Hesaplama asagidaki formiile gore
yapilmistir.

Nem Orani (%) = (Yas Agirlik - Kuru Agirlik) X100

Kuru Agirlik
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2.4. Entomopatojenik Fungus izole Edilecek Bécek Orneklerinin Toplanmasi

Dogu Karadeniz Bolgesi ormanlarinda zararli olan Dendroctanus micans
(Coleoptera: Scolytidae), Ips typographus (Coleoptera: Scolytidae), Thaumetopoea
pityocampa (Lepidoptera: Thaumetopoeidae) (bu zararli Orta ve Bat1 Karadeniz’de yayilig
gostermektedir), meyve bahgelerinde zararli olan Rhynchites baccus (Coleoptera:
Rhynchitidae) ve Malacosoma americanum (Lepidoptera: Lasiocampidae) ve son olarak
findik bahgelerinde zararli olan Melolontha melolontha (Coleoptera: Scarabaecidae)
ornekleri toplanarak laboratuara getirildi. Bu ornekler, giinliik olarak incelemeye tabi
tutuldu ve oldigl tespit edilen bdocekler, 6lim nedeninin fungus olup olmadiginin
anlasilmasi i¢in nemli filtre kagidi iceren steril petri kaplarina alind1 ve eksternal fungus
bliylimesi arastirildi. Eksternal misel biiylimesi goriilen bocek Orneklerinden fungus

izolasyonu yapildi ve bu izolatlarin patojen olup olmadig1 arastirildi.

2.5. Toprak Orneklerinden Entomopatojenik Fungus izolasyonu

Entomopatojenik funguslar toprak érneklerinden Galleria tuzak yontemi (GTY) ile
izole edildi. Yaklasik 3-4. evre mum giivesi (Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)
larvalar1 tuzak yontemi i¢in kullanildi. Tuzak yodnteminden once larvalarin toprak
icerisinde koza orlip pupa olmalarmi onlemek i¢in larvalar 56°C sicakligindaki suda
yaklagik olarak 15 sn. bekletildi. Her bir toprak ornegi 1 litrelik plastik kaplar icerisine
yerlestirilerek tizerine 10’ar adet Galleria larvasi eklendi. Toprak ¢ok fazla kuru ise gerekli
nemi saglamak i¢in steril su ilave edildi. Larvalarin topragin altinda kalmasini1 saglamak
icin kaplarin kapagi kapatildiktan sonra kaplar ters g¢evrildi. Daha sonra kaplar oda
sicakliginda (20-25°C) bekletilerek ilk iki hafta sirasinda boceklerin toprakla maksimum
temasini saglamak i¢in siklikla sallanarak alt {ist edildi (Sekil 6). Daha sonra tuzak kaplar1
5’er gilin arayla toplam 15 gilin boyunca incelemeye tabi tutuldu (Zimmermann, 1986;
Meyling ve Eilenberg, 2006a). Inceleme sonucu 61diigii tespit edilen larvalardan fungus

izolasyonu yapildi.
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—
Swcaldilke uygulamas1 (55-38°C) Topraga verlestirme

Sporlasma

Yiizey
sterilizasyonu

Nem boliimii

Sekil 6. Galleria tuzak yontemi

2.6. Enfekte Larvalardan Entomopatojenik Fungus izolasyonu

Toprak Orneklerinin incelenmesi sonucunda &lii bulunan larvalar ve laboratuara
getirilen bocek oOrneklerinden 6lii olanlar, 6liim nedenlerinin fungal enfeksiyon olup
olmadiginin arastirilmast igin incelemeye tabi tutuldu. Olii larvalar % 1’lik sodyum
hipoklorit solusyonu ile 3 dk. yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra 3 kez distile su
ile yikandi ve igerisinde nemli filtre kagidi bulunan steril petrilere alinarak, 25°C’de
inkiibasyona birakild1 (Ali-Shtayeh vd., 2002). Inkiibasyon neticesinde eksternal fungal
bliylime goriilen Orneklerden (misel goriilen) funguslar, 6ze yardimi ile saflagtirildi
(Vanninen vd., 1989). Saflastirma sirasinda ilk besiyeri olarak PDAY (PDA + %1 yeast
ekstrakt) kullanildi. Bakteri kontaminasyonunu engellemek igin besiyerine 50 pg/ml
ampisilin, 20 pg/ml oraninda genis spektrumlu bir antibiyotik olan tetrasiklin ve 200 pg/ml

oranlarinda streptomisin ilave edildi (Thara vd., 2001).
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2.7. Funguslarin Depolanmasi

Izole edilen funguslarin herbirinin saf kiiltiirleri olusturuldu. Bunun igin
funguslardan 1 x 10* spor/ml oraninda spor siispansiyonu hazirlandi ve PDAY (Patates
dekstroz agar + % 1 maya ekstrakti) besiyerlerine yayma ekimleri yapildi. Bir giinliik
inkiibasyondan sonra goriilen koloniler alinarak saf kiiltiir elde edildi. Tek spordan iireyen
fungus orneklerinden saklama islemi yapildi. Saklama i¢in funguslar PDA besiyerinde
biiyiitiildiikten sonra belirli oranda sporlar1 alind1 ve 5:1 oraninda gliserol stoklart yapildi.
Elde edilen stoklar -80°C’de muhafaza edildi. Petrilerdeki saf kiiltiirler +4°C’de muhafaza
edildi. Bu kiiltiirlerden 6 ayda bir pasaj yapildi. Ayrica, biitlin izole edilen funguslarin
ARSEF (ARS Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures, Ithaca, New York, USA)
kiiltiir koleksiyonuna kayitlart yapildi.

2.8. izole Edilen Funguslarin Tiir Tayinleri
2.8.1. Morfolojik Tiir Tayini

Funguslarin morfolojik tiir tayinleri Dr. Richard Humber (USDA-ARS Collection of
Entomopathogenic Fungi, Ithaca, NY, USA) tarafindan yayimnlanan “Entomopathogenic
Fungal Identification” adli kaynaga gore yapildi (Humber, 1997). Tiir tayinlerinde ilk 6nce
boceklerde meydana gelen enfeksiyon sekli ve enfeksiyonun gelisim seyri degerlendirildi.
Stereomikroskop ile bocek kadavralari iizerinde biiyiiyen patojenlerin koloni incelemesi
yapildi. Funguslarin daha ayrintili incelenmeleri i¢in mikroskobik preparatlar ‘Scotch tape’
ve ‘Slide mounts’ tekniklerine gére hazirlandi ve aseto-orsein boyasi ile boyandi (Sekil 7).
Hazirlanan preparatlar mikroskop altinda incelendikten sonra hiflerin 6zelligi, havai olup
olmadigi, iireme organlarmin gelisme devreleri, konidiyoforlarin yapisi, varsa cap ve
boylarinin Olgiileri, sporlarin Olgiileri ve renkleri incelendi, tiir tayininde kullanildi
(Humber, 1997). Tir tayinlerinin dogrulanmasi  Dr. Richard Humber tarafindan
gerceklestirildi.

Preparatlar su sekilde hazirlanmistir: Cam petri kaplar1 ve kiirdanlar steril edildikten
sonra, 2 adet kiirdan birbirlerine paralel olacak sekilde steril petri kaplarina yerlestirildi.
Kiirdanlar iizerine steril lamlar konuldu ve bu sekilde diizenek tekrar steril edildi. Daha
sonra, kare seklinde kesilmis kalin bir agar parcasi (en az 0,5 cm kalinlikta) hazirlanan

diizenegin icerisindeki lamin iizerine yerlestirildi ve agar parcasinin dort bir yanina igne
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uclu 6ze ile ekimler yapildi. Ekimden sonra mikroskop lamelleri alkol ile steril edildikten
sonra inokiilasyonu yapilmig agar pargalarinin iizerine hafifce konuldu. Son olarak
ornekler 1 hafta boyunca 25-28 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
lameller nazikce kaldirilarak bir damla aseto-orsein boyasi i¢eren lam {izerine kapatildi ve

mikroskopta incelendi (Sekil 7).

Petri

Kiirdan

Ureyen
fungus

Lamel

Lam

Sekil 7. Fungal 6rneklerin ‘Scotch tape’ teknigiyle mikroskobik incelenmesi

2.8.2. Molekiiler Karakterizasyon
2.8.2.1. DNA izolasyonu

Funguslardan DNA izolasyonu i¢in kiiltiirler ilk olarak PDAY besiyerine ekildi ve 1
hafta boyunca 28°C’de inkiibasyona birakildi. Sonra bu kiiltiirlerden koloniler alinarak 50
ml PDB (Potates dekstroz sivi) besiyerine inokiile edildi ve 1-2 hafta boyunca 28°C’de ve
250 rmp’de kuru calkalayicida inkiibasyona birakildi. Biiyiiyen kiltiirler steril filtre
kagidiyla siiziildiikten sonra sivi azot igerisinde Ogiitiildii. Daha sonra firetici firmanin
Onerileri dogrultusunda DNeasy Plant mini Kit (50, QIAGEN) ve NucleoSpin Plant Kit
(50, Clontech) kitleri kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA’lar %1°lik
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etidyum bromiir igeren agaroz jelde yiiriitiillerek UV 15181 altinda goriintiilendi. Elde edilen
DNA ornekleri kullanilincaya kadar -20°C’de muhataza edildi.

2.8.2.2. rRNA ITS1-5.8S-ITS2 Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

18S ve 23S rRNA alt {initeleri arasinda kalan ITS1-5.8S-ITS2 bolgelerinin PCR ile
cogaltilmasi i¢in forward olarak ITSS5: 5°- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG - 3’ ve
reverse olarak ITS4: 5’TCCTCCGCTTATTGATATCG- 3’ primerleri kullanildi (Sekil 8)
(White vd., 1990). ITS1-5.8S-ITS2 bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR
reaksiyon karigimi, her bir ANTP’den 200 uM, her bir primerden 50 pmol, 2,5 unite Tag—
DNA-polimeraz, 5 ul 10X 7Tag DNA polimeraz reaksiyon tamponu, 50 ng genomik DNA
icerdi. Son hacim ddH,O ile 50 pl’ye tamamlandi. PCR kosullari: 95°C’de 5 dakikalik
denatiirasyondan sonra 95°C’de 1 dak., 50°C’de 45 sn. ve 72°C’de 2 dak. haline 35 dongii
ve son adim olarak 72°C’de 10 dak. olacak sekilde gergeklestirildi (Muro vd., 2005). PCR
reaksiyonu sonucu elde edilen liriinlerden 5’er pl alinarak 0,5 pg/ml etidyum bromiir
katkili %1°lik agaroz jelde 90 V’de 45 dakika elektroforez edildi. Geri kalan PCR f{iriinleri
Qiaquick PCR 50 (Qiagen GmbH, Leusten, the Netherlands) kiti ile saflastirildi ve DNA
dizi analizi i¢in VIB Genetic Service Facility (Antwerp, Belcika) sirketine gonderildi. Elde
edilen DNA dizileri tiir tayinlerini dogrulamak icin NCBI GenBank’ta yer alan DNA

dizileri ile karsilastirildi ve sonra filogenetik analizleri yapildi.

ITSS
P .05 — ..
Kigik alt birim (18S) ‘ Buyul alt birim (28S)

ITS4

Sekil 8. ITS1-5.8S-ITS2 bolgesini cogaltmak icin kullanilan primerlerin pozisyonlar1. ITS5
forward ve ITS4 revers primer olarak kullanilmistir

2.8.2.3. Uzama Faktorii-1-alfa (EF1-0) Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

EF1-a gen bolgesinin yaklasik olarak ilk 1200 bp’lik bolgesinin DNA dizi analizi,

ITS gen bolgesine gore tanimlamalar1 yapilan ve Beauveria cf. bassiana oldugu belirlenen
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suglarin molekiiler tanimlamalarin1 dogrulamak i¢in ve tiir tayini yapilamayan Metarhizium
sp. KTU-9 izolatimin tiir tayini i¢in yapildi. Forward olarak EFIT (5°-
TGGGTAAGGARGACAAGAC-3’) ve reverse olarak 1567R (5°-
CHGTRCCRATACCACCSATCTT-3) primer cifti 1200 bp’lik bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in
kullanild1 (S=G veya C, R=A veya G, H=A, C veya T). PCR kosullari, Rehner ve Buckley
(2005) tarafindan uygulanan metoda gore yapildi. PCR reaksiyonu toplam 50 pl hacim
olacak sekilde; 5 ul 10X PCR tamponu, 4 pul dANTP karigimi (1.25 mM herbir ANTP’den),
10 pmol her bir primerden, 0.5 pl 7ag polimeraz ve 5-20 ng genomik DNA olacak sekilde
gergeklestirildi. Son hacim ddH,O ile 50 ul’ye tamamlandi. PCR islemleri ‘touchdown
PCR prosediirii’ kullanilarak yapildi (Rehner ve Buckley, 2005). Touchdown PCR
reaksiyonu 94°C’de 2 dak. denatiirasyon ile baslatildi. ilk amplifikasyon déngiisiinde
baglanma sicakligt 66°C olarak belirlendi ve herbir dongiide birer derece azaltilarak 9
dongii gerceklestirildi. Son olarak 36 c¢ogaltma dongiisii, 94°C’de 30 sn. denatiirasyon,
56°C’de 30 sn. baglanma, 72°C’de 1 dak. sentez ve son olarak 72°C’de 10 dak.
inkiibasyon olacak sekilde gergeklestirildi. PCR reaksiyonundan olusan iirlinlerden 5’er pl
almarak 0.5 pg/ml etidyum bromiir katkili %]1°lik agaroz jelde 90 V’de 45 dakika
elektroforez edildi. Geri kalan PCR iiriinleri Qiaquick PCR 50 (Qiagen GmbH, Leusten,
the Netherlands) kiti ile saflastirildi ve DNA dizi analizi i¢in VIB Genetic Service Facility
(Antwerp, Belcika) sirketine gonderildi. Elde edilen DNA dizileri tiir tayinlerini
dogrulamak i¢in NCBI GenBank’ta yer alan DNA dizileri ile karsilastirildi ve filogenetik

analizler gergeklestirildi.

2.8.2.4. 18S SSU Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

18S SSU gen bolgesinin yaklasik ilk 1800 bp’lik kisminin ¢ogaltilmasi i¢in forward
olarak NS1 (5'- GTAGTCATATGCTTGTCTC - 3") ve reverse olarak da NS8 (5'-
TCCGCAGGTTCACCTACGG-3’) primer ciftleri kullanild1 (Sekil 9) (White vd., 1990).
18S SSU gen bdlgesinin ¢ogaltilmasi icin PCR reaksiyonu, her bir ANTP’den 200 pM, her
bir primerden 50 pmol, 2,5 unite 7ag-DNA-polimeraz, 5 pl 10X Tag DNA polimeraz
reaksiyon tamponu, 50 ng genomik DNA ve son hacim ddH,O ile 50 ul olacak sekilde
ayarlandi. PCR kosullari; 95°C’de 5 dakikalik denatiirasyondan sonra 95°C°de 1 dak.,
50°C’de 45 sn., 72°C’de 2 dak. halinde 35 dongii ve son adim olarak 72°C’de 10 dak.

olacak sekilde gerceklestirildi. PCR reaksiyonundan olusan tiriinlerden 5’er pl alinarak 0.5
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pg/ml etidyum bromiir katkili %1°lik agaroz jelde 90 V’de 1 saat elektroforez edildi. Geri
kalan PCR iirtinleri Qiaquick PCR 50 (Qiagen GmbH, Leusten, the Netherlands) kiti ile
saflastirildi ve DNA dizi analizi icin VIB Genetic Service Facility (Antwerp, Belgika)
sitketine gonderildi. Elde edilen DNA dizileri tiir tayinlerini dogrulamak i¢in NCBI
GenBank’ta yer alan DNA dizileri ile karsilastirildi ve filogenetik analizler yapildi.

NS1

= ﬁ 5.85 I%' — - \
Kiiciik alt birim (185) | ITS1 | pna Il ITS2 | Biydil alt birim (285)
—————eeeaaaaa L

" NS8

Sekil 9. 18S gen bolgesinin ilk 1800 bp’ini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerlerin
pozisyonlari. NS1 forward ve NS8 revers primer olarak kullanilmistir

2.8.2.5. Fungal izolatlarin GenBank Kayitlari

Dogu Karadeniz Bolgesi’nden izole edilen fungal izolatlar i¢in GenBank’tan alinan

kayit numaralar1 Tablo 6’da verilmigtir.

Tablo 6. Fungal izolatlarin GenBank numaralar1

EF1-a
Sira izolat Tiir ITS GenBank 18S GenBank GenBank
numarasi numarasi
numarasi
Metarhizium anisopliae var.
1 KTU-2 anisopliae FJ177500 —* -
Metarhizium anisopliae var.
2 KTU-3 anisopliae FJ177502 - -
Metarhizium anisopliae var.
3 KTU-4 anisopliae FJ177501 - -
Metarhizium anisopliae var.
4 KTU-6 anisopliae FJ177503 - -
Metarhizium anisopliae var.
S KTU-10 anisopliae FJ177490 - -
Metarhizium anisopliae var.
6 KTU-12 anisopliae FI177478 - -
Metarhizium anisopliae var.
7 KIU-14 anisopliae F1177489 FJ177466 -
3 KTU-15 Metarhizium anisopliae var.

anisopliae FJ177497 - -
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35
36

KTU-18

KTU-19

KTU-20

KTU-21

KTU-26

KTU-27

KTU-28

KTU-29

KTU-30

KTU-31

KTU-32

KTU-34

KTU-37

KTU-39

KTU-40

KTU-41

KTU-44

KTU-45

KTU-46

KTU-47

KTU-48

KTU-49

KTU-51

KTU-54

KTU-58

KTU-60

KTU-9
KTU-7

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae
Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
Metarhizium sp.
Beauveria bassiana

FJ177495

FI177494

FJ177496

FJ177498

FJ177485

FI177505

FI177484

FI177487

FJ177507

FJ177481

F1177479

FI177482

FJ177504

FJ177499

FJ177483

FJ177486

FJ177491

FJ177493

FI177474

FJ177488

FJ177492

FI177473

FI177506

FI177476

FI177477

FJ177475
FJ177480
FJ177442

FI177469

FJ177470

FJ177468

FJ177471
FJ177465

FJ177455
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37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

KTU-8
KTU-11
KTU-17
KTU-22
KTU-23
KTU-24
KTU-25
KTU-38

KTU-50
KTU-52
KTU-56
KTU-57
KTU-59
KTU-62

KTU-53
KTU-55

KTU-61
KTU-63
KTU-64
KTU-1
KTU-5
KTU-42
KTU-13
KTU-16
KTU-33
KTU-35
KTU-36

KTU-43

Beauveria bassiana
Beauveria bassiana
Beauveria bassiana
Beauveria bassiana
Beauveria bassiana
Beauveria bassiana
Beauveria bassiana

Beauveria bassiana

Beauveria bassiana
Beauveria bassiana
Beauveria bassiana
Beauveria bassiana

Beauveria bassiana
Beauveria bassiana

Beauveria cf. bassiana
Beauveria cf. bassiana

Beauveria cf. bassiana
Beauveria cf. bassiana

Beauveria cf. bassiana

Isaria fumosorosea
Isaria fumosorosea
Isaria fumosorosea
Isaria fumosorosea
Isaria fumosorosea
Evlachovaea sp.

Evlachovaea sp.

Evlachovaea sp.

Evlachovaea sp.

FJ177437
FI177436
FI177445
FJ177439
FJ177438
FJ177449
FJ177441
FI177440
FJ177443
FI177444
FI177446
FJ177448
FJ177447
FJ177450
FJ177433
FI177434
FJ177432
FJ177435
FI177431
FJ177462
FJ177463
FJ177460
FJ177461
FI177464
FJ177458
FJ177457
FI177459
FJ177456

FJ177451

FJ177452

* GenBank numarasi yoktur

cesitli

epizootik

2.9. izole Edilen Funguslarin Genetik Cesitliliginin Belirlenmesi

sonuglarin etkilerinin degerlendirilmesinde Onemlidir.

Biyolojik miicadele etmenlerinde genetik gesitliligin belirlenmesi, etmen se¢imi ve

Bu amag

dogrultusunda, bu ¢alismada izole edilen 33 adet Metarhizium anisopliae var. anisopliae

ve 13 adet Beauveria bassiana izolatlarinda genetik cesitliligin belirlenmesi i¢gin AFLP

analizi yapilmistir.
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2.9.1. Cogaltilmis Parcacik Uzunlugu Poliformizmi (AFLP)

AFLP analizi Vos vd. (1995) tarafindan uygulanan yontemde bazi degisiklikler
yapilarak gerceklestirildi. Yaklasik 500 ng DNA 2’ser ul EcoRI (10 U p') ve Msel (10 U
u) restriksiyon enzimleri kullanilarak, restriksiyon ligasyon tamponunda (100 mM Tris-
asetat (pH 7,5), 100 mM Mg(Ac),, 500 mM KAc, 50 mM dithiothreitol) 37 °C’de gece
boyu kesildi. Kesim isleminin ardindan adaptorler (EcoRI ve Msel) ayni reaksiyon
karigimina 1,5 pl T4 ligaz (1 U spor/ml) enzimi eklendikten sonra 4 saat boyunca 37°C’de
inkiibasyona birakilarak gerceklestirildi. Reaksiyon karigimi 10 defa seyreltilerek 6n
¢ogaltma basamaginda (non-selective amplification) kalipp DNA olarak kullanildi. On
cogaltma basamaginda EcoRI (5’-GACTGCGTACCAATTCNNN-3’) ve Msel (5°-
GATGAGTCCTGAGTAANNN-3") primer ¢ifti kullanildi. On ¢ogaltma icin reaksiyon
karistmi 5 pl 10X PCR tamponu, 2 pul 5 mM dNTP karisimi, 1,5 ul EcoRI primer, 1,5 pl
Msel primer, 0,1 pl Tag-DNA polimeraz ve 29,9 ul ddH,O olacak sekilde ayarlandi. PCR
dongii programi ise 94°C’de 30 sn., 56°C’de 1 dak. ve 72°C’de 1 dak. olacak sekilde 20
dongii halinde gergeklestirildi.

On ¢ogaltma basamagindan sonra elde edilen PCR iiriinleri 1/10 oraninda seyreltilerek
secici ¢ogaltma (selective amplification) basamaginda kalip DNA olarak kullanildi. B.
bassiana izolatlar1 i¢cin EcoRI-AG ve Msel-C segici primerleri ve M. anisopliae var.
anisopliae izolatlar1 i¢in EcoRI-AC ve Msel-AA segici primerleri kullanildi. Forward
EcoRlI segici primeri radyoaktif y-[33],-ATP izotopu ile T4 poliniikleotid kinaz enzimi
kullanilarak isaretlendi (Amersham Biosciences Europe, Roosendaal, The Netherlands).
Bunun i¢in reaksiyon kosullary; 10 pl EcoRI primer, 10 pl y-[33]-ATP, 5 pl 10X PNK
tampon, 1ul T4 poliniikleotid kinaz ve 24 pl ddH,O olacak sekilde ayarlandi. Elde edilen
karistm 37°C’de 30 dakika boyunca inkiibasyona birakildi ve elde edilen isaretli EcoRI
primeri secici PCR’da kullanildi. Segici ¢ogaltma i¢in gerekli PCR kosullari; 2 pl 10X
PCR tamponu, 0,4 ul 5 mM dNTP, 0.5 pl EcoRI primer, 0,5 ul Msel primer, 0,04 pl Tag-
polimeraz ve 11.46 pl ddH,O olacak sekilde ayarlandi. Dongli program ise ilk olarak
94°C’de 30 sn., 65°C’de 30 sn. ve 72°C’de 1 dak. olacak sekilde bir dongii ve bunun
ardindan 12 dongli boyunca sentez sicakligi herbir dongiide 0,7°C azalacak sekilde
ayarlandi. Son olarak 94°C’de 30 sn., 56°C’de 30 sn. ve 72°C’de 1 dak. olacak sekilde 23
dongii halinde PCR programi sonlandirildi.
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Secici amplifikasyon basamagindan sonra reaksiyonu durdurmak icin her bir
reaksiyon tiipiine esit hacimde (20 pl) formamid yilikleme boyasi eklendi. PCR firiinleri jele
yiiklemeden 6nce 95°C’de 5 dak. boyunca denatiire edildi. Denatiire olan fragmentler 100
V’de 2,5 saat boyunca % 5’lik poliakrilamid jelde, 1X TBE tamponu kullanilarak
yuritildi. Yiritilen fragmentler otoradyografi ile goriintiilendi ve sayilan bantlar daha

sonraki analizler i¢in kullanildi.

2.9.2 Fungal izolatlarin Farkh Sicakhklarda Biiyiimesinin Degerlendirilmesi

Fungus 6rnekleri, spor siispansiyonlarinin hazirlanmasi amaciyla PDAY besiyerinde
25°C’de ve 12:12 (I:K) 151k periyodu altinda 2 hafta boyunca inkiibasyona birakildi.
Sporlasan kiiltlirlere 10 ml % 0,1°lik Tween 80 eklenerek sporlar kazind1 ve iki katli steril
tilbent ile siiziilerek 50 ml’lik steril plastik tiiplere (Falkon) yerlestirildi. Sonra spor
konsantrasyonu 1 x 10> spor/ml olacak sekilde Neubauer hemositometresi kullamlarak
ayarlandi. Fungus izolatlarinin farkli sicakliklarda biiylimesinin degerlendirilmesi,
Bidochka vd. (2001) tarafindan uygulanan yonteme gore belirlendi. Doksan alt1 kuyucuklu
hiicre kiiltiir kaplar1 100 pul PDA besiyeri ile doldurulduktan sonra 3 pl 1 x 10° spor/ml
spor siispansiyonlariyla inokiile edildi. Fungal biiylime 8, 16, 25 ve 37°C’de olmak iizere 4
farkli sicaklikta degerlendirildi. Olgiim sonrasi elde edilen verilerin pozitif olarak
degerlendirilmesi, Bidochka vd. (2001) tarafindan belirlenen kriterler géz 6niine alinarak
gergeklestirildi (8°C’de 14 giin inkiibasyondan sonra ODg3p nm >0,15; 16°C’de 5 giin
inkiibasyondan sonra ODg30 nm >0,50; 25°C’de 2 giin inkiibasyondan sonra ODg3¢ nm >0,50;
37°C’de 3 giin inkiibasyondan sonra ODg30 nm >0,25). Bunun sonucunda elde edilen veriler

AFLP analizinde elde edilen gruplarin karsilastirilmasi i¢in kullanildi.

2.9.3 Fungal izolatlarin UV Direnclerinin Belirlenmesi

Fungus izolatlarinin ultraviole (UV) 1s18ina karst (306 nm dalga boyu) direncleri
Bidochka vd. (2001) tarafindan uygulanan yonteme gore belirlendi. Spor siispansiyonlari
ve inokiilasyon islemleri Boliim 2.9.2°de belirtilen yonteme gore yapildi. Farkli olarak,
fungal ornekler inokiilasyondan sonra 30 ve 60 dak. olmak iizere 2 farkli siire icin UV

radyasyonuna (306 nm) maruz birakildi. Olgiim sonrasi elde edilen verilerin pozitif olarak
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degerlendirilmesi, Bidochka vd. (2001) tarafindan belirlenen kriterler goz oniine alinarak

gerceklestirildi (25°C’de 2 giin inkiibasyondan sonra ODg30 nm >0,25).

2.10. Patojenite Testleri

Hem toprak hem de bocek oOrneklerinden elde edilen biitiin fungal izolatlarin
patojenite testleri ilk olarak oldukg¢a duyarli bir bocek olan Tenebrio molitor (un kurdu)
tizerinde yapildi. Bu verilere dayanarak un kurduna karsi yiiksek patojeniteye sahip oldugu
belirlenen 7’si toprak orneklerinden ve 2’si bocek orneklerinden olmak {izere toplam 9
izolatin (Beauveria bassiana KTU-24 ve KTU-57, B. cf. bassiana KTU-53 ve KTU-55,
Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU- 27 ve KTU-60, Metarhizium sp. KTU-9,
Israia fumosorosea KTU-1 ve Eviachovaea sp. KTU-36) Melolontha melolontha ve

Dendroctonus micans‘a kars1 patojenite testleri yapildi.

2.10.1. Tenebrio molitor (Un kurdu)’a Karsi Biyotestler

Biyotestler i¢in 4-5. evre un kurdu larvalart kullanildi. Larvalar laboratuar
kiltlirlerinden elde edildi ve biyotestler yapilana kadar oda sicakliginda plastik kutular
icerisinde bayat ekmek ile beslendi. Biyotestler icin saglikli larvalar secildi ve biitiin
izolatlar un kuduna kars: test edildi. Ilk olarak larvalara fungal sporlarin ulasmasi icin
larvalarin spor gelisen Kkiiltlirler {lizerine (yaklasik 4 haftalik kiiltiirler) 1-2 dakika
birakilarak gezinmelerine izin verildi. Fungus icermeyen petriler ise kontrol grubu olarak
kullanild1 (Goettel ve Inglis, 1997). Bunu takiben larvalar yavas bir sekilde pens ile
aliarak nemli fitre kagidi iceren plastik petrilere konuldu ve 25°C’de 10 gilin boyunca
inkiibasyona birakildi. Besin olarak ise bayat ekmek kullanildi. Biitiin deneyler 3 defa
tekrar edildi ve her tekrarda toplam 10 larva kullanildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 6lii
larvalar sayildi ve ylizde 6liim degerleri hesaplandi. Yiizde mikoz degerini hesaplamak i¢in
ise Oli larvalar %]1°lik sodyum hipoklorid ¢ozeltisiyle yiizey sterilizasyonu yapildiktan
sonra 3 kez steril distile su ile yikandi ve steril nemli filtre kagidi iceren petrilere alindi.

Fungal biliyiimenin goriildiigli larvalar sayilarak yiizde mikoz degerleri hesaplandi.
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2.10.2. Spor Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi

Patojenite testlerinde kullanilan fungal izolatlarm 1 x 10° spor/ml’lik stok
solusyonlarindan PDAY besiyeri lizerine 100 pl yayma ekim yapildi ve 25°C’de 2-3 giin
boyunca inkiibasyona birakildi. Biiyiime peryodunun sonunda, tek koloniler secilerek
baska bir PDAY besiyerine transfer edildi ve 25°C’de 4 hafta boyunca inkiibe edildi.
Biiyiime peryodunun sonunda, petri {izerine 10 ml steril % 0,1’lik Tween 80 eklendi ve
cam baget ile kazinarak sporlar elde edildi. Spor siispansiyonlari iki kath tiilbent ile 50
ml’lik steril Falkon tiiplerine siiziilerek misel ve agar parcalarinin uzaklastirilmasi
saglandi. Elde edilen siispansiyonlar 5 dak. vortekslenerek homojen hale getirildi. Spor
konsantrasyonlart Neubauer hemositometresi ile arzu edilen konsantrasyonlara ayarlandi.

Sporlarin yasayabilirligi, 100 pl spor siispansiyonun PDAY agar {izerine yayma ekim
yapilmasi ve 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra ¢imlenme 6zelliginin belirlenmesiyle test
edildi. Germ tiipili spor ¢apindan biiyiik olan sporlar ¢imlenmis olarak kabul edildi. Bunun

sonucunda % 95 oraninda ¢imlenen sporlar patojenite testlerinde kullanildi.

2.10.3. Melolontha melolontha (Mayis bocegi)’ya Karsi Biyotestler

Un kurdu iizerinde yiiksek 6lim oranina sahip olduklar1 belirlenen izolatlarin spor
siispansiyonlari, son evre M. melolontha larvalarinin patojenite testlerinde kullanildi.
Larvalar, findik bahgelerindeki aga¢ koklerinden c¢apa ve balta yardimiyla kazilarak
toplandi ve direkt olarak laboratuara getirildi. Larvalar, toplandiktan sonra yarali ve
hastalikli olanlarin elenmesi i¢in 3 giin boyunca laboratuarda beslendi ve saglikli larvalar
secilerek biyotestlerde kullamldi. Her bir tekrar icin 3 larva kullanildi. Larvalar 1 x 10°
spor/ml konsantrasyondaki spor siispansiyonu igerisine 2-3 sn. batirilarak inokiile edildi.
Kontrol grubu ise steril % 0,1°lik steril Tween 80 ile inokiile edildi. Inokiilasyondan sonra,
biitiin larvalar steril kum igeren plastik kutular (25 mm) igerisine konuldu ve 20°C’de
12:12 (I:K) 151k peryodunda 15 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Biitiin kutular 15.”inci
giinde incelenerek 6lii bulunan larvalar sayildi ve yiizde 6ltim degerleri hesaplandi. Yiizde
mikoz degerini hesaplamak i¢in ise Oli larvalar %1’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisiyle
ylizey sterilizasyonu yapildiktan sonra 3 kez steril ditile su ile yikandi ve steril nemli filtre
kagidi iceren petrilere alindi. Sporlagan larvalar sayilarak yiizde mikoz degerleri

hesaplandi (Sekil 10). Biitiin deneyler 3 defa tekrar edildi.
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Sekil 10. Eviachovaea sp. KTU-36 ile enfekte olmus son evre M.
melolontha larvasi

2.10.4. Dendroctonus micans (Dev soymuk bicegi)’a Kars: Biyotestler

Biyotestlerde kullanilan D. micans larvalar ve erginleri Trabzon’un ¢esitli orman
bolgelerinden toplanarak laboratuara getirildi ve saglikli larva ve erginler secilerek
biyotestlerde kullanildi. Spor siispansiyonlart Boliim  2.10.2.°de belirtilen sekilde
hazirlandiktan sonra, konsantrasyon 1 x 10° spor/ml olacak sekilde Neubauer
hemositometresi ile ayarlandi.

D. micans’1n biyotestlerinde hem larva hem de ergin bocekler kullanildi. Larvalarin
biyotestlerinde, herbir tekrar i¢cin 10’ar larva kullanildi. Larvalar 2-3 saniye igin spor
slispansiyonuna batirilarak yeterli miktarda sporun larvalara bulasimi saglandi. Kontrol
grubu ise steril % 0,1’lik Tween 80 ile muamele edildi. Larvalar spor silispansiyonuna
batirildiktan sonra, ortasinda kare seklinde bir ¢ukur olusturulan yas ladin kabugunun
(yaklasik 20 mm uzunlugunda ve 10 mm eninde) i¢ine trasfer edildi. Sonra, ayni boyutta
diger bir yas ladin kabugu birincisinin iizerine kapitildi ve bir arada tutunmalari agisindan

lastik bantla ¢evrildi (Sekil 11).
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Sekil 11. D. micans larvalarinin patojenite testlerinde kullanilan biyotest diizenekleri ve
enfekte olmus larvalar. A: Igerisinde larvalar bulunan lastik ile sarilmis ladin
kabuklar1. B: Ortasinda kare seklinde ¢ukur agilan ladin kabugu. C: Enfekte
olmus ve kabugun igerisine girmis larvalar. D: Eviachovaea sp. ile enfekte
olmus larvalar

Erginlerin biyotestlerinde 10’ar ergin bdcek her bir tekrar igin kullanildi. Ergin
bocekler de 2-3 sn. igin spor siispansiyonuna batirilarak yeteri miktarda sporu almalari
saglandi. Kontrol grubu ise steril % 0,1’lik Tween 80 ile muamele edildi. Muamele edilen
bocekler plastik bir kutu igerisine (15 mm) konuldu ve kiigiik bir par¢a ladin kabugu da (10
mm) besin olarak kutunun igine birakildi. Biitiin deneyler 3 defa tekrar edildi. Bu sekilde
hem larva hem de erginler i¢in biyotest diizenekleri hazirlandiktan sonra, deney
diizenekleri 20°C’de 12:12 (I:K) 151k peryodunda 15 giin boyunca inkiibasyona birakildi.
Incelemeler 6. ve 15. giinlerde yapildi ve 6. giin sonunda 6lii larvalar sayildi ve yiizde 6liim
degerleri hesaplandi (Sekil 12). Yiizde mikoz degerini hesaplamak icin ise 6lii bulunan
larvalar ve erginler %1°lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile yiizey sterilizasyonu yapildikdan
sonra 3 kez steril ditile su ile yikandi ve steril nemli filtre kagidi igeren petrilere alindi.

Bunu takiben sporlasan larva ve erginler sayilarak ylizde mikoz degerleri hesaplandi.
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Sekil 12. D. micans’1n erginlerinin patojenite testlerinde kullanilan biyotest diizenekleri ve
enfekte ergin bocekler. A ve B: Igerisinde ergin bocekler bulunan plastik biyotest
kaplari. C: Enfekte olmus ve kabugun igerisine girmis erginler. D: B. bassiana
ile enfekte olmus ergin bocekler

2.10.4.1. Dendroctonus micans (dev soymuk bocegi)’a Kars1 Doz Uygulamasi

D. micans’a kars1 doz uygulamasinda, larva ve erginlere kars1 yiliksek patojenik
etkiye sahip oldugu belirlenen B. cf. bassiana KTU-53 izolat1 kullanildi. Bu izolatin larva
ve erginlere kars1 viriilansini belirlemek i¢in her bir dozun her bir tekrarinda 5 bocek farkl
konsantrasyonlardaki spor silispansiyonlarina maruz birakildi. Spor konsantrasyonlari 1 x
10%, 1 x 10°, 1 x 10% 1 x 10" ve 1 x 10® spor/ml olarak belirlendi. Larva ve erginler spor
siispansiyonlarima 2-3 saniye siireyle daldirilarak farkli dozlara maruz birakildi. Daha
sonra, B6liim 2.10.4’de anlatildig: gibi larvalar ladin kabuklar arasina, erginlerde plastik
kutulara konularak inkiibasyona birakildi. Biitiin deney kosullar1 tarama testindeki
kosullarla ayni tutuldu. Inkiibasyondan sonra 8 giin boyunca 6lii bocekler kontrol edildi.
Sekizinci giin sonunda 6liim degerleri Abbott formiiliine gére anlamlandirildi ve probit

analizi ile LCsy degeri hesaplandi. Biitiin deneyler 3 defa tekrar edildi.
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2.11. Veri Analizi

Elde edilen biitiin DNA dizileri BioEdit (Hall, 1999, version 7.09) programi ile
diizenlendi ve NCBI GenBank’ta blastlanarak GenBank’ta yer alan diger DNA dizileri ile
ylizde benzerlikleri belirlendi. Buradan elde edilen veriler izolatlarin morfolojik
tanimlamalarin1 dogrulamak icin kullanildi. DNA dizilerinin Cluster analizi ayni sekilde
BioEdit programini kullanarak Clustal W programi ile yapildi ve buradan elde edilen
veriler TREECON (Van de Peer ve De Wachter, 1994, version 1.3b) filogenetik programi
yardimiyla neighbor-joining (NJ) analizinde kullanildi. Aligment bosluklar1 kayip veri
olarak degerlendirildi. Olusturulan dendrogramlarin giivenilirligi TREECON programi
kullanarak se¢-bagla (bootstrap) analizi ile 1000 tekrarli olacak sekilde test edildi.

AFLP analizi sonucunda belirlenen bantlar gorsel olarak sayilarak bantlarin varlig
ya da yoklugu (1) ve (0) olarak kaydedildi. Bu sekilde ikili matriks (binary matrix)
olusturuldu. Bu matrikslerden elde edilen veriler FAMD (Fingerprint Analysis with
Missing Data 1.1B) (Schliiter ve Harris, 2006) ve TREECON version 1.3b programlari
kullanarak analiz edildi. Fungus ornekleri arasindaki genetik benzerlikler yansiz genetik
farklilik (unbiased genetic distances) (Nei ve Li, 1979) ve Jaccard’in katsayisi (Jaccard’s
coefficient)’na (Jaccard, 1908) gore hesaplandi. Dendrogramlar UPGMA (Aritmetik
ortalamalt Agirliksiz Cift Grup Yontemi) metoduna gore TREECON filogenetik programi
kullanirak olusturuldu (Sokal ve Michener, 1958). Elde edilen dengrogramlarin
giivenilirligi TREECON programi kullanilarak seg¢-bagla (bootstrap) analizi ile 1000
tekrarli olacak sekilde test edildi.

Biyotestlerden elde edilen veriler Abbott formiilii kullanilarak anlamlandirildi ve
ayni zamanda 0li bocekler nem boliimiinde bekletilerek yiizde mikoz degerleri hesaplandi
(Abbott, 1925). Elde edilen veriler SPSS 15.0 programi kullanilarak analiz edildi.
Patojenite verilerinin analizinde varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Izolatlarm kontrol
grubu ile karsilagtirnlmasinda Dunnett’in tek yonlii ¢ testi, izolatlarin birbiri ile
karsilastirilmasinda ise LSD ¢oklu karsilagtirma testi kullanildi. Doz uygulamasi sonucu
LCsp degerinin hesaplanmasi probit analizi ile gerceklestirildi. Fungal izolatlar arasindaki
cografik lokalite, habitat, farkli sicakliklarda ve UV muamelesinde biiyiime gibi faktorler
acisindan farkliliklarin belirlenmesinde ise Ki-kare testi kullanildi. Ayrica, D. micans larva

ve ergin bireylerin fungal enfeksiyona duyarliliklar1 bakimindan karsilastirilmasinda da
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yine Ki-kare testi kullanildi. Ayni sekilde, doz uygulanmasinda farkli dozlarin

karsilastirilmasinda ise yine Ki-kare testi kullanildi.



3. BULGULAR

Bu calisma Dogu Karadeniz Bolgesi’nde entomopatojenik funguslarin dagilimini
belirlemek, tespit edilen funguslarin tiir tayinlerini yapmak ve hedef boceklere (Melolontha
melolontha ve Dendroctonus micans) karsi etkin ve giivenli biyolojik miicadele etmenleri

bulmak amaciyla yapilan bir siirvey ¢alismasidir.

3.1. Entomopatojenik Fungus izolasyonu

Planlanan doktora tez calismasinda, Dogu Karadeniz Bolgesi’'nden rastgele olarak
farkli vejetasyonlardan (baslica findik, ¢ay ve orman arazilerinden) alinan 301 adet toprak
Oornegi ve cesitli vejetesyonlarda zarar yapan Dendroctanus micans (Coleoptera:
Scolytidae), Ips typographus (Coleoptera: Scolytidae), Thaumetopoea pityocampa
(Lepidoptera: Thaumetopoeidae),  Rhynchites baccus (Coleoptera: Rhynchitidae),
Malacosoma americanum (Lepidoptera: Lasiocampidae) ve Melolontha melolontha
(Coleoptera: Scarabaeidae) gibi zararlilar entomopatojenik fungus varligr yoniinden
incelendi. Toprak oOrnekleri laboratuara getirilerek Galleria tuzak yontemi ile
entomopatojenik fungus izolasyonu yapildi. Bunun sonucunda 62 adet toprak 6rneginden
fungus izolasyonu yapildi (%20,59). Izolatlarin lokalite, vejetasyon, izole edildikleri
topragin nem igerigi, spor morfolojileri ve toprak alim tarihleri Tablo 7’de verilmektedir.
Ayrica, Thaumetopoea pityocampa (Schiff.) ve Rhynchites baccus (L.) bocek

orneklerinden de birer adet fungus izolasyonu yapildi.

Tablo7. Entomopatojenik fungus izolatlarinin morfolojik tiir tayinleri ve etiket 6zellikleri

Spor

. Yer 0
Izolat Tiir TOPI:al(f Vejetasyon Morfolojisi Orneklem
nemi (%) (B/E)* zamani
il il(;e

KTU-2 M.a.v.a Rize Ardesen 37,07 Cay 2,45 13.07.2006
KTU-3 Mava Rize Derepazari 29,66 Cay 2,26 13.07.2006
KTU-4 Mava Rize Derepazari 38,57 Cay 2,45 13.07.2006
KTU-6 Mava Rize Derepazari 27,73 Cay 2,75 13.07.2006
KTU-10 M.awv.a  Ordu Center 25,54 Findik 2,18 22.07.2006

KTU-12 M.av.a Ordu Persembe 26,38 Findik 2,61 22.07.2006
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KTU-14
KTU-15
KTU-18
KTU-19
KTU-20
KTU-21
KTU-26
KTU-27
KTU-28
KTU-29
KTU-30
KTU-31
KTU-32
KTU-34
KTU-37
KTU-39
KTU-40
KTU-41
KTU-44
KTU-45
KTU-46
KTU-47
KTU-48
KTU-49
KTU-51
KTU-54
KTU-58
KTU-60
KTU-9

KTU-7

KTU-8

KTU-11
KTU-17
KTU-22
KTU-23
KTU-25
KTU-38
KTU-50
KTU-52
KTU-56

M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M.a.v.a
M

B.b

B.b
B.b
B.b
B.b
B.b
B.b
B.b
B.b
B.b
B.b

Trabzon
Artvin
Artvin
Artvin
Artvin
Artvin
Rize
Rize
Rize
Rize
Trabzon
Ordu
Ordu
Ordu
Giresun
Ordu
Trabzon
Rize
Trabzon
Trabzon
Rize
Rize
Trabzon
Rize
Glimiighane
Bayburt
Bayburt
Giimiishane
Ordu

Trabzon

Ordu

Ordu
Artvin
Artvin

Rize

Ordu

Ordu
Giimiishane
Gilimiigshane

Giimiishane

Stirmene
Borgka
Murgul
Murgul
Camili
Borgka
Kalkandere
Ikizdere
Ikizdere
Giineysu
Caykara
Bolaman
Bolaman
Fatsa
Gorele
Ulubey
Akcaabat
Kalkandere
of

of
Giineysu
Gilineysu
of
Hemsin
Merkez
Calidere
Merkez
Merkez

Persembe
Yomra

Bolaman
Bolaman
Borgka
Borgka
Hemsin
Unye
Ulubey
Merkez

Merkez
Merkez

31,89
14,74
21,3
15,88
28,58
32,55
12,5
12
14
14,28
16
21,83
25,14
47,42
14
23
9,5
17,5
17,5
13
9,43
8,6
15
16,2
11,6
14,8
13,6
18,9
9,12

28,72

28,06
17,82
16,63
17,56
27,56
15,21
23
12,5
15,9
8,4

Cam, Kestane
Findik, ceviz
Cimen
Kizilagag
Misir
Findik
Cimenlik
Cay
Kizilagag
Cay
Cimenlik
Cimenlik
Findik
Cimenlik
Findik
Findik
Lahana
Cay
Findik
Findik
Cay
Cay
Cay
Cay
Elma
Kavak
Sebze
Sebze
Kavak

Findik

Cimenlik
Cimenlik
Findik
Lahana
Cay
Findik
Findik
Elma
Sebze

Elma

2,19
2,32
2,61
2,88
2.3
2,42
2,37
2,3
2,46
2,65
2,91
2,45
1,88
2,56
2,16
2,23
2,36
2,63
2,67
3,04
2,39
2,89
2,94
2,46
2,45
2,65
2,39
2,79
2,84
3,16+0,15*
x

2,82+0,2
2,93+0,24
3,28+0,23
3,12+0,29
3,18+0,33
2,93+0,18
3,26+0,23
3,09+0,28
3,3+0,3
3,36+0,29

03.08.2006
16.09.2006
16.09.2006
16.09.2006
16.09.2006
16.09.2006
13.04.2007
13.04.2007
13.04.2007
13.04.2007
13.04.2007
22.07.2006
22.07.2006
22.07.2006
13.03.2007
20.03.2007
13.04.2007
13.04.2007
13.04.2007
13.04.2007
13.04.2007
13.04.2007
13.04.2007
13.04.2007
04.06.2007
07.07.2007
07.07.2007
07.07.2007
22.07.2006

17.07.2006

22.07.2006
22.07.2006
16.09.2006
16.09.2006
16.09.2006
21.03.2007
20.03.2007
04.06.2007
04.06.2007
07.07.2007
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KTU-59
KTU-62

KTU-24
KTU-57

KTU-53
KTU-55

KTU-61
KTU-63
KTU-64
KTU-1

KTU-5

KTU-42
KTU-13
KTU-16
KTU-33
KTU-35
KTU-36

KTU-43

B.b
B.b
B.b
B.b
B.cfb
B.cfb
B.cfb
B.cfb
B.cfb
Lf

Lf

Lf

Lf

Lf

E. sp
E. sp
E. sp

E.sp

Gilimiigshane
Bayburt

Samsun
Glimiighane

Glimiigshane
Bayburt

Gilimiigshane
Bayburt
Gilimiishane
Trabzon
Rize

Rize
Giresun
Artvin
Giresun
Ordu

Ordu

Ordu

Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Askale
Top gegiti
Merkez
Top gegiti
Yomra
Derepazari
Ikizdere
Kesap
Muratl
Kesap
Ikizce
Ikizce

Giirgentepe

10,2
7.1
9,5
6,4
8,4
6,8
74
40,95
38,57
12
33,21
21,4
26,5
15,3
10,6
11,4

Elma
Kavak

Cam
Elma
Cimenlik
Mese
Cimen
Cali
Cimenlik
Findik
Cay
Cay
Findik
Misir
Findik
Mese, kestane

Mese, kestane

Findik

3,39+0,4
3,8+0,3
3,45+0,25
3,76+0,25
3,03+0,39
3,14+0,29
3,51+0,38
3,25+0,28
3,3+0,3
3,91+0,26
3,64+0,27
3,67£0,27
4,03+0,31
3,98+0,41
BY***
BY
BY

BY

07.07.2007
07.07.2007

08.12.2007
07.07.2007

07.07.2007
07.07.2007

07.07.2007
07.07.2007
07.07.2007
13.07.2006
13.07.2006
13.04.2007
23.07.2006
16.09.2006
23.07.2006
21.03.2007
21.03.2007

20.03.2007

M.a.v.a; Metarhizium anisopliae var. anisopliae, B.b; Beauveria bassiana, B.cf.b; Beauveria cf. bassiana,
Lf; Isaria fumosorosea, E.sp; Evliachovaea sp.
* B/E (Boy/En) oran1 yalnizca Metrhizium sp. tiirleri i¢in kullanilmistir.

** Spor uzunlugu, + standart sapma

% Bilgi yok

On yedi fungal izolat findik bahgelerinden, 14 izolat cay bahgelerinden ve 31 izolat

diger vejetasyonlardan (cayirlik, ¢imen, kavak, kestane, misir vb.) izole edildi (Tablo 8).

Bunun haricinde 2 fungal izolat da bocek drneklerinden elde edildi. Boylece morfolojik tiir

tayinine gore 4 farkli cinse ve tiire ait toplam 64 fungus izolat tanimlandi. M. anisopliae

var. anisopliae en yaygin fungus tiirli olup toplam izolatlarin % 53,13 ’{inii olusturmaktadir.

Bunu sirast ile B. bassiana (% 23,43), B. cf. bassiana (% 7,8), Isaria fumosorosea (% 7,8),

Evilachovaea sp. (% 6,25) ve Metarhizium sp. (% 1,56) izlemektedir. Fungus izolasyonu

yapilan toprak drneklerinin nem igerigi % 6,4 ile % 47,42 arasinda degigmektedir.
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Tablo 8. Entomopatojenik funguslarin Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki habitat tipine gore
dagilim oranlar1

Toprak  Habitat tipine gore fungal izolatlarin dagilim yiizdesi

Habitat ornek Mava  Bb B.efb Lf  Esp Msp
sayisi

Findik 88 10 45 0 23 23 0
Cay 36 30,5 2,7 0 5,5 0 0
Orman 64 6,25 1,5 1,5 0 3,1 17
Cayir 29 17 69 10,3 0 0 0
Sebze 38 7.8 5,3 0 0 0 0
Meyve bahgesi 11 9 27,3 0 0 0 0
Mistr 15 6,6 0 0 6,6 0 0
Digerleri 20 0 0 5 0 0 0
Toplam izolat 301 11,3 4,3 L7 1,7 13 03

sayisl

M.a.v.a; Metarhizium anisopliae var. anisopliae, B.b; Beauveria bassiana, B. cf.b; Beauveria cf. bassiana;
Lf; Isaria fumosorosea; E. sp; Evlachovaea sp., M. sp.; Metarhizium sp.

3.2. izolatlarin Morfolojik Tiir Tayinleri

Izole edilen fungal 6rnekler ilk olarak béceklerde meydana gelen enfeksiyon sekline
gore degerlendirildi. Buna gore, enfeksiyon sonucunda bocekleri saran beyaz renkli misel
yapinin olusmasi kabaca Beauveria ve Eviachovaea enfeksiyonu, yesil renkli misel
olusumu Metarhizium enfeksiyonu ve pembe renkli misel olusumu ise Isaria veya
Paecilomyces enfeksiyonu olarak degerlendirildi (Sekil 13; 14). Bunun haricinde
izolatlarin agar besiyerinde meydana getirdikleri koloni morfolojileri de aym sekilde

degerlendirildi.
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Sekil 13. Bazi entomopatojenik funguslarin Galleria mellonella larvalarinda meydana
getirdikleri enfeksiyon. A: M. anisopliae var. anisopliae enfeksiyonu. B: B.
bassiana enfeksiyonu

Sekil 14. Bazi entomopatojenik funguslarin koloni morfolojileri. A: M. anisopliae var.
anisopliae. B: B. bassiana

Izolatlarin mikroskobik yapilar1 (spor, fiyalid, konidioforlar vb.) ‘Scotch tape’ ve
‘Slide mounts’ tekniklerine gore hazirlanan preparatlarin 40X’ lik objektifte
incelenmesiyle saglandi (Sekil 15). Bunun sonucunda elde edilen veriler ile
‘Entomopatojenik Fungal Identifikasyon’ isimli teshis anahtar1 (Humber, 1997)
kullanilarak morfolojik olarak tiir tayinleri yapildi. Izolatlarn morfolojik tiir tayinlerini
dogrulamak agisindan biitiin 6rnekler bu konuda uzman bir arastirmaci olan Dr. Richard
Humber’a (USDA-ARS Collection of Entomopathogenic Fungi, Ithaca, NY, USA)
gonderilip, teyit edildi. Funguslarin birer 6rnegide ARSEF’de stoklandi.
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Sekil 15. Cesitli entomopatojenik funguslarin mikroskobik yapilar1 ve sporlari. A: B.
bassiana’nin konidioforlari. B: M. anisopliae var. anisopliae’nin miselleri ve
konidiofor yapilari. C: I. fumosoroseus’un konidioforlari. D: Eviachovaea’nin
sporlari. E: M. anisopliae var. anisopliae sporlari. F: B. bassiana sporlar1. G: 1.
Jfumosorosea sporlart

3.3. Izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonlar

Fungal izolatlarin molekiiler karakterizasyonlarmin gergeklestirilmesi amaciyla B.
bassiana 1izolatlar1 i¢in ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgesinin yaklasik olarak 571 bp’lik,
Metarhizium izolatlari i¢in yaklasik 495 bp’lik, Isaria izolatlar1 i¢in yaklasik 526 bp’lik ve
Evlachovaea sp. izolatlar1 i¢in yaklagik 611 bp’lik gen bdlgesi PCR ile ¢ogaltildi. Elde
edilen bantlar Sekil 16°da gosterilmektedir. Daha sonra PCR iiriinleri QIAquick kiti ile
saflagtirilarak DNA dizi analizi yapildi.



M1 02 3 4 5 6 T 8 9 1011 12 13 M2 14 15 16 17

18 19 20 21 22 123

Sekil 16. Entomopatojenik fungus izolatlarinin rRNA ITS1-5.8S-ITS2 bolgesinin PCR ile
¢ogaltilmasi. M1: MassRuler' ™ DNA marker, M2: 100 bp DNA ladder 1: KTU-
1, 2: KTU-3, 3: KTU-4, 4: KTU-6, 5: KTU-10, 6: KTU-12, 7: KTU-14, 8: KTU-
15, 9: KTU-18, 10: KTU-19, 11: KTU-20, 12: KTU-21, 13: KTU-26, 14: KTU-
27,15: KTU-28, 16: KTU-29, 17: KTU-30, 18: KTU-31, 19: KTU-32, 20: KTU-
34, 21: KTU-37, 22: KTU-39, 23: KTU-40, 24: KTU-41, 25: KTU-44, 26: KTU-
45.27: KTU-46, 28: KTU-47, 29: KTU-48, 30: KTU-49, 31: KTU-51, 32: KTU-
54, 33: KTU-58, 34: KTU-60, 35: KTU-9, 36: KTU-7, 37: KTU-8, 38: KTU-11,
39: KTU-17, 40: KTU-22, 41: KTU-23, 42: KTU-25, 43: KTU-38, 44: KTU-50,
45: KTU-52, 46: KTU-56, 47: KTU-59, 48: KTU-62, 49: KTU-24, 50: KTU-57,
51: KTU-53, 52: KTU-55, 53: KTU-61, 54: KTU-63, 55: KTU-64, 56: KTU-1,
57: KTU-5, 58: KTU-42, 59: KTU-13, 60: KTU-16, 61: KTU-33, 62: KTU-35,
63: KTU-36, 64: KTU-43
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Elde edilen ITS DNA dizileri NCBI GenBank’ta blastlanarak izolatlarin GenBank’ta
yer alan diger entomopatojenik fungus tiirleri ile yiizde benzerlik oranlar1 belirlendi.
Morfolojik olarak M. anisopliae var. anisopliae olarak tanimlanan 34 adet ve Metarhizium
sp. olarak tanimlanan 1 adet izolatin GenBank’daki izolatlarla karsilastirilmasi sonucu
KTU-9 harig biitiin izolatlarin % 99 oraninda M. anisopliae’ye benzedigi belirlendi (Tablo
9). Metarhizium sp. KTU-9 izolatt morfolojik olarak M. anisopliae var. anisopliae olarak
tanimlanmasina ragmen, bu izolatin M. anisopliae var. anisopliae’ye % 96 oraninda
benzedigi belirlendi (Tablo 9).

M. anisopliae var. anisopliae izolatlarinin taksonomik posizyonlarin1 daha iyi
belirlemek icin elde edilen ITS dizileri filogenetik analizlerde kullanildi. Bunun i¢in Dogu
Karadeniz Bolgesi’nden elde edilen izolatlar ile Metarhizium genusunun son taksonomik
revizyonunun yer aldigi, Driver vd. (2000)’leri tarafindan yapilan c¢alismadaki
Metarhizium izolatlar1 karsilastirildi (Ek tablo-1). ITS dizisine gore yapilan filogenetik
agacta morfolojik olarak M. anisopliae var. anisopliae olarak tanimlanan 35 tane izolatin
taksonomik pozisyonlar1 goriilmektedir (Sekil 17). Bu filogenetik analize gore KTU-9
hari¢ diger biitiin izolatlar M. anisopliae var. anisopliae ile yiiksek oranda benzerlik

gosterdi. KTU-9 izolat1 ise herhangi bir Metarhizium tiirii ile benzerlik gostermedi.

Tablo 9. M. anisopliae var. anisopliae ve Metarhizium sp. izolatlarinin rRNA ITS1-5.8S-
ITS2 dizisine gdre Onerilen tiir tayinleri

ITS1-5.8S-

izolat ITS1-5.8S-1TS2 gen dizisi ITS2 gen GenBank Kayit
N numaralari
benzerligi
KTU-2 M. anisopliae var. anisopliae izolat SMX28.2-2 %99 EU307931
M. anisopliae var. anisopliae izolat P3 %99 EU307924
KTU=3 M. anisopliae var. anisopliae izolat Q2 %99 EU307926
M. anisopliae var. anisopliae sus LRC 207 %99 EU307906
KTU-4 M. anisopliae var. anisopliae izolat Q2 %99 EU307926
M. anisopliae var. anisopliae sus LRC 212 %99 EU307885
KTU-6 M. anisopliae var. anisopliae izolat K5 %99 EU307921
M. anisopliae var. anisopliae izolat 15 %99 EU307920
KTU-10 M. anisopliae var. anisopliae sug LRC 212 %99 EU307885
M. anisopliae var. anisopliae izolat Q2 %99 EU307926
KTU-12 M. anisopliae var. anisopliae sug LRC 181 %99 EU307897
M. anisopliae var. anisopliae sug LRC 112 %99 EU307890
KTU-14 M. anisopliae var. anisopliae izolat Q2 %99 EU307926
M. anisopliae sus ARSEF1046 %99 AY646382
KTU-15 M. anisopliae var. anisopliae sus LRC 205 %99 EU307904
M. anisopliae var. anisopliae sus LRC 207 %99 EU307906
KTU-18 M. anisopliae var. anisopliae izolat GMX25.1-4 %99 EU307918

M. anisopliae var. anisopliae sug LRC 181 %99 EU307897
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KTU-19

KTU-20

KTU-21

KTU-26

KTU-27

KTU-28

KTU-29

KTU-30

KTU-31

KTU-32

KTU-34

KTU-37

KTU-39

KTU-40

KTU-41

KTU-44

KTU-45

KTU-46

KTU-47

KTU-48

KTU-49

KTU-51

KTU-54

KTU-58

KTU-60

KTU-9

M. anisopliae var.

anisopliae sug LRC 211

M. anisopliae sus NHJ5858

M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.

anisopliae izolat Q2
anisopliae sus LRC 207
anisopliae izolat SMX28.2-2
anisopliae izolat GBX10
anisopliae izolat Q2
anisopliae sug LRC 207
anisopliae izolat Q2
anisopliae sug LRC 207
anisopliae izolat H1
anisopliae izolat SMX28.2-2
anisopliae izolat SMX28.2-2
anisopliae izolat P3
anisopliae izolat SMX4
anisopliae izolat SMX28.2-2
anisopliae izolat Q2
anisopliae sus LRC 207

M. anisopliae sus NHJ6195

M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.
M. anisopliae var.

anisopliae sug LRC 211
anisopliae izolat Q2
anisopliae sug LRC 207
anisopliae izolat Q2
anisopliae sug LRC 207
anisopliae izolat Q2
anisopliae sus LRC 207
anisopliae izolat Q2
anisopliae sus LRC 207
anisopliae izolat SMX28.2-2
anisopliae izolat P3
anisopliae izolat SMX28.2-2
anisopliae izolat P3
anisopliae izolat SMX28.2-2
anisopliae izolat P3
anisopliae sug LRC 186
anisopliae sug LRC 149
anisopliae izolat SMX28.2-2
anisopliae izolat P3
anisopliae izolat SMX28.2-2
anisopliae izolat P3
anisopliae izolat Q2
anisopliae sug LRC 207
anisopliae izolat SMX28.2-2
anisopliae izolat P3
anisopliae izolat SMX28.2-2
anisopliae izolat P3
anisopliae izolat Q2
anisopliae sug LRC 207
anisopliae izolat SMX28.2-2
anisopliae izolat P3

M. anisopliae sus xsd08103

M. anisopliae var.

anisopliae izolat Q2

%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%99
%96
%96

EU307909
AY 646369
EU307926
EU307906
EU307931
EU307915
EU307926
EU307906
EU307926
EU307906
EU307919
EU307931
EU307931
EU307924
EU307928
EU307931
EU307926
EU307906
AY646393
EU307909
EU307926
EU307906
EU307926
EU307906
EU307926
EU307906
EU307926
EU307906
EU307931
EU307924
EU307931
EU307924
EU307931
EU307924
EU307900
EU307894
EU307931
EU307924
EU307931
EU307924
EU307926
EU307906
EU307931
EU307924
EU307931
EU307924
EU307926
EU307906
EU307931
EU307924
FJ481014

EU307926
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100 FI-72 } M. flavoviride var. pemphigum
70 FI-38

KTU-11 } B. bassiana

T1-400 }M. Slavoviride var. flavoviride

Sekil 17. Metarhizium izolatlar1 ile Driver vd. (2000)’lerinin c¢alismasinda kullanilan
Metarhizium tiirlerinin ITS dizisine gore taksonomik pozisyonunu gosteren N-J
agact. B. bassiana KTU-11 dis grup olarak kullanildi. Seg¢-bagla (bootstrap)

degerlerinin %70 ve yukarist olanlar belirtildi
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ITS dizisine gore tiir tanimlamasi yapilamayan KTU-9 izolatinin tiir tayininin
yapilabilmesi amaciyla, ilave olarak 18S SSU rRNA gen bdlgesinin yaklasik ilk 1800
bp’lik bolgesi Metarhizium sp. KTU-9, M. anisopliae var. anisopliae KTU-14, KTU-19,
KTU-21, KTU-31, KTU-37, KTU-48 ve KTU-60 izolatlar1 i¢in spesifik primerler
kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. Elde edilen bantlar Sekil 18’de gdsterilmektedir. Daha
sonra PCR iiriinleri QIAquick kiti ile saflastirilarak DNA dizi analizi yapildi.

10.000

2000
1300
1031

Sekil 18. Baz1 Metarhizium izolatlarinin rRNA 18S SSU gen bolgesinin ilk
1800 bp’nin PCR ile ¢ogaltilmasi. M: MassRuler' " DNA marker,
1: KTU-9. 2: KTU-21. 3: KTU-60. 4: KTU-37. 5: KTU-14. 6:
KTU-31. 7: KTU-19. 8: KTU-48

Elde edilen DNA dizileri GenBank’ta yer alan diger Metarhizium tiirleri ile
karsilastirildi. Bunun sonucunda KTU-9 izolati M. anisopliae ile %98 oraninda benzerlik
gosterdigi tespit edildi. Ayrica, 18S SSU rRNA gen dizileri GenBank’tan indirilen
Metarhizium tiirlerine ait diger 18S gen dizileri ile karsilastirilarak, KTU-9 izolatinin
Metarhizium genusu igerisindeki filogenetik iligkisi belirlendi (Sekil 19). Yapilan bu
filogenetik analize gore, KTU-9 izolatinin M. anisopliae var. majus’a 6nemli Olciide

benzer oldugu belirlendi.
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0.02

— KTU-37]
r M. anisopline var. anisoplioe
KTU-48 |
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KTU-21 ]I M. anisopliae var. anisopline
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IFO5940 } M. anisopliae

1 KTU-31
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- KTU-9
ARSEF3145 } M. anisopliae var. majus

Mu-48 : M. anisopliae var. acridum

100

99 [ ARSEF4606 :» M. frigidum
minus } M. flavoviride var. minus

ARSEF2427 :» B. bassiana

Sekil 19. M. anisopliae var. anisopliae ve Metarhizium sp. KTU-9 izolatlarinin 18S SSU
rRNA dizisine gore GenBank’tan indirilen Metarhizium tiirleri ile taksonomik
pozisyonunu gosteren N-J agaci. B. bassiana ARSEF2427 dis grup olarak
kullanildi. Se¢-bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve yukarisi olanlar belirtildi

Driver vd. (2000), Metarhizium ile ilgili yaptiklart molekiiler revizyonda M.
frigidum’u g¢aligmalarina dahil etmemislerdir. Bu nedenle, ITS dizisine gore tiir tayini
yapilamayan, 18S SSU gen dizilerine gore ise M. anisopliae var. majus’a benzer oldugu
tespit edilen izolat KTU-9’un daha ayrintili karakterizasynunu yapmak ve M. frigidum ile
karsilastirmak i¢in Bischoof vd. (2006)’nin ¢aligmalarinda kullandiklar1 ve M. frigidum’u
da iceren Metarhizium izolatlar1 ile KTU-9 izolati karsilastirildi. Bunun i¢in EF1-a gen
bolgesinin yaklagik ilk 1200 bp’lik bolgesi dejenerat primerler kullanilarak PCR ile
cogaltild1 (Sekil 20). Elde edilen PCR bantlarina DNA dizi analizi yapildi ve GenBank’ta
blastlanmas1 sonucu KTU-9 izolatinin M. anisopliae var. lepidiotae ile % 97 oraninda
benzer oldugu bulundu. Bischoff vd. (2006)’lerinin ¢alismasinda kullanilan Metarhizium
tiirleri ile filogenetik analizleri sonucunda ise KTU-9 hi¢ bir Metrhizium tiirii ile benzerlik

gostermedigi belirlendi (Sekil 21).
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Sekil 20. Izolat KTU-9 ve bazi B. bassiana, B. cf. bassiana
izolatlarinin EF1-a gen bolgesinin ilk 1200 bp’nin
PCR ile ¢ogaltilmasi. M: MassRuler™ DNA marker,

1: KTU-9, 2: KTU-63, 3: KTU-55
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H

M. frieid;
ARSEF4124 ] frigidum

F4272
100 100 ARSEF4272

ARSEF1184

99 — ARSEF7445

M. flavoviride var. flavoviride

T

678 } B. bassiana

ARSEF3210
ARSEF727

M. anisopliae var. anisopliae

98 ARSEF1764
4< M. flavoviride var. minus
96 ARSEF2037

J' ARREFG202 ] M. flavoviride var. pemphigi
ARSEF7491

KTU-9

Sekil 21. Metarhizium KTU-9 ile GenBank’tan indirilen Metarhizium tiirlerinin EF1-a gen
bolgesinin ilk 1200 bp’lik dizisine gore taksonomik pozisyonunu gosteren N-J

agaci. B. bassiana 678 dis grup olarak kullanilmistir. Seg¢-bagla (bootstrap)
degerlerinin %70 ve yukarisi olanlar belirtilmektedir

Morfolojik bakimdan B. bassiana olarak tanimlanan 20 adet izolatin morfolojik

karakterizasyonlarin1 dogrulamak agisindan bu izolatlarin ITS boélgesinin DNA dizi analizi

yapildi ve NCBI GenBank’ta blastlanarak GenBank’ta yer alan diger Beauveria tiirleri ile

karsilagtirilarak tiir tayinleri dogrulandi. Buna gore, biitiin izolatlarin %99 oraninda B.

bassiana ile homoloji gosterdigi belirlendi (Tablo 10). Ilave olarak elde edilen izolatlarm
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Beauveria cinsi igerisindeki taksonomik posizyonunu gostermek agisindan, bu c¢alismada
elde edilen Beauveria izolatlar ile Rehner ve Buckley (2005)’in caligmalarinda kullanilan
Beauveria tiirlerinin karsilastirilmas: yapildi (Ek tablo-1). ITS dizisine gore yapilan N-J
agacinda 15 izolat B. bassiana ile benzerlik gostermesine ragmen, 5 izolat Rehner ve
Buckley (2005)’in ¢alismalarinda tanimladiklar1 ve Clade C olarak isimlendirdikleri B. cf.

bassiana izolatlar1 ile benzerlik gosterildi (Sekil 22).

Tablo 10. Beauveria izolatlarinin rRNA ITS1-5.8S-ITS2 dizisine gore tiir tayinleri

ITS1-5.8S-
izolat ITS1-5.8S-ITS2 gen dizisi ITS2 gen GenBank Kayit
exs numaralari
benzerligi

KTU-7 Beauveria bassiana isolate 681 %99 AY532038
Beauveria bassiana isolate 344 %99 AY532023

KTU-8 Beauveria bassiana isolate 681 %99 AY532038
Beauveria bassiana isolate 344 %99 AY532023

KTU-11 Beauveria bassiana izolat DAOM210087 %99 EU334678
Beauveria bassiana izolat 816 %99 AY532053

KTU-17 Beauveria bassiana isolate 681 %99 AY532038
Beauveria bassiana isolate 344 %99 AY532023

KTU-22 Beauveria bassiana isolate 681 %99 AY532038
Beauveria bassiana isolate 344 %99 AY532023

KTU-23 Beauveria bassiana isolate 681 %99 AY532038
Beauveria bassiana isolate 344 %99 AY532023

KTU-25 Beauveria bassiana isolate DAOM210087 %99 EU334678
Beauveria bassiana isolate 816 %99 AY532053

KTU-38 Beauveria bassiana isolate 843 %99 AY532055
Beauveria bassiana isolate 842 %99 AY532054

KTU-50 Beauveria bassiana izolat DAOM210087 %99 EU334678
Beauveria bassiana izolat 816 %99 AY532053

KTU-52 Beauveria bassiana %solate 681 %99 AY532038
Beauveria bassiana isolate 344 %99 AY532023

KTU-56 Beauveria bassiana %Zolat DAOM210087 %99 EU334678
Beauveria bassiana izolat 816 %99 AY532053

KTU-59 Beauveria bassiana %Zolat DAOM210087 %99 EU334678
Beauveria bassiana izolat 816 %99 AY532053

KTU-62 Beauveria bassiana izolat DAOM210087 %99 EU334678
Beauveria bassiana izolat 816 %99 AY532053

KTU-24 Beauveria bassiana isolate 843 %99 AY532055
Beauveria bassiana isolate 842 %99 AY532054

KTU-57 Beauveria bassiana izolat DAOM210087 %99 EU334678
Beauveria bassiana izolat 816 %99 AY532053

KTU-53 Beauveria sp. JS-2009a izolat W6A %99 GQ354268
Beauveria sp. JS-2009a izolat W4A %99 GQ354267

KTU-55 Beauveria sp. JS-2009a izolat W6A %99 GQ354268
Beauveria sp. JS-2009a izolat W4A %99 GQ354267

KTU-61 Beauveria sp. JS-2009a izolat W6A %99 GQ354268
Beauveria sp. JS-2009a izolat W4A %99 GQ354267

KTU-63 Beauveria sp. JS-2009a izolat W6A %99 GQ354268
Beauveria sp. JS-2009a izolat W4A %99 GQ354267

KTU-64 Beauveria sp. JS-2009a izolat W6A %99 GQ354268

Beauveria sp. JS-2009a izolat W4A %99 GQ354267
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Sekil 22. Beauveria izolatlar1 ile Rehner ve Buckley (2005)’in ¢alismasinda kullanilan
Beauveria tiirlerinin ITS dizisine gore taksonomik pozisyonunu gdsteren N-J
agacl. M. anisopliae KTU-49 dis grup olarak kullanildi. Sec-bagla (bootstrap)
degerlerinin %70 ve yukaris1 olanlar belirtildi
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B. cf. bassiana izolatlarinin taksonomik pozisyonlarindan dolayi, bu izolatlarin daha
detayl karakterizasyonu i¢cin KTU-55 ve KTU-63 izolatlarinin EF1-a gen bolgesinin ilk
1200 bp’lik kismina DNA dizi analizi yapildi. Elde edilen DNA dizileri Rehner ve Buckley
(2005)’in galismasinda kullanilan diger Beauveria tiirleriyle karsilastirilmada kullanildi
(Ek tablo-1). Elde edilen N-J agacina gore KTU-55 izolatt B. c¢f. bassiana ile yliksek
oranda benzerlik gostermektedir. KTU-63 izolat1 B. cf-bassiana izolatindan biraz farklilik
gostermesine ragmen, Rehner ve Buckley (2005)’in ¢aligmalarinda kullandiklar1 B. cf.

bassiana izolatlar ile tanimli olduklar1 goriilmektedir (Sekil 23).
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Sekil 23. Beauveria cf. bassiana KTU-55 ve KTU-63 izolatlar1 ile Rehner ve Buckley
(2005)’in ¢alismasinda kullanilan Beauveria tiirlerinin EF1-a gen bdlgesinin ilk
1200 bp’lik dizisine gore taksonomik pozisyonunu gdosteren N-J agaci. M.
anisopliae  ARSEF7487 dis grup olarak kullanildi. Seg¢-bagla (bootstrap)
degerlerinin %70 ve yukaris1 olanlar belirtildi
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Morfolojik tiir tayinlerine gore 5 izolat Isaria fumosorosea olarak tanimlandi. Bu
izolatlarin morfolojik tiir tayinlerini dogrulamak icin izolatlarin ITS bolgesine DNA dizi
analizi yapildi ve NCBI GenBank’ta blastlanarak GenBank’ta yer alan diger Isaria tiirleri
ile karsilagtirild1 ve tiir tayinleri dogrulandi. Buna gore biitiin /. fumosorosea izolatlarinin
%99 P. fumosoroseus ile homoloji gdsterdigi belirlendi (Tablo 11). Bu izolatlarin Isaria ve
Paecilomyces genusu igerisindeki taksonomik posizyonunu gostermek acisindan, bu
calismada elde edilen I fumosorosea izolatlar1 ile Laungsa-Ard vd. (2005)’lerinin
calismasinda kullanilan Isaria ve Paecilomyces tiirlerinin karsilastirilmasi yapildi. Elde
edilen N-J agacina gore biitlin Israia izolatlarinin 1. fumosorosea ile yiiksek oranda benzer

oldugu bulundu (Sekil 24).

Tablo 11. I. fumosorosea ve Evlachovaea sp. izolatlarinin rRNA ITS1-5.8S-ITS2 dizisine
gore tiir tayinleri

ITS1-5.8S-
izolat ITS1-5.8S-ITS2 gen dizisi ITS2gen ~ CenBank Kawt
N numaralari
benzerligi

KTU-1 Isaria fumosorosea %100 AB250413
Paecilomyces fumosoroseus %100 AB233338

KTU-5 Isaria fumosorosea %99 AB250413
Paecilomyces fumosoroseus %99 AB233338

KTU-42 Isaria fumosorosea %99 AB250413
Paecilomyces fumosoroseus %99 AB233338

KTU-13 Isaria fumosorosea %99 AB250413
Paecilomyces fumosoroseus %99 AB233338

KTU-16 Isaria fumosorosea %99 AB250413
Paecilomyces fumosoroseus %99 AB233338

KTU-33 Paecilomyces sp. BCMU 1J26 %99 AB084138
Paecilomyces cateniannulatus %99 AB263742

KTU-35 Paecilomyces sp. BCMU 1J26 %98 AB084138
Paecilomyces cateniannulatus %98 AB263742

KTU-36 Paecilomyces sp. BCMU 1J26 %98 ABO084138
Paecilomyces cateniannulatus %098 AB263742
Paecilomyces sp. BCMU 1126 %99 AB084138

KTU-43 Paecilomyces cateniannulatus %99 AB263742
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Sekil 24. I. fumosorosea ve Evlachovaea sp. izolatlar ile Laungsa-Ard vd. (2005)’lerinin
calismasinda kullanilan Isaria ve Paecilomyces tiirlerinin ITS dizisine gore
taksonomik pozisyonunu gosteren N-J agaci. M. anisopliae KTU-49 dis grup

olarak kullanildi. Seg¢-bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve yukarisi olanlar
belirtildi

Son olarak, morfolojik 6zelliklere gore 4 izolat Eviachovaea sp. olarak tanimlandi.
Morfolojik olarak bu izolatlarin tiir tayinleri yapilamadi. Bundan dolay1 bu izolatlarin tiir
tayinlerini yapabilmek ve morfolojik tiir tayinlerini dogrulamak acisindan ITS bdlgesinin
DNA dizi analizi yapildi. Elde edilen DNA dizileri NCBI GenBank’ta blastlandig1 zaman
tic izolatin (KTU-43, KTU-33, KTU-36) % 99, bir izolatin ise (KTU-35) % 98 oraninda
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Paecilomyces sp. ile homoloji gosterdigi belirlendi (Tablo 11). Bu dogrultuda, izole edilen
Evlachovaea sp. tlirlerinin Isaria cinsi igerisindeki taksonomik posizyonunun belirlenmesi
acisindan Laungsa-Ard vd. (2005)’lerinin ¢alismasinda kullanilan Isaria ve Paecilomyces
tiirleri ile karsilastirilmasi yapildi. Elde edilen N-J agacina gore biitiin Eviachovaea sp.

izolatlarinin . cateinnulata ile benzer bulundugu belirlendi (Sekil 24).

3.4. Fungus Izolatlar1 Arasindaki Genetik Cesitliligin Belirlenmesi

Dogu Karadeniz Bolgesi’nden elde edilen M. anisopliae var. anisopliae ve B.

bassiana izolatlar1 arasindaki genetik c¢esitliligi belirlemek i¢in AFLP analizi yapildi.

3.4.1. B. bassiana Izolatlar1 Arasindaki Genetik Cesitlilik

AFLP analizi, B. bassiana tiirleri arasinda yiiksek oranda genetik cesitlilik oldugunu
ortaya koydu. AFLP analizinde, B. bassiana izolatlar1 i¢in 1 primer kombinasyonu (EcoRI-
AG / Msel-C) kullanildi ve toplam olarak 163 fragment elde edildi (Sekil 25). Bu
fragmentlerin 97 tanesi polimorfik olup, % 59,5 oraninda polimorfizm ile sonuclandi
(Tablo 12). B. bassiana popiilasyonlar1 arasindaki DNA polimorfizminin diizeyini
belirlemek i¢in farkli AFLP fragmentlerinin varligina ya da yokluguna goére benzerlik
degerleri hesaplandi. Jaccard’in benzerlik katsayisina gore, benzerlik degerleri %98 ile
%27 arasinda degismektedir (Tablo 12). En yiiksek benzerlik KTU-22, KTU-8 ve KTU-23
ile KTU-8 arasinda bulundu. En diisiik benzerlik ise KTU-38 ile KTU-57 izolatlar
arasinda bulundu. AFLP fragmentlerinden elde edilen grup analizine gore, B. bassiana
izolatlar1 3 farkli gruba ayrildi (Sekil 26). ilk grup 6 izolattan olusmakta olup, KTU-8 harig
hepsi Dogu Karadeniz Bolgesi’nin kiy1 kesimlerinden ve tarim yapilan alanlarindan izole
edildi. Ikinci grup ise 5 izolattan olusmakta olup, bdlgenin i¢ kesimlerinden ve tarim
yapilan veya yapilmayan alanlardan izole edildi. Ugiincii grup ise diger iki gruptan gok
farkli bulundu. Bu grup iki izolattan olugsmakta olup, bunlar bdlgenin kiy1 kesminden ve

tarim yapilan alandan izole edildi.
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M. isopliae var. isapliae B. bassiana
I

—_— —_—

123 45 67 B 9 10011121314 151617 16 19 20 2123 33 24 38 36 27 38 30 30 31 32 23 =

Sekil 25. M. anisopliae var. anisopliae ve B. bassiana izolatlarina ait AFLP
analizi sonucu elde edilen otoradyogram



Tablo 12. B. bassiana 1zolatlar1 arasindaki genetik benzerlikler

izolatlar KTU-7 KTU-8 KTU-17 KTU-22 KTU-23 KTU-25 KTU-59 KTU-38 KTU-52 KTU-56 KTU-50 KTU-62 KTU-57

KTU-7 -

KTU-8 91 -

KTU-17 89 95 -

KTU-22 92 98 97 -

KTU-23 92 98 97 100 -

KTU-25 31 32 30 30 30 -

KTU-59 35 37 37 35 36 33 -

KTU-38 30 31 30 30 30 97 32 -

KTU-52 77 78 78 80 80 32 39 31 -

KTU-56 33 36 34 34 35 30 94 29 38 -

KTU-50 39 40 40 38 39 31 85 30 40 87 -
KTU-62 36 37 35 35 36 28 &3 28 38 90 86 -

KTU-57 38 36 37 36 36 28 79 27 38 81 88 88 -
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Farkh sicakdiklarda bityime Farkli UV muamelesinde
(derece) biiyiime
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Sekil 26. B. bassiana izolatlar1 arasindaki genetik iligkiyi gosteren dendrogram.
Dendrogram AFLP analizi verileri kullanilarak UPGMA metodu ile
yapilandirildi.  Sec-bagla (bootstrap) analizi gruplarin  giivenilirligini
belirlemek acisindan 1000 tekrarli olarak yapildi. Dendrogramin {izerindeki
bar farklilik derecesini gostermektedir. Se¢-bagla degerinin sadece %70 ve
tizeri olanlar belirtildi. Siyah barlar tarim habitatlarini, gri bar ise tarim
yapilmayan habitatlar1 gostermektedir. Sicaklik ve UV degerleri igin siyah bar
biliylimeyi gostermektedir

3.4.2. M. anisopliae var. anisopliae Izolatlar1 Arasindaki Genetik Cesitlilik

Ayni sekilde, M. anisopliae var. anisopliae izolatlar1 i¢in AFLP analizinde 1 primer
kombinasyonu (EcoRI-AC / Msel-AA) kullanildi. Bunun sonucunda toplam 115 band elde
edildi ve bunlardan 91 tanesi polimorfizm gosterdi. Polimorfizm oran1 % 79,1 olarak
hesapland1 (Sekil 25). Jaccard’in benzerlik katsayisina gore benzerlik degerleri %96 ile
%23 arasinda degismektedir. En yiiksek benzerlik KTU-3-KTU-4, KTU-18-KTU-12,
KTU-14-KTU-31 ve KTU-18 ile KTU-45 arasinda, en diisiik benzerlik ise KTU-32 ve
KTU-41 arasinda belirlendi (Tablo 13). AFLP fragmentlerinden elde edilen grup analizine
gore, M. anisopliae var. anisopliae izolatlar1 3 gruba ayrildi (Sekil 27). Birinci grup 16
izolattan olusmakta olup, farkli bolge ve habitatlardan izole edildi. ikinci grup ise 15
izolattan olusmakta olup, aym sekilde farkli bolge ve habitatlardan izole edildi. Ugiincii

grup ise sadece iki izolattan olugmaktadir (Sekil 27).



Tablo 13. M. anisopliae var. anisopliae izolatlar1 arasindaki genetik benzerlikler

K X K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K

bollr y g g uouo U0 U U U U U U O U U U U U U U U U U U U O U U U U U U
3 10 39 44 40 20 45 32 18 41 6 28 47 14 37 29 31 21 15 4 19 26 48 34 54 58 12 2 60 49 51 27 46

KTU-3 -

KTU-10 65 -

KTU-39 64 90 -

KTU-44 35 39 39 -

KTU-40 60 62 64 34 -

KTU-20 62 90 91 40 62 -

KTU-45 34 40 36 80 33 39 -

KTU-32 42 42 42 35 36 43 34 -

KTU-18 33 39 37 84 32 38 96 36 -

KTU-41 28 33 33 40 30 33 41 23 42 -

KTU-6 35 39 42 95 34 43 80 38 84 40 -

KTU-28 34 36 34 76 29 34 8 37 87 36 76 -

KTU-47 35 39 39 9 34 40 77 38 8 39 90 81 -

KTU-14 61 8 91 37 61 87 34 45 35 31 39 32 37 -

KTU-37 37 39 39 8 33 40 73 37 77 39 87 73 83 36 -

KTU-29 57 72 74 44 53 69 40 45 42 34 42 40 44 74 43 -

KTU-31 58 82 8 39 58 8 36 45 37 29 42 34 39 9% 39 71 -

KTU-21 35 39 37 80 34 38 87 36 8 45 8 8 80 35 73 39 35 -

KTU-15 61 60 61 31 9 59 32 37 30 25 32 27 32 61 30 52 61 33 -

KTU-4 9% 61 59 32 56 57 31 41 30 25 32 31 32 51 33 56 56 32 59 -

KTU-19 43 42 40 27 37 40 27 27 28 25 27 29 32 38 26 44 38 35 39 38 -

KTU-26 62 50 51 40 53 47 43 40 42 31 40 39 42 54 40 49 54 45 58 62 42 -

KTU-48 34 38 39 95 34 39 76 35 8 37 9 72 8 36 8 44 39 75 31 32 26 40 -

IL



Tablo 13’iin devami

KTU-34
KTU-54
KTU-58
KTU-12
KTU-2
KTU-60
KTU-49
KTU-51
KTU-27

KTU-46

47

50
32

38

62
35
56
30

63
40
64
36
38
34
80
39
68
34

62
43
66
34
38
34
89
40
70
36

4
92
53
79
90
90
41
93
56
67

54
34
56
30
34
33
59
33
53
36

60
44
64
34
39
35
80
40
65
37

44
78
50
91
80
7
37
79
55
56

36
39
36
39
41
40
46
38
42
40

43
81
50
9%
84
75
38
82
57
59

35
38
36
39
41
34
34
40
39
30

45
98
56
79
90
85
44
93
56
66

44
74
48
87
73
72
35
79
53
53

49
88
58
76
86
81
40
93
55
61

56
40
60
32
36
32
93
37
70
34

44
89
55
76
82
84
40
85
53
66

57
43
60
38
40
39
76
42
67
39

59
43
64
34
38
34
91
40
70
36

44
77
47
83
80
72
32
82
55
54

50
32
52
29
33
28
59
30
48
31

44
32
47
29
35
44
60
32
52
27

4
27
38
26
28
24
38
30
36
27

47
41
52
39
46
40
58
40
58
33

4
92
53
75
85
85
40
88
52
77

46
88
43
42
41
61
48
67
45

57
79
87
82
44
92
55
69

47
52
51
65
54
73
51

80
75
35
82
56
60

90
39
88
54
63

36
85
53
66

41
76
38

59
68

48

CL



73

Farlkch sicaldikdarda bayume Farkh UV muamelesinde
(derece) bityiime ,
0.5 0.4 03 02 01 T. molitor'a
+ 4 1 t t Habitat Lokalite 8§ 15 37 30 min. 60min. kary patojenite (%)

25

KTU-39" — Oy — — 13
KTU-20 m— Artvin — %0

92 KTU-10 mm  Orcdu -— 77

KTU-49 = Fize - — 93

KTU-14 === Trabzon — — 73

KTU-31 === Ordu — — — 27

KTU-29 mmm  Rize — 83

KTU-27 |1 mmm Rize — — 93
36 — 98 E KTU-34 === Ordu 100
KTU-58 mmmm  Bayburt — — 17

100 KTU-40 wmmm Trabzon 93

1 KTU-15 — Artvin — 97

_ KTU-26 === Rize — 70
—i__{ 100,— KTU-3 = Rize — a})?
L KTU-2 = Rire — — 20

KTU-32 . mm Ordu — 87

KTU-46 - m— Rize — — 33

KTU-45 mmmm  Trabzon — — — 40

- 71 KTU-1% m— Artvin — — 90
97 K012 — Ordu — 50
KTU-28 mmm Rize — — 80

KTU-21 — Artvin —_—— s — 67

95 KTU-2 mmm  Rize — — — 83

KTU-60 |2 wmm Giimiishane — — 100

KTU-37 — Giresun - — — — 83

KTU-47 = Rize — — 63
KTU-51 s Gimmiishane — 100

KTU-6 m— Rize 97

KTU-54 s Bavburt — — 37

KTU-44 wmmm Trabzon — 0

KTU-48 mmmm Trabzon e—— — 80

KTU-11 } — R — — 77

KTU-19 ]° — Artvin 57

Sekil 27. M. anisopliae var. anisopliae izolatlar1 arasindaki genetik iligkiyi gosteren
dendogram. Dendogram AFLP verileri kullanarak UPGMA metodu ile yapildi.
Bootstrap analizi gruplarin giivenilirligini belirlemek agisindan 1000 tekrarli
olarak yapildi. Dendogramin tizerindeki bar farklilik derecesini gostermektedir.
Bootstrap degeri sadece %70 ve iizeri olanlar belirtildi. Siyah barlar tarim
habitatlarini, gri bar ise tarim yapilmayan habitatlar1 géstermektedir. Sicaklik ve
UV degerleri i¢in siyah bar pozitif biiyiimeyi gostermektedir

3.4.5. Fungal Izolatlarin Cografik Lokalite, Habitat Tipi, Patojenite, Farkl
Sicaklik ve UV Muamelesindeki Biiyiimelerine Gore Degerlendirilmesi

AFLP analizi kullanilarak elde edilen gruplarin tanimlanmasindan sonra, fungal
izolatlarin cografik lokalite, habitat tipine, farkli sicakliklarda ve UV muamelesinde
biiylimelerine gore Ki-kare testi kullanilarak karsilastirildi. B. bassiana izolatlar1 agisindan
habitat tipine gore gruplar arasinda bir iligki belirlenememesine ragmen (y*=4,409, df=2,
p>0,05), cografik lokalite acisindan gruplar arasinda bir iligki tespit edildi. Grup 1 ve 3
Dogu Karadeniz Bolgesi'nin kiyisal kesimiyle iligkili iken, grup 2’nin boélgenin ig
kesimiyle iligkili oldugu bulundu (¥*=9,647, df=2, p<0,05). Farkli sicakliklarda biiyiime
acisindan B. bassiana izolatlar1 arasinda herhangi bir iligki belirlenemedi (8°C (y*=1,107,
df=2, p>0,05), 16°C (x*=0,638, df=2, p>0,05), 25°C (¥*=2,404, df=2, p>0,05), 37°C
(*=2,758, df=2, p>0,05)). Ayn1 sekilde farkli UV muamelesinde biiylime a¢isindan da
herhangi bir iligki tespit edilemedi (30 dak. (y*=2,136, df=2, p>0,05) ve 60 dak. (y*=2,297,
df=2, p>0,05)).
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M. anisopliae var. anisopliae izolatlar1 i¢in, grup 1 ve 2 arasinda hem habitat tipi
(r*=0,11, df=1, p>0,05) hem de cografik lokalite (y*=1,302, df=1, p>0,05) bakimindan bir
iliski belirlenemedi. 8 (¥*=1,302, df=1, p>0,05), 25 (¥*=0,45, df=2, p>0,05) ve 37°C’de
(r*=0,034, df<=1, p>0,05) biiylime agisindan M. anisopliae var. anisopliae izolatlari
arasinda herhangi bir farlilik belirlenememesine ragmen, 16°C’de grup 2’de yer alan
izolatlar grup 1°de yer alan izolatlara gore daha 1yi biiyiidiikleri tespit edildi (y*=4,288,
df=1, p<0,05). Farkli UV muamelesinde biiyiimede ise (30 dak. (y*=1,302, df=1, p>0,05))
ve 60 dak.)) yine izolatlar arasinda herhangi bir farklilik belirlenmedi.

B. bassiana izolatlarinin un kurduna kars1 viriilans degerleri %0 ve %76 arasinda
degismektedir. AFLP analizi sonucu elde edilen B. bassiana izolatlar1 arasinda olusan
gruplarda un kurduna kars1 belirlenen patojenite degerleri bakimindan bir iliski
belirlenemedi (y*=21,667, df=20, p>0,05). M. anisopliae var. anisopliae izolatlariin un
kurduna kars1 patojenite degerleri %0 ile %100 arasinda degismektedir. Ayni sekilde,
AFLP analizi sonucu elde edilen M. anisopliae var. anisopliae izolatlar1 arasinda olusan
gruplarda un kurduna kars1 belirlenen patojenite degerleri bakimindan bir iliski

belirlenemedi (y*=21,657, df=21, p>0,05).

3.5. Patojenite Testleri
3.5.1. Tenebrio molitor (Un kurdu)’a Karsi Patojenite Testleri

Yiiksek patojeniteye sahip fungal izolatlarin se¢cimi ve fungal izolatlar arasindaki
patojenite bakimindan farki belirlemek amaci ile biitiin fungal izolatlar 7. molitor’a kars1
test edildi. 7. molitor’a kars1 test edilen fungal izolatlarin patojenite degerlerinin kontrol
grubu ile karsilastirilmasinda, biitiin izolatlarin kontrol grubundan farkli 6liim degerlerine
sahip olduklar1 belirlendi (F=8,09, df=64, p<0,05). Izolatlarin birbirleriyle
karsilagtirilmasinda ise biitiin izolatlarin farkli 6lim degerlerine sahip olduklari tespit
edildi (F=7,84, df=63, p<0,05). izolatlarin birbirleriyle karsilastirilmasi sonucunda B.
bassiana, B. cf. bassiana, Evlachovaea sp., 1. fumosorosea ve Metarhizium sp. izolatlari
birbirlerinden ayr1 olarak degerlendirildi. Yiiksek patojeniteye sahip izolatlarin se¢iminde
her cinsten en az bir izolat olacak sekilde se¢im yapilmaya c¢alisildi. B. bassiana izolatlart
arasinda, KTU-7, KTU-8, KTU-17, KTU-23, KTU-24, KTU-38, KTU-57, KTU-59 ve

KTU-62 izolatlarinin istatistiksel olarak diger B. bassiana izolatlarindan daha ytiksek 6liim
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oranina sahip oldugu belirlendi (F=6, df=14, p<0,05). Mikoz oram1 bakimindan ise B.
bassiana izolatlarinin kontrol grubu ile karsilastirilmasinda biitiin izolatlarin kontrol
grubundan farkli oldugu belirlendi (F=6,44, df=15, p<0,05). Izolatlarin birbirleri ile
karsilagtirillmasinda ise biitiin izolatlarin farkli mikoz oranlarina sahip olduklar ortaya
kondu (F=5.72, df=14, p<0,05). En yiiksek mikoz degerleri KTU-7, KTU-8, KTU-17,
KTU-23, KTU-24, KTU-38, KTU-57, KTU-59 ve KTU-62 izolatlarindan elde edildi
(F=5,72, df<14, p<0,05) (Sekil 28).

B. cf. bassiana izolatlarinin 6liim oranlar1 bakimindan birbirleriyle karsilastirilmasi
sonucunda biitiin izolatlarin istatistiksel olarak birbirleri ile ayni 6liim oranlarina sahip
oldugu belirlendi (£=1,01, df=4, p>0,05). Mikoz oran1 bakimindan ise yine biitiin izolatlar
istatistiksel olarak birbirleri ile ayn1 mikoz oranina sahip oldugu tespit edildi (£=1,42,
df=4, p>0,05) (Sekil 28).

Evlachovaea sp. izolatlarimin 6liim oran1 bakimindan birbirleriyle karsilastirilmasi
sonucunda, biitiin izolatlarin birbirleriyle ayn1 oranda oliim degerlerine sahip oldugu
belirlendi (F=3,02, df=3, p>0,05). Mikoz oran1 bakimindan ise izolatlar istatistiksel olarak
birbirleri ile ayn1 6liim oranina neden olduklar1 bulundu (F=2,14, df=3, p>0,05) (Sekil 28).

1. fumosorosea izolatlarinin birbirleriyle karsilastirilmasin da biitiin izolatlarin ayn1
oranda 6liim degerlerine neden oldugu tespit edildi (F=2,00, df=4, p>0,05). Mikoz oram
bakimindan ise yine izolatlar ayn1 oranda mikozlanma gosterdi (F=2,00, df=4, p>0,05)
(Sekil 28).
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Sekil 28. B. bassiana, B. cf. bassiana, Evlachovaea sp. ve 1. fumosorosea izolatlarinin T. molitor larvalarina kars: patojeniteleri ve kadavralar
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M. anisopliae var. anisopliae izolatlarinin un kurduna kars1 yapilan patojenite testleri
sonucunda biitlin izolatlarin kontrol grubundan farkli 6liim degerlerine neden olduklari
belirlendi (F=7,43, df=35, p<0,05). izolatlarin birbirleriyle karsilastirilmasin da farkli &liim
oranlarinin ortaya ¢iktigi tespit edildi (£=6,59, df=34, p<0,05). En yliksek oliim etkisi
KTU-9, KTU-32, KTU-60, KTU-28, KTU-30, KTU-20, KTU-34, KTU-40, KTU-44,
KTU-47, KTU-21, KTU-51, KTU-2, KTU-29, KTU-41, KTU-37, KTU-15, KTU-14,
KTU-48, KTU-27, KTU-26, KTU-10 ve KTU-18 kodlu izolatlardan elde edildi (F=6,77,
df=35, p<0,05) (Sekil 29).
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3.5.2. Melolontha melolontha’ya Karsi Patojenite Testleri

M. melolontha’ya kars test edilen dokuz fungal izolatin uygulamadan sonra 15 giin
igerisindeki 6liim oranlarinin KTU-27 ve KTU-36 nolu izolatlar hari¢ kontrol grubu ile
ayni degerlere sahip olduklar1 belirlendi (F=3,56, df=9, p<0,05). izolatlarin birbirleriyle
karsilagtirilmasinda ise 15 giin igerisinde istatistiksel olarak farkli 6liim oranlarina neden
olduklart tespit edildi (F=2,61, df=8, p<0,05). En yiiksek 6lim oranlar1 % 86,6 olmak
tizere M. anisopliae var. anisopliae KTU-27 ve Evlachovaea sp. KTU-36 izolatlarindan
elde edildi (p<0,05). Olii bdcekler iizerindeki biiylime ve sporlasma oranlarinmn
karsilastirilmasinda ise B. bassiana KTU-24, B. bassiana KTU-57, M. anisopliae var.
anisopliae KTU- 27 ve Evlachovaea sp. KTU-36 izolatlar1 kontrol grubundan farkli mikoz
oranlarina neden oldu (F= 5,11, df= 9, p<0,05). izolatlarin birbirleriyle karsilastiriimasinda
ise yine izolatlarin farkli mikoz degerlerine sahip olduklar1 belirlendi (F= 4,5, df=S,
p<0,05). En yiiksek mikoz oran1 Eviachovaea sp. izolat KTU-36’da gozlendi (Sekil 30).
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Sekil 30. Test bocekleri iizerinde etkili olan fungal izolatlarin M. melolontha larvalari
iizerindeki 6liim ve kadavralar iizerindeki sporlasma oranlari. Oliim degerleri
Abbott formiilii (Abbott, 1925) kullanilarak hesaplandi. Sutunlarin {izerindeki
sayilar patojenite degerlerini, barlar ise standart sapmay1 gostermektedir
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3.5.3. Dendroctonus micans’a Kars1 Patojenite Testleri

D. micans’a kars1 yapilan patojenite deneyleri hem larva hem de ergin bireyler
tizerinde gerceklestirildi. Fungal izolatlarin hem larva hem de erginler {izerinde farkli 6lim
oranlarima neden olduklar1 tespit edildi (Sekil 31). Larvalar igin, izolatlar istatistiksel
olarak ayni 6liim oranina sebep oldu (F= 1,39, df= 8, p>0,05) fakat, biitiin izolatlar kontrol
grubundan farkli bulundu (£=10,69, df=9, p<0,05). B. bassiana KTU-57, B. cf. bassiana
KTU-53 ve KTU-55, M. anisopliae KTU-60 alt1 giin igerisinde %100’liikk 6liim orani ile en
yuksek o6liim etkisine sahip oldugu belirlendi. Mikoz acisindan ise biitiin izolatlar farkl
mikoz oranlar1 gosterdi (F= 33,19, df=8, p<0,05) fakat, hepsinin kontrol grubundan yiiksek
degere sahip oldugu belirlendi (F= 103,46, df= 9, p<0,05). B. cf. bassiana KTU-53 ve
KTU-55, M. anisopliae KTU-60 ve Eviachovaea sp. KTU-36 6lim degerleriyle ayn
oranda mikozlanmaya sebep oldu (Sekil 31).

Erginler i¢in, izolatlarin farkli 61iim oranlarina neden olduklar1 tespit edildi (#= 6,15,
df= 8, p<0,05). B. bassiana KTU-53, M. anisopliae KTU-60, I. fumosorosea KTU-1 ve
Evlachovaea sp. KTU-36 biyotestlerde kullanilan diger izolatlardan farkli 6liim oranlarina
neden olduklar tespit edildi (p<0,05) (Sekil 34). B. bassiana KTU-24, B. cf. bassiana
KTU-55, M. anisopliae KTU-27, Metarhizium sp. KTU-9 ve B. bassiana KTU-57
izolatlarinin istatistiksel olarak daha az virulent olduklar1 tespit edildi (p<0,05) (Sekil 34).
Bu izolatlarin mikoz bakimindan ise istatistiksel olarak birbirleriyle ayni degere sahip
olduklar1 bulundu fakat, hepsinin kontrol grubundan farkli oldugu belirlendi (F= 2,73, df=
9, p<0,05) (Sekil 31). 2 testi larvalarin erginlere gore daha hassas olduklarini ortaya
koydu (p<0,05).
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Sekil 31. Test bocekleri iizerinde etkili olan fungal izolatlarin D. micans iizerindeki
patojeniteleri ve mikoz oranlar1. A: inokiilasyondan sonra 6 giin igerisindeki D.
micans larvalarinin 6liim oram1 ve mikoz degerleri. B: Inokiilasyondan sonraki
6 giin igerisindeki D. micans erginlerinin liim oran1 ve mikoz degerleri. Oliim
degerleri Abbott formiilii kullanarak hesaplandi. Sutunlarin tizerindeki sayilar
patojenite degerlerini barlar ise standart sapmay1 gostermektedir
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3.5.3.1. Dendroctonus micans’a Kars1 Doz Uygulamasi

B. cf. bassiana KTU-53, yiiksek patojenik etkisinden dolayi, D. micans’in larva ve
erginlerine  kars1 farkli  konsantrasyonlarin  uygulanmasi ig¢in  secildi. Farklh
konsantrasyonlarin uygulanmasinda, larvalarm &lim degeri 1 x 10® spor/ml spor
konsantrasyonunun uygulanmasindan sonra 6 giin icerisinde %100’¢ ulasti. Kontrol
grubunda ise Olim degeri %20 olarak belirlendi. Larvalara karsi uygulanan
konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu (p<0,05) (Sekil 32).
Probit analizi, LCsy degerini hesaplamak i¢in kullanildi (Tablo 14). Larvalara karsi bu
fungusun uygulamadan sekiz giin sonra LCsy degeri 1,77 x 10" spor/ml olarak hesapland:

(Tablo 14).
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Sekil 32. D. micans larvalarinin B. cf. bassiana KTU-53 izolatinin farkli dozlardaki
spor siispansiyonlarima maruz birakilmasi sonucu elde edilen kiimiilatif
Oliim oranlar1

D. micans’m erginlerine B. cf. bassiana KTU-53 izolatimin farkli
konsantrasyonlardaki spor siispansiyonlarinin uygulanmasi sonucu, erginlerin 6liim degeri
1 x 10® spor/ml spor konsantrasyonunun uygulanmasi sonrasi 6 giin igerisinde %100’e
ulasti. Kontrol grubunda ise oliim degeri %20 olarak belirlendi (Sekil 33). Erginlere

uygulanan dozlar arasinda 6liim degeri bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklar
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bulundu (p<0,05). Erginlere kars1 LCso degeri 2,65 x 10* spor/ml olarak hesapland: (Tablo

14).
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Sekil 33. D. micans erginlerinin B. cf. bassiana KTU-53 izolatinin farkli
dozlardaki spor siispansiyonlarina maruz birakilmas: sonucu elde

edilen kiimulatif 6liim oranlari

Tablo 14. B. cf. bassiana KTU-53 izolatiyla D. micans’in larva ve erginlerine karsi
kullanilan farkli dozlarin uygulanmasi sonucu hesaplanan probit analizinin

parametre degerleri

Kesme b Serbestlik
Biyotest Egim (£SS)* LCso (%95 giiven arahgr) 2
noktasi Derecesi
Larva -2,388 0,562+0,268 1,77x104 (0-2,18x%105) 0,155 3
Ergin -4,502 1,018+0,461 2,65x104 (5,39-1,73x105) 0,044 3

* D. micans’1n larva ve erginlerinin B. cf. bassiana KTU-53 izolatina kars1 tepkisinin egimi
® Probit modelinde Pearson’un Ki-kare uyum iyiligi testi



4. TARTISMA

Bu calisma, Tiirkiye’nin yogun olarak findik tarimi yapilan ve orman bakimindan
zengin olan Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki entomopatojenik funguslarin izolasyonu,
identifikasyonu, ¢esitliligi ve bolgeden elde edilen cesitli izolatlarin 6nemli findik zararlisi
Melolontha melolontha ve orman zararlis1 Dendroctonus micans’a karsit patojeniteleri
hakkinda bulgular igermektedir. Ayrica, bu tez calismasinda bolgeden elde edilen B.
bassiana ve M. anisopliae var. anisopliae izolatlarinin cografik lokalite ve habitat iligkisi
bakimindan genetik c¢esitliligi hakkinda da genel bulgu ve bilgi icermektedir.

Tez kapsaminda 2006-2007 yillar1 arasinda bolgenin farkli habitatlarindan toplam
301 toprak 6rnegi alindi. Bunun haricinde ayni yillar arasinda, ayni bdlgeden yaygin olan
cesitli zararli bocekler toplandi. Alinan toprak ve bdcek orneklerinden entomopatojenik
fungus izolasyonlar1 yapildi. Elde edilen fungal izolatlarin tiir tayinleri, karekterizasyonlari
ve mikrobiyal miicadelede kullanilma potansiyelleri arastirildi.

M. anisopliae var. anisopliae toprak orneklerinde en yaygin tiir olarak belirlenirken,
bunu sirastyla B. bassiana, B. cf. bassiana, I. fumosorosea ve Evlachovaea sp.
izlemektedir. Bocek oOrneklerinden ise Thaumetopoea pityocampa ve Rhynchites
baccus’dan birer adet B. bassiana izolasyonu yapildi. Bu sonuglara dayanarak
entomopatojenik funguslarin bu boélgede yaygin olarak bulunabilecegini sdylemek
miimkiindiir (%20.59). Ayrica, bu ¢alismada belirlenen tiirlerin siklig1 ve dagilimi daha
once Galleria tuzak yontemi kullanarak gergeklestirilen ¢alismalardaki oranlar ve ¢esitlilik
ile benzerlik gostermektedir (Keller vd., 2003; Chandler vd., 1997; Meyling ve Eilenberg,
2006).

Bu c¢alismada, M. anisopliae var. anisopliae, B. bassiana ve Evlachovaea sp. hem
tarim yapilan hem de tarim yapilmayan topraklardan izole edildi. Bunun tersine, B. cf.
bassiana sadece tarim yapilmayan habitatlardan izole edilirken, /. fumosorosea ise sadece
tarim yapilan alanladan izole edildi. Keller vd. (2003)‘de M. anisopliae’nin c¢ayirlik ve
stirilebilir tarim alanlarinda yaygin olarak bulundugunu bildirmektedir. Benzer olarak, M.
anisopliae’nin Finlandiya’da da hem dogal hem de tarimsal alanlarda yaygin olarak
bulundugu bilinmektedir (Vanninen, 1995). Oysa ayni c¢alismada, /. fumosorosea, bizim
sonuclarimiza ters olarak, sadece dogal alanlardan izole edilmis ve asla yogun bir sekilde

tarim yapilan alanlardan izole edilmemistir (Vanninen, 1995). Meyling ve Eilenberg
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(2006), I fumosorosea’nin ekilmis caliliklardan olusan topraklarda yaygin oldugunu
gostermelerine ragmen, B. bassiana’nin tarim alanlarinda yaygin oldugunu gdéstermistir.
Ayni calismada, M. anisopliae tarim arazilerinde nadir olarak belirlemistir. Meyling vd.
(2005), Danimarka’da sadece B. bassiana’nin belirli bir grubunun tarim yapilan alanlarda
bulundugunu, diger bir ka¢ grubun ise bu tarim arazilerine bitisik ekili ¢aliliklarda var
oldugunu tespit etmislerdir. Yukarida verilen bu Orneklerin hepsi entomopatojenik
funguslarin farkh tiirlerinin varlig1 ve dagiliminin farkl toprak drneklerine ve lokalitelere
gore farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Toprakta bulunan bu dogal oluslardaki
farklilik ise konzervatif biyolojik miicadelede kullanilan stratejilere karsi meydan
okumaktadir (Meyling ve Eilenberg, 2007). Bu tez c¢alismasinda, M. anisopliae var.
anisopliae’nin findik arazilerinde yaygin olarak bulundugu ve bu nedenle de bu tiiriin
konzervatif biyolojik miicadeleyle ilgili olarak iyi bir biyolojik miicadele etmeni oldugu
gosterilmistir. AliNiazee (1998)’de findik zararlilarinin mevcut olan dogal diismanlarinin
korunmasi, kiiltiirel uygulamalarin ve insektisit kullaniminin manipiilasyonu ile
konzervatif biyolojik miicadele i¢in iyi bir aday {iriin oldugunu belirtmistir.

Bidochka vd. (2002), B. bassiana’nin bir genetik grubunun tarimsal alanlarla, iki
grubun orman habitatlar1 ile ve son grubun ise Kanada artrikleri ile iligkili oldugunu
gostermislerdir. Ayni ¢alismada, farkli sicakliklarda biiyiime ve UV direnci gibi belirli
iligkilerin B. bassiana gruplar1 arasinda bulunabilecegi de belirtilmistir. Bidochka vd.
(2001) B. bassiana popiilasyonunlarinda bulunan ayni iliskinin Kanada’da M. anisopliae
popiilasyonunda da bulundugunu gostermistir. Bu iki ¢alismada belirtilen bulgularin
onceden yapilan ¢aligmalar ile de uyumlu oldugu goriilmektedir (Meyling vd., 2005; Keller
vd., 2003; Meyling ve Eilenberg, 2006). Bu ¢alismalara dayanarak, bir habitatdaki abiyotik
kosullarin bu habitat igerisinde yagamini siirdiirebilecek M. anisopliae ve B. bassiana’nin
genetik gruplarini segebilecegini sdylemek miimkiindiir. Bdylece, bu tez ¢alismasinda, M.
anisopliae ve B. bassiana entomopatojenik funguslarinin  findik bahgelerinde
bulunabilecegi gosterilmistir. Yukarida verilen literatiir bilgisine dayanarak, bu ¢alismada
izole edilen M. anisopliae ve B. bassiana izolatlarmin findik ekili alanlarda yasamlarim
devam ettirebilecegi ve bu izolatlarin ¢esitli findik zararlilarina kars1 konzervatif biyolojik
miicadelede stratejisi altinda kullanilabilecegini gdsterilmistir.

Bu tez calismasinda, M. anisopliae var. anisopliae, Metarhizium sp., B. bassiana, B.
cf. bassiana ve Evlachovaea sp.’yi igeren farkli tiirlerdeki entomopatojenik funguslar

toprak orneklerinden izole edildi. Calisma bolgesindeki orman alanlarinda tiir ¢esitliliginin
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nispeten tarim alanlarina gore daha yiiksek oldugu belirlendi. Brownbridge vd. (1993),
farkl tiirlere ait entomopatojenik funguslart Vermont Ormanlarinin toprak érneklerinden
izole etmis ve bu izolatlar arasinda M. anisopliae’nin en yaygin tiir oldugunu ortaya
koymuslardir. Brownbridge vd. (1993)’nin belirtilen ¢aligmalarinda ve ayn1 zamanda bu
tez calismasinda, orman topraginin entomopatojenik funguslar i¢in dogal bir rezervuar
olabilecegi ve izole edilen fungal tiirlerin baz1 orman zararlilarina karsi1 biyolojik miicadele
etmeni olarak kullanilabilecegi belirtilmistir. Daha once de belirtildigi gibi, Dogu
Karadeniz Bolgesi’ndeki orman alanlarindan elde edilen entomopatojenik funguslarin bu
bolgelerdeki belirli ¢evresel kosullara adapte olabilecekleri ve bu izolatlarin bu bolgedeki
orman zararlilarima karst biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilabilecekleri
muhtemeldir. Sevim vd. (2010) Dogu Karadeniz Bolgesi’nden izole edilen
entomopatojenik funguslarin D. micans’a karsi iyi bir biyolojik miicadele etmeni
olabilecegini gostermistir.

Bu calismada, Metarhizium ve Beauveria tiirlerinin findik bahgelerinde
bulunabilecegi gosterildi. Paparatti ve Speranza (2005) ticari olarak satilan B. bassiana
preparatini biyolojik miicadele etmeni olarak alan uygulamasiyla Curculio nucum (findik
kurdu)’a kars1 test etmiglerdir. Yapilan calismada Paparatti ve Speranza (2005) fungus ile
muamele edilen kafeslerde larva 6liimiinde %35 oraninda artis gozlemislerdir. B. bassiana
ayn1 zamanda benzer hayat dongiisiine sahip bir bagka dnemli zararli olan Curculio elephas
(kestane kurdu) tlizerinde de ayni oranda Sliime neden olmustur (Paparatti ve Speranza,
1999). Her iki ¢alisma bu zararlilarin yasam dongiisiinde toprak fazinin énemli bir yeri
oldugunu gostermektedir. Bu caligmalara dayanarak, bu tez g¢alismasinda izole edilen
Beauveria tirlerinin, C. nucum, Xyleborus dispar ve Palomena prasina gibi kis1 toprakta
geciren Onemli findik zararlilarina karst kullanabilecegi sOylenebilir. Simdiye kadar
herhangi bir Metarhizium tiiriiniin findik zararhlariyla miicadele etmek i¢in kullanildig:
bilinmemektedir. Oysa, Metarhizium anisopliae pekc¢ok zararli bocek tiiriine karsi
potansiyel bir miicadele etmeni olup, yasam dongiisiinde topragin 6nemli yeri olan bazi
zararlilarin miicadelesinde kullanilmaktadir (Zimmermann, 1993; Bustillo vd., 1999). Bu
bilgilere dayanarak, bu tez ¢alismasinda izole edilen B. bassiana ve M. anisopliae var.
anisopliae izolatlarinin bundan sonraki ¢alismalarda 6nemli bir findik zararlis1 olan C.
nucum’a karsi test edilmelerini glindeme getirmistir.

Bu calismada, Metarhizium KTU-9 susu tiir seviyesinde tanimlanamamistir.

Morfolojik dzelliklere gore bu izolat M. anisopliae var. anisopliae olarak tanimlanmasina
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ragmen, molekiiler veriler bu izolatin tanimlanmamis yeni bir Metarhizium tiiri
olabilecegini gostermektedir.

[lave olarak bu ¢alismada, farkli lokalite ve habitatlardan (findik, mese ve kestane)
morfolojik 6zelliklerine gére Eviachovaea sp. olarak tanimlanan 4 izolat elde edildi. Oysa
bu izolatalar, ITS gen dizisine gore Paecilomyces sp. ile % 98-99 oraninda benzerlik
gosterdi. Ayrica, biitiin Eviachovaea sp. izolatlarinin Luangsa-Ard vd. (2005)’nin
calismasindaki Isaria ve Paecilomyces tiirleriyle yapilan filogenetik analizi sonucunda
Isaria cateniannulata (Paecilomyces cateniannulatus) ile ¢ok bezer olduklar tespit edildi.
Bu benzerligin nedeni, I. cateniannulata’nin konidiyogenezis tipine gére Eviachovaea sp.
olarak gosterilebilecegidir. Eviachovaea’nin Isaria’dan ayr1 bir cins olarak ele
alabilecegi ise hala net degildir. Bunun icin ayrintili bir sitematik c¢alismasi
gerekmektedir. Bununla birlikte, bu tip bir konidiyogenezisin Hypocreales ordosunda yer
alan pek cok familya tiyelerinde de bulunabilecegi isaret edilmektedir. Ayrica, GenBank’ta
Evlachovaea’ya ait herhangi bir DNA dizisi mevcut olmayip, bu cinsin Ascomycota
icerisindeki resmi pozisyonu belirlenmemistir. Eviachovaea sp. cinsi tek tiirii olan E.
kintrischia ile birlikte ilk olarak Rusya’da tanimlandi (Borisov ve Tarasov, 1999). Daha
sonra bu cins Brezilya’da Triatoma sordida kadavralar tizerinde bulundu (Luz vd., 2003).
Torres vd. (2005) Cordyceps spegazzinii olarak adlandirdiklar1t ve Eviachovaea sp.’yi
anamorfu olarak refere ettikleri bir tiirii karakterize etmislerdir. Bu cins simdiye kadar,
Tiirkiye’de ne toprak Orneklerinden ne de herhangi bir bocek Orneginden izole
edilmemistir ve bu tez calismasiyla Tiirkiye i¢in yeni kayit olarak literatiire gegmistir.

Bu calismada izole edilen B. bassiana ve M. anisopliae var. anisopliae izolatlarinin
genetik cesitliliginin  belirlenmesi agisindan AFLP (Cogaltilmis Parcacik Uzunlugu
Poliformizmi) analizi yapildi.

AFLP analizini kullanarak elde edilen verilere gore B. bassiana izolatlar1 arasinda
ylksek oranda genetik cesitliligin oldugunu sdylemek miimkiindiir. Burada elde edilen bu
genetik cesitlilik daha 6nceden AFLP, RAPD, RFLP, ISSR-PCR, DNA dizi analizi, UP-
PCR ve izoenzim analizi gibi ayn1 veya benzer tekniklerle yapilan birgok ¢alisma
tarafindan desteklenmektedir (Rehner ve Buckley, 2003; Rehner vd., 2006; Muro vd.,
2005; Muro vd., 2003; Hegedus ve Khachatourians, 1996; Gaitan vd., 2002; Fernandes vd.,
2009; Meyling vd., 2009).

Bu tez calismasinda, B. bassiana izolatlar1 arasindaki genetik cesitliligin cografik

lokaliteyle iligkili oldugu tespit edildi. AFLP analizinden elde edilen dendrograma gore, 1.
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ve 3. grupta yer alan izolatlar ana olarak Dogu Karadeniz Bolgesi’nin kiy1 sehirlerinden
(Artvin, Rize, Trabzon, Giresun ve Ordu) izole edilmesine ragmen, 2. grupta yer alan
izolatlar bolgenin i¢ kisminda yer alan sehirlerden (Bayburt ve Gilimiishane) izole edildi.
Bu bolgenin sahil ve i¢ kistmdaki sehirlerin farkli ¢evresel karakterlerini dikkate alarak, bu
bolgeden elde edilen B. bassiana izolatlarinin belirli iklimsel kosullara adapte oldugu
dikkat ¢ekmektedir. Ayrica, bu bélgedeki findik alanlarinin dagilimini dikkate alarak
(findik ekim alanlar1 genelde kiy1 kesimde yogunlasmaktadir), kiy1 kesimde gruplasan B.
bassiana izolatlarimin findik zararlilarina karsi kullanimda tercih edilmesi gerektigi
diisiiniilebilir. Bu g¢aligmada elde edilen sonuglar Bidochka vd. (2002)’nin elde ettigi
sonuglar ile uyumluluk gostermektedir. Yukarida da belirtildigi gibi Bidochka vd. (2002),
Kanada’dan izole ettikleri B. bassiana izolatlar1 arasinda habitat tipi ve cesitli sicaklik
degisimleri bakimindan farkli gruplar tespit ettiler. Bir grup B. bassiana’nin tarim yapilan
habitatlarla iligkili oldugunu, iki grubun orman habitatlariyla iliskili oldugunu ve diger son
grubun ise Kanada’nin artrik bolgesi ile iligkili oldugunu belirlediler. Ayrica, bu gruplar
arasinda sicaklik ve UV direnglilikleri bakimindan da bir iliski ortaya konulmustur. Fakat,
bu tez calismasinda, B. bassiana izolatlar1 arasinda sicalik, UV direnclilikleri ve T.
molitor’a karsi patojenitede herhangi bir iliski belirlenemedi. Oysa, B. bassiana
popiilasyonlar1 arasinda konak tiirli agisindan belirli gruplagsmalar1 gosteren pek c¢ok
calisma mevcuttur (Maurer vd., 1997, Takatsuka, 2007; Urtz ve Rice, 1997).

B. bassiana izolatlarinin genetik ¢esitliligini belirlemeye yonelik pek ¢ok calisma
mevcut olmasina ragmen, M. anisopliae izolatlar1 arasinda sadece bir ka¢ calisma
bulunmaktadir (Inglis vd., 2008; Veldsquez vd., 2007; Fungaro vd., 1996; Enkerli vd.,
2005; Fegan vd., 1993). Bu tez calismasinda, M. anisopliae var. anisopliae izolatlar
arasinda yiiksek oranda genetik cesitlilik belirlenmesine ragmen, bu ¢esitlilik ne habitat tipi
ile ne de cografik lokalite ile iliskili olmadig tespit edildi. AFLP verilerinden elde edilen
dendrogramda 1. ve 2. grup igerisinde alt gruplar olusmasina ragmen, bu gruplasma yine
herhangi bir iliskiyi gostermeyip rastgele olarak meydana gelmistir. Aymi sekilde, M.
anisopliae var. anisopliae izolatlar1 arasinda sicaklik, UV direnci ve 7. molitor’a karsi
patojenitede de bir iligki belirlenemedi. Oysa, M. anisopliae var. anisopliae popiilasyonlari
igerisinde konak tiirii bakimindan iligki oldugunu gosteren bir kag ¢alisma bulunmaktadir
(Fungaro vd., 1996; Fegan vd., 1993). Bidochka vd. (2001) Kanada’dan elde ettikleri M.
anisopliae popiilasyonlar arasinda belirli iliskiler oldugunu ortaya koymuslardir. Bidochka

vd. (2001) c¢alismalarinda M. anisopliae izolatlar1 arasinda iki grup belirlediler ve birinci
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grubun tarim habitatlartyla iligkili oldugunu ve diger grubun ise orman habitatlar ile
iliskili oldugunu belirlediler. ilave olarak, orman alanlarindan elde edilen izolatlarin diisiik
sicakliklarda (8°C) biiyiime gosterdikleri, tarim alanlarindan elde edilen grubun ise yiiksek
sicakliklarda (37°C) biiylime gosterdikleri belirlendi. Bu sonuglar bu tez ¢alismasinda elde
edilen sonuglar ile uyumsuzluk gostermektedir. Diger taraftan, Inglis vd. (2008) Giineybat1
Britanya Colombiya (Kanada) bolgesinden elde ettikleri 63 adet M. anmisopliae var.
anisopliae izolatlarinin genetik cesitliligini belirlediler ve M. anisopliae var. anisopliae
izolatlar1 arasinda diisiik diizeyde genetik ¢esitlilik oldugunu ortaya koymuslardir. Bu
calisma Bidochka vd. (2001)’nin ¢aligsmasi ile uyumsuzluk gostermektedir.

Izole edilen 9 fungusun M. melolontha ve D. micans’a kars: insektisidal aktiviteleri
de belirlendi. M. melolontha’ya kars1 biyotest sonuglarina gore, biitiin izolatlar belirli
oranda bu zararliya kars: aktivite gdstermistir. Oliim orani iki izolat igin 15 giin igerisinde
% 86,6’ya ulast1. Patojenite testine dayanarak, M. anisopliae var. anisopliae KTU-27 ve
Evlachovaea sp. KTU-36 M. melolontha’ya karst iyi aktivite gosterdikleri ortaya cikti.
Ayrica, kadavra iizerindeki sporlagmasi fungusun arazide yayilimi ve iiremesi acisindan
onemli oldugu i¢in degerlendirmeye alindi. Bu yiiksek aktivite gdsteren izolatlarin her ikisi
de farkli oranlarda kadavralar iizerinde sporlasma gosterdi. B. brongniartii fungusunun
baz1 suslar1 Avrupa’daki meyve bahgeleri ve cayirliklarda M. melolontha larvalarina karsi
mikrobiyal miicadele etmeni olarak basarili bir sekilde gelistirilip kullanilmaktadir (Dolci
vd., 2006). ilave olarak bu calismada, Evlachovaea sp. ve M. anisopliae’nin de bu
zararliya karst iyi bir biyolojik miicadele etmeni olabilecegi gosterildi. Bu izolatlar
ozellikle findik bahgelerinde M. melolontha’ya kars1 kullanilabilirler.

Secilen dokuz izolat D. micans’m larva ve erginlerini farkli diizeylerde enfekte
etmislerdir. Oliim degerleri test edilen izolata ve bocegin gelisim sathasina gore farklilik
gostermistir. Oliim degerleri baz1 izolatlar igin 6 giin igerisinde %100’liik bir degere ulasti.
B. bassiana KTU-24 erginlere karst B. bassiana KTU-57’den daha yiiksek bir 6lim
oranina neden oldu. Fakat, her iki izolat larvalara kars1 ayni oranda 6liim degerine sebep
olmuslardir. KTU-24’{in KTU-57"den daha yiiksek 6liim oranina neden olmasinin nedeni,
izolat KTU-24’1in bagka 6nemli bir orman zararlis1 olan 7. pityocampa’dan izole edilmis
olmasi olabilir. Diger taraftan, B. bassiana’nin pek ¢ok kabuk bdcegini enfekte edebildigi
ve ¢esitli orman zararlilariin (6zellikle ladin kabuk bodcekleri) miicadelesinde iyi bir
potansiyele sahip oldugu bilinmektedir (Jankevica, 2004; Kreutz vd., 2004; Draganova,
2006; Batta, 2007). B. cf. bassiana KTU-53 hem larvalara hem de erginlere karsi en
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yiiksek o6liim degerini (%100) olustururken, B. cf. bassiana KTU-55 erginlere karst %40,
larvalara kars1 %100 6liim degeri olusturdu. Daha 6nceden B. cf. bassiana’nin Karadeniz
Bolgesi’nde T. pityocampa’ya karsi yliksek oliim degerine neden oldugu tespit edildi
(Sevim vd., 2010). Bu sonuglar, B. cf. bassiana izolatlarinin bu bolgedeki orman
zararhilarina karsi daha patojenik olabilecegini gosterebilir. Fakat, bununla ilgili detayl
arastirmalar gerekmektedir.

B. bassiana’nin kabuk boceklerine karsi enfektivitesini belirlemeye yonelik pek ¢ok
calisma olmasin ragmen, M. anisopliae ile ilgili ¢alismalar (6zellikle ladin kabuk
boceklerine karsi) oldukea kisithidir. Sadece M. anisopliae’nin Ips typographus’un patojeni
oldugunu gosteren bir ¢alisma bulunmaktadir (Keller vd., 2004). Oysa, M. anisopliae’nin
pek c¢ok oOnemli zararliya karsi iyi bir biyolojik miicadele etmeni oldugu pek cok
calismayla gosterilmistir (Ihara vd., 2003; Liu ve Bauer, 2006; Marannino vd, 2006). Bu
calismada, M. anisopliae KTU-60"1n D. micans ile miicadelede iyi bir etmen olabilecegi
gosterilmistir.

1. fumosorosea diinya capinda pek cok zararlinin miicadelesinde kullanimasina
ragmen, ladin kabuk bdcekleriyle ilgili ¢aligmalar olduk¢a sinirlidir (Meyer vd., 2008;
Zimmermann, 2008). Bu tez ¢alismasi ise 1. fumosorosea’nin D. micans’a kars1 kismen iyi
bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir.

Yukarida belirtildigi gibi Eviachovaea sp. Tiirkiye i¢in yeni kayit olarak ilk kez bu
calismada belirlendi. Bu yeni cins hakkinda fazla ayrintili bilgi bulunmamasina ragmen, bu
calismada D. micans’a karst % 96’lik larval 6lim oraniyla iyi bir insektisidal aktivite
gostermistir ve bunun bu fungus ile ilgili yeni caligmalar1 beraberinde getirmesi
miihtemeldir.

D. micans larvalarimin fungal enfeksiyona karsi erginlerden daha hassas olduklari
belirlendi (p<0,05). Bir bocegin yagam dongiisiindeki biitiin gelisim sathalar1t Hypocrealen
funguslara kars1 esit olarak hassas degildir (Inglis vd., 2001). Baz1 durumlarda, erginler
larvalardan daha hassas olabilir. Ornegin, Delia antiqua (Meigen) (Diptera: Muscidae:
Anthomyiidae) erginleri bazi Hypocrealen funguslara karsi larvalardan daha hassastir
(Davidson ve Chandler, 2005). Bunun tersine, sivrisinek larvalart Culicinomyces
clavisporus’a kars1 erginlere gore daha hassastir (Panter ve Russell, 1984). Bu sonuglar,
belirli bir gelisme sathasinin funguslara daha hassas veya daha direncli oldugunu belirten

genel bir kural olmadigini gostermektedir (Goettel vd., 2005).
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Sonug¢ olarak bu calismada, Dogu Karadeniz Bdélgesi’ndeki toprak ve bocek
orneklerinden toplam 64 adet entomopatojenik fungus izole edildi ve izole edilen funguslar
ayrintili bir sekilde karakterize edildi. Ayrica, bu izolatlarin bu boélgede yayilis gosteren M.
melolontha ve D. micans’a Kars1 etkinlikleri belirlendi. Bunun sonucunda, Metarhizium ve
Beauveria tiirlerinin bu bolgedeki findik ve orman arazilerinde yaygin olarak bulundugu,
dolayisiyla bu izolatlarin bu bélgede yayilis gosteren bazi zararli boceklere karsi
konzervatif ve inokiilatif biyolojik miicadele stratejileri altinda kullanilabilecegi bu
calismayla gosterildi. Bunun haricinde, bu bolgeden elde edilen B. bassiana ve M.
anisopliae var. anisopliae izolatlariinda yiiksek diizeyde genetik cesitliligin bulundugu
belirlendi. Buna dayanarak, B. bassiana izolatlarinin bu bélgedeki belirli iklim kosullarina
adapte oldugu ve burada sunulan bilgilerin gelecek izolat se¢im programlarinda yararh
olabilecegi tespit edildi. Ayrica Eviachovaea sp. KTU-36’nin M. melolontha’ya ve B. cf.
bassiana KTU-53"linde D. micans’a kars1 iyi bir biyolojik miicadele etmeni olabilecegi

belirlendi.



5. SONUCLAR

Doktora tezi olarak hazirlanan "Dogu Karadeniz Bolgesi’nden Entomopatojenik
Funfuslarin Izolasyonu, Karakterizasyonu ve Viriilanslariin Belirlenmesi" isimli bu
calismada su sonuglar elde edildi.

1. Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki 301 toprak ve 2 bocek drneginden toplam 64 adet
entomopatojenik fungus izolasyonu yapildi.

2. Entomopatojenik funguslarin Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde yaygin olarak
bulunduklar1 gosterildi. Toprak 6rneklerinde bu deger % 20,59’a tekabiil etmektedir.

3. izole edilen funguslarin morfolojik ve molekiiler teknikler kullamlarak tiir
tayinleri yapild1 ve izolatlarin M. anisopliae var. anisopliae, Metarhizium sp., Beauveria
bassiana, Beauveria cf. bassiana, Isaria fumosorosea and Evlachovaea sp. olduklari
belirlendi.

4. M. anisopliae var. anisopliae’nin en fazla izole edilen ve yaygin olarak bulunan
(% 53,13) fungus oldugu belirlendi.

5. Evlachovaea sp. Tiirkiye’de ilk kez tespit edilerek yeni kayit olarak belirlendi.

6. Metarhizium sp. KTU-9 izolatinin yeni bir Metarhizium tiiri olabilecegi
diisiiniilmektedir fakat, bu tez calismasinda tiir tayinine yonelik c¢alismalar heniiz
sonuc¢landirilamadi.

7. Izole edilen funguslardan 13 adet B. bassiana ve 33 adet M. anisopliae var.
anisopliae 1zolatlarinin genetik ¢esitliligi belirlendi.

8. B. bassiana izolatlar1 arasinda yiiksek diizeyde genetik cesitlilik belirlendi ve bu
genetik cesitliligin cografik lokalite ile iliskili fakat, habitat tipiyle iliskili olmadig: tespit
edildi.

9. M. anisopliae var. anisopliae izolatlar1 arasinda da yiiksek diizeyde genetik
cesitlilik belirlendi fakat, bu genetik ¢esitliligin ne cografik lokalite ne de habitat tipiyle
iligkili olmadig1 belirlendi.

10. T. molitor’a kars1 yiiksek aktivite gosteren 9 izolatin M. melolontha ve D.
micans’a kars1 insektisidal aktiviteleri belirlendi. Patojenite testlerine gore, Eviachovaea
sp. KTU-36’nin M. melolontha’ya ve B. cf. bassiana KTU-57"nin de D. micans’a kars1 iy1

bir biyolojik miicadele etmeni olabilecegi tespit edildi.
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11. Entomopatojenik funguslarin bu bolgede yayilisin1 gésteren bu caligma Tiirkiye
ve bu bolge icin ilk defa gerceklestirildi.

12. Bu sonuglar ile entomopatojenik funguslarin bu bolgede yayilis gosteren M.
melolontha ve D. micans’a kars1 biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilabilecekleri

ortaya konmustur.



6. ONERILER

Ulkemizde zararli bocekler ile miicadele bazi istisnalar disinda tamamen kimyasal
ilaglar kullanilarak yapilmaktadir. Oysa kullanilan bu kimyasal ilaglar, boceklerin bu
ilaglara kars1 diren¢ kazanmalarina, ¢cevredeki faydali boceklerin, bal arilarinin, kuslarin ve
baliklarin 6lmelerine, besin zinciri yoluyla insanlara ulasarak bir¢ok kalic1 ya da dldiiriicti
hastaliklara neden olmaktadir. Son yillarda aragtirmalarina agirlik verilen biyolojik
miicadele ile kimyasal miicadelenin yol acabilecegi bir¢ok olumsuz etkiler ortadan
kaldirilabilmektedir. Gelismis tilkelerin hepsinde biyolojik miicadele 6n planda tutulmakta
ve bu konu {lizerindeki ¢aligmalar daha ileriye gotiiriilmektedir. Kimyasallarin miicadele
materyali olarak kullanilmamalart Avrupa Birliginin énemli giindem maddeleri arasinda
yer almaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda gelistirelen bircok biyolojik miicadele
etmeni (6zellikle mikrobiyal miicadele etmenleri) birgok iilkede ticari olarak satilmaktadir.

Bu caligsmayla iilkemiz i¢in entomopatojenik funguslar agisindan detayli bir siirvey
calismasi yapilmis olup, elde edilen funguslarin cesitli zararli boceklere karsi dldiiriicii
etkilerine bakilmistir. Caligma kapsaminda yiiksek diizeyde dldiiriicii etkisi bulunan fungus
tiirlerinin amac¢ boceklere karsi daha ayrintili ¢alismalarinin yapilmasi kaginilmazdir.
Ozellikle Dogu Karadeniz Bélgesi’nin iklimsel kosullar1 dikkate alidiginda bu ¢aligmada
elde edilen funguslarin ticari olarak gelistirilmesine yonelik ¢aligmalarin yapilmasi zorunlu
bir husus haline gelmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, bu funguslarin kitle lretimlerinin
yapilmasi, bocegin dogal ortaminda alan uygulamarinin yapilmasi ve ticari preparat haline
getirilmesi planlanan g¢aligmalar arasinda yer almaktadir. Boylece, zararli bocekler ile
yapilan kimyasal miicadelenin olumsuz etkileri ortadan kalkacak ve iilke ekonomisine
onemli Olgiide katkida bulunulacaktir.

Bu calismada tiir seviyesinde tanimlanamayan Metarhizium sp. KTU-9 izolatinin
bundan sonraki tanimlama ¢alismalarida 6nem arz etmektedir. Bunun i¢in, son zamanlarda
yayimlanan ve Metarhizium cinsinin revizyonunu igeren arastirma makalesinin kullanilmasi
ile bu izolatin yeni bir tiir olup olmadiginin arastirilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu calisma, bu alanda yapilan bir temel arastirma olmasi nedeniyle konu {izerinde
calisacak diger arastirmacilara 6rnek bir calisma olacaktir. Bu tezde yer alan bilgiler ile
daha yiiksek aktiviteye sahip yeni entomopatojenik fungus tiirlerinin tespitinin yapilmasi

mumkin olacaktir.
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8. EKLER

Ek tablo-1. Filogenetik analizlerde kullanilan entomopatojenik fungus tiirlerine ait GenBank numaralari

GenBank numarasi

Tiir izolat Ulke Konak Clade®
ITS EFl-a 18S rDNA

Beauveria bassiana ARSEF 751 Viyetnam Coleoptera: Chrysomelidae A AY532045 AY531954 -

B. bassiana ARSEF 678 Cin Homoptera: Cicadellidae A AY532037 AY531946 —

B. bassiana ARSEF 788 Brezilya Coleoptera: Chrysomelidae A AY532047 AY531956 —

B. bassiana ARSEF 730 Brezilya Hymenoptera: Vespidae A AY532043 AY531952 -

B. bassiana ARSEF 796 Kolombiya Dermaptera A AY532050 AY531959 -

B. bassiana ARSEF 937 Brezilya Coleoptera: Chrysomelidae A AY532056 AY531965 —

B. bassiana ARSEF 816 Fransa Coleoptera: Curculionidae A AY532053 AY531962 —

B. bassiana ARSEF 4021 Danimarka Coleoptera: Curculionidae A AY532024 AY531933 -

B. bassiana ARSEF 344 ABD Coleoptera: Chrysomelidae A AY532023 AY531932 -

B. bassiana ARSEF 1185  Fransa Coleoptera: Curculionidae A AYS531977 AY531886 -

B. bassiana ARSEF 326 Avustralya Lepidoptera: Pyralidae A AY532021 AY531929 -

B. bassiana ARSEF 3097 - NA A AY532016 AY531925 -

B. bassiana ARSEF 1478  Brezilya Hemiptera: Pentatomidae A AY531981 AY531890 -

B. bassiana ARSEEF 32 ABD Orthoptera: Acrididae A AY532017 AY531930 -

B. bassiana ARSEF 1040  Japonya Lepidoptera: Bombycidae A AY531972 AY531881 -

B. bassiana ARSEF 2427 - - - - - AF280633
B. amorpha ARSEF 1969  Peru Coleoptera: Curculionidae F AY531998 AY531907 -

B. amorpha ARSEF 2641 Brezilya Hymenoptera: Formicidae F AY532008 AY531917 -




Fk tablo-1’in devami

B. brongniarti

=]

. brongniarti

B. celedonica

&

. cf. bassiana

. cf. bassiana
. cf. bassiana
. cf. bassiana
. cf. bassiana

. cf. bassiana

" v

. vermicania

Cordyceps cf.
scarabaeicola

Isaria amoenerosea
L cateniannulata
L cateniobliqua
L cicadae

L coleopterora
L coleopterora
L farinosa

L farinosa

L farinosa

1 farinosa

L. fumosorosea

L. fumosorosea

ARSEEF 4850
ARSEF 4384
ARSEF 1567

ARSEF 152

ARSEF 812
ARSEF 813
ARSEF 2054
ARSEF 3216
ARSEF 3220
ARSEF 2922

EFCC 252

CBS 107.73
CBS 152.83
CBS 153.83
BCC 2574

CBS 102.73
CBS 110.73
CBS 111113
CBS 541.81
CBS 262.58
CBS 240.32
CBS 244.31
CBS 375.70

Kore

Cin
Isvigre
Bagimsiz
Devletler
Toplulugu
Fransa
Fransa
ABD
ABD
Portegiz
Sili
Gtiney Kore

Tayland
Fransa
Gana

Danimarka

Galapagos adas1

Ingiltere
Hollanda
Irlanda

Japonya

Coleoptera: Cerambycidae
Coleoptera: Scarabidae

Coleoptera: Scolytidae
Hymenoptera: Pamphiliidae

Hemiptera: Tingidae
Coleoptera: Curculionidae
Lepidoptera: Lymantriidae
Thysanoptera: Thripidae
Lepidoptera: Tortricidae
Soil

NA

Coleopteran pupa
Coleopteran adult
Adoxophyes privatana
Cicada nymph
Lampyridae
Coleopteran larva
NA

Small spider
Garden soil
Lepidopteran pupa
Butter

Food

AY532028
AY532026
AY531986

AY531983

AY532051
AY532052
AY532002
AY532019
AY532020
AY532012

AYS532057

AY624168
AY624172
AY624173
AY624175
AY624176
AY624177
AY624181
AY624180
AY624179
AY624178
AY624182
AY624183

AY531937
AY531935
AY531894

AY531892

AY531960
AY531961
AY531911
AY531927
AY531928
AY531920

AY531966

801



Fk tablo-1’in devami

M. anisopliae var.
anisopliae

M. anisopliae var.
anisopliae
M. anisopliae var.
anisopliae

M. anisopliae var.
anisopliae

M. anisopliae var.
anisopliae

M. anisopliae var.
acridum

M. anisopliae var.
acridum

M. anisopliae var.
acridum

M. anisopliae var.
lepidiotum

M. anisopliae var.
dcjhyium

M. anisopliae var. majus

M. anisopliae var. majus
M. anisopliae var. majus
M. flavoviridae

M. flavoviridae

23

1156

163

ITALY-12

KVL 275

Ma-48

987

1028

1042

NA

388

389
ARSEEF 3145
1173

152

Meksika
Avustralya

Avustralya

Nijerya
Tanzanya

Avustralya

Filipinler

Endonezya

Brezilya

Avustralya

Anolamia albofasciata
(Hemiptera)

Immunocompromised
patient

Kalotermes sp. (Isoptera)
lab. infection

Ornithacris cavroisi

(Orthoptera)

Zonocerus elegans
(Orthoptera)

Dermolepida albohirtum
(Coleoptera)

Oryctes rhinoceros
(Coleoptera)

O. rhinoceros

Homoptera

Lepidiota consobrina
(Coleoptera)

AF137055

AF135216

AF136375

AF137062

AF137064

AF137066

AF137060
AF137061

AF139854

AF139855

AF487276

AF487274

AF487275

DQ288247

AF339579

601



Fk tablo-1’in devami

M. flavoviridae var.
flavoviridae

M. flavoviridae var.
flavoviridae

1. ghanensis
1. japonica
I japonica
L javanica
L javanica
L tenuipes

L tenuipes
Metarhizium album

M. anisopliae
M. anisopliae
M. anisopliae

M. anisopliae

M. anisopliae var.
anisopliae

M. anisopliae var.
anisopliae
M. anisopliae var.
anisopliae

M. anisopliae var.
anisopliae

402

38

CBS 105.73
BCC 2808
BCC 2787
CBS 134.22
CBS 994.73
ARSEF 5135
CBS 997.73

MaF

MEI

IFO 32258
IFO5940
IFO 31961

1029

328

114

1031

Fransa

Avustralya

Japonya
Japonya

Endonezya

Hollanda

Filipinler

Eritre
Avustralya
Avustralya

Umman

Otiorhynchus sulcatus

Adoryphorus couloni
(Coleoptera)

Lepidopteran pupa
Lepidopteran larva
Lepidopteran larva
Stephanoderis hampei
Coleopteran pupa
Lepidopteran pupa
Lepidopteran larva

Nephotettix virescens
(Homoptera)

Schistocerca gregaria
(Orthoptera)

Inopus rubriceps

Antitrogus parvulus
(Coleoptera)

Teleogryllus sp. (Orthoptera)

AF138268

AF138270

AY624185
AY624199
AY624200
AY624186
AY624187
AY624196
AY624195

AF137067

AF135210

AF137057

AF137054

AF135211

AF218207
AB099510
ABO027337
AB099941

011



Fk tablo-1’in devami

M. anisopliae var.
anisopliae
M. anisopliae var.
anisopliae

M. flavoviridae var.
novazealandicum

M. flavoviridae var.
novazealandicum

M. flavoviridae var.
minus

M. flavoviride var. minus

M. flavoviridae var.
pemphigum

M. frigidum
Paecilomyces carneus
P. cinnamomeus

P. lilacinus

P. marquandii

P. niphetodes

P. penicillatus

P. viridis

1034

700

1124

698

1172

NA

72

ARSEF 4606
CBS 399.59
CBS 398.86
CBS 431.87
CBS 182.27
CBS 364.76
CBS 448.69
CBS 348.65

Tayland

Yeni Zellanda

Avustralya

Yeni Zellanda

Filipinler

Britanya

Filipinler

Madagaskar

Patanga succincta
(Orthoptera)

Costelytra zealandica
(Coleoptera)

Soil

Lepidoptera

Nilaparvate lugens

Pemphigus treherni
(Homoptera)

Forest soil

Living leaf of S. jambus
Egg mass of Meloidogyne
Soil

Soil on a rock

Rotting mushroom

Chameleo lateralis

AF135212

AF137056

AF139852

AF139851

AF138272

AF139850

AY624170
AY624174
AY624188
AY624193
AY624192
AY624194
AY624197

AF280632

AF339578

a Clades isimleri sadece B. bassiana ve B. cf. bassiana izolatlar1 i¢in kullanilmigtir (Rehner ve Buckley,

—yok

2005)

IT1
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Ek 2. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-2’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177500)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTA
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 3. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-3’iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177502)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 4. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-4’iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177501)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 5. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-6’min ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177503)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 6. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-10’un ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesi
Baz Siras1 (GenBank No: FJ177490)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTA
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 7. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-12’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177478)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 8. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-14’iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177489)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 9. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-15’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177497)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 10. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-18’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177495)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 11. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-19’un ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177494)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATC
GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGC
CTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGAT
CGGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTGATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 12. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-20’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177496)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTATGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTG
TTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGG
CGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGT
GGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCC
ACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACTA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 13. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-21’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177498)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 14. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-26’1n ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177485)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCGACTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 15. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-27’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177502)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 16. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-28’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177484)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 17. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-29’un ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177487)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA



120

Ek 18. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-30’un ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177507)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGAGAACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 19. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-31’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177481)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 20. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-32’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177479)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCTAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGG
TTAAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATC
GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGC
CTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGAT
CGGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 21. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-34’iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177482)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 22. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-37’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177504)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 23. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-39’un ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177499)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 24. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-40’1n ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177483)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 25. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-41’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177486)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 26. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-44’iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177491)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 27. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-45’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177493)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 28. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-46’nmin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177474)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATC
GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGC
CTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGAT
CGGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCG
CCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGTGCCCGGCGCG
GTCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGG
ACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 29. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-47’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177488)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 30. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-48’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177492)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 31. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-49’un ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177473)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 32. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-51’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177506)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 33. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-54’iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177476)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 34. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-58’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177477)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 35. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-60’1mn ITS1-5.8S-ITS2 Gen
Bolgesinin Baz Siras1 (GenBank No: FJ177475)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTG
GTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGGCTGGTTTTCCAGCGCAGCCGTCCCTCAAATCAATTGGCGGTCTCGC
CGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGG
TCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTGACCTCGAATCAGGTAGGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 36. Metarhizium sp. KTU-9’un ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bdlgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177480)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTAT
CCAACTCCCAACCCCTGTGAACTATACCTGTAACTGTTGCTTCGGCGGGACTTC
GCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATGAGTATCTTCTGAGTG
GTAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCCGTGGACTTGGTGTTGGGGATC
GGCGAGCGCTGTCTTCTCAGCACGCCGTCCCCCAAATTTATTGGCGGTCTCGCC
GTGGCCATCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACGGGAGCCCGGTGAGGT
CCACTGCCGTAAAACCCCCAACTTTTTACAGTGACCTCGAATCAGGTAGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 37. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-14’iin 18S SSU Gen Bélgesinin
Baz Siras1 (GenBank No: FJ177466)

GTCTAAGTATAGCATTTATACAGCGAAACTGCGAATGGGCTCATTATATAAGT
TATCGTTTATTTCGATAGTACCTTACTACTTAGGATAACCGTGGTAATTCTAGA
GCTAATACATGCTAAAAATCCCGACTTCGGAAGGGATGTATTTATTAGATACA
AAACCAATGCCCCTCGGGGCTCTCTGGTGATTCATGATAACTCGTCGAATCGC
ACGGCCTTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCCCTATCAACTTTCGAT
GTTTGGGTAGTGGCCAAACATGGTGGCAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCG
ACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAG
GCGCGCAAATTACCCAATCCCGATACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGAT
ACAGGGCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAAC
GAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTC
CAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGTGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATCTTGGG
CCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGTACTGGTCCGGCCGGGTCTTTCACT
CTGCGGAACCACATGCCCTTCAGTGGGTGTGGCGGGGAAGCAGGACTTTTACT
TTGAAAAAATTAGAGTGCTCTAAGCAGGCCAATGCTCGAATACATTAGCATGG
AATAATAAAATAGGACGCGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAA
TGATGAATAGGGACAGTCGGGGGCATCAGTATTCAGTTGTCAGAGGTGAAATT
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CTTGGATCTACTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCA
TTAATCACGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTC
TTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTAGTTGACTCGT
TCGGCACCTTACGASAAATCAAAGTGCTTGGCTCAGGGGGAGTATGGTCGCAA
GGCTGAAACTTAAGAAATGACGGATGGCACCACCAGGGGTGGAGCCTGCGGC
TTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATTG
ACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTA
GTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTG
CTAAATAGTCAGTATTGCTATGGCAGTACGCGGGCTTCTTAGAGGGACTATCG
GCTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATG
TTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTAATTCCTTGGCC
GGAAGGCCCGGGTAATCTTGTTAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGC
AATTATTGCTCTTCAACGAGGAATCCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGT
TGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATG
GCTCAGTGAGGCGTCCGGACTGGCCCAGGGAGGTGGGCAACTACCACCCAGG
GCCGGAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTAGAGAAGAAAAGTCG

Ek 38. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-9’un 18S SSU Gen Bolgesinin Baz
Sirasi (GenBank No: FJ177469)

GTCTAGTATAGCATTTATACAGCGAAACTGCGAATGGCTCATTATATAAGTTAT
CGTTTATTTGATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAA
TACATGCTAAAAATCCCGACTTCGGAAGGGATGTATTTATTAGATACAAAACC
AATGCCCCTCGGGGCTCTCTGGTGATTCATGATAACTCGTCGAATCGCACGGCC
TTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCCCTATCAACTTTCGATGTTTGG
GTAGTGGCCAAACATGGTGGCAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCC
GGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCG
CAAATTACCCAATCCCGATACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGG
GCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACGAGGA
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATA
GCGTATATTAAAGTTGTTGTGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATCTTGGGCCTGG
CTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGTACTGGTCCGGCCGGGTCTTTCACTCTGCG
GAACCACATGCCCTTCAGTGGGTGTGGCGGGGAAGCAGGACGTTTACTTTGAA
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AAAATTAGAGTGCTCTAAGCAGGCCAATGCTCGGATACATTAGCATGGAATAA
TAAAATAGGACGCGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATG
AATAGGGACAGTCGGGGGCATCAGTATTCAGTTGTCAGAGGTGAAATTCTTGG
ATCTACTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAAT
CAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAAC
CATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTAGTTGACTCGTTCGGC
ACCTTACGAGAAATCAAAGTGTAGGGCTCCAGGGGGATTTAGGTGGCAGGGC
GGAAACTTAAGAAAATTGAGGGAGGGCCACCACCAGGGGCGGACCTTGCGGT
TTAATTTGACTCACCCCGGGGAAACTCCCCAGGTCCAGACGACAATGAGGATT
GACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCT
GCTAAATAGTCAGTATTGCTATGGCAGTACGCGGGCTTCTTAGAGGGACTATC
GGCTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGAT
GTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTAATTCCTTGGC
CGGAAGGCCCGGGTAATCTTGTTAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTG
CAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATCCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGC
GTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAA
TGGCTCAGTGAGGCGTCCGGACTGGCCCAGGGAGGTGGGCAACTACCACCCAG
GGCCGGAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTAGAGAAGTAAGTCG

Ek 39. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-21’in 18S SSU Gen Bolgesinin Baz
Sirasi (GenBank No: FJ177470)

GTCAAGTAAAGCATTTTACAGCGAAACTGCGAATGGCTCATTATATAAGTTAT
CGTTTATTTGATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAA
TACACGCTAAAAATCCCGACTTCGGAAGGGATGTATTTATTAGATACAAAACC
AACGCCCCTCGGGGCTCTCTGGTGATTCATGATAACTCGTCGAATCGCACGGC
CTTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCCCTATCAACTTTCGATGTTTGG
GTAGTGGCCAAACATGGTGGCAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCC
GGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCG
CAAATTACCCAATCCCGATACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGG
GCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACGAGGA
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATA
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GCGTATATTAAAGTTGTTGTGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATCTTGGGCCTGG
CTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGTACTGGTCCGGCCGGGTCTTTCACTCTGCG
GAACCACATGCCCTTCAGTGGGTGTGGCGGGGAAGCAGGACTTTTACTTTGAA
AAAATTAGAGTGCTCTAAGCAGGCCAATGCTCGAATACATTAGCATGGAATAA
TAAAATAGGACGCGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATG
AATAGGGACAGTCGGGGGCATCAGTATTCAGTTGTCAGAGGTGAAATTCTTGG
ATCTACTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAAT
CAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAAC
CATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTAGTTGACTCGTTCGGC
ACCTTACGAGAAATCAAAGTGCTTGGGCTCAGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTG
AAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGGGTGGAGCCTGCGGCTT
AATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATTGAC
AGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGT
TGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTGCT
AAATAGTCAGTATTGCTATGGCAGTACGCAGGCTTCTTAGAGGGACTATCGGC
TCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTT
CTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTAATTCCTTGGCCGG
AAGGCCCGGGTAATCTTGTTAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAA
TTATTGCTCTTCAACGAGGAATCCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTG
ATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGC
TCAGTGAGGCGTCCGGACTGGCCCAGGGAGGTGGGCAACTACCACCCAGGGC
CGGAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTAGAGAAGTAAGTCG

Ek 40. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-31’in 18S SSU Gen Bolgesinin Baz
Sirasi (GenBank No: FJ177467)

GTCTAAGTATAGCATTTATACAGCGAAACTGCGAATGGCTCATTATATAAGTT
ATCGTTTATTTGATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCT
AATACATGCTAAAAATCCCGACTTCGGAAGGGATGTATTTATTAGATACAAAA
CCAATGCCCCTCGGGGCTCTCTGGTGATTCATGATAACTCGTCGAATCGCACGG
CCTTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCCCTATCAACTTTCGATGTTTG
GGTAGTGGCCAAACATGGTGGCAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCC
CGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGC
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GCAAATTACCCAATCCCGATACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAG
GGCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACGAGG
AACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAAT
AGCGTATATTAAAGTTGTTGTGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATCTTGGGCCTG
GCTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGTACTGGTCCGGCCGGGTCTTTCACTCTGC
GGAACCACATGCCCTTCAGTGGGTGTGGCGGGGAAGCAGGACTTTTACTTTGA
AAAAATTAGAGTGCTCTAAGCAGGCCAATGCTCGAATACATTAGCATGGAATA
ATAAAATAGGACGCGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGAT
GAATAGGGACAGTCGGGGGCATCAGTATTCAGTTGTCAGAGGTGAAATTCTTG
GATCTACTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGTCAAGGATGTTTTCATTAA
TCAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAA
CCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTAGTTGACTCGTTCGG
CACCTTACGAGAAATCAAAGTGCTAGGCTCAGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTG
AAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGGGTGGAGCCTGCGGCTT
AATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATTGAC
AGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGT
TGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTGCT
AAATAGTCAGTATTGCTATGGCAGTACGCAGGCTTCTTAGAGGGACTATCGGC
TCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTT
CTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTAATTCCTTGGCCGG
AAGGCCCGGGTAATCTTGTTAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAA
TTATTGCTCTTCAACGAGGAATCCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTG
ATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGC
TCAGTGAGGCGTCCGGACTGGCCCAGGGAGGTGGGCAACTACCACCCAGGGC
CGGAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTAGAGAAGAAATTCG

Ek 41. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-37’nin 18S SSU Gen Boélgesinin
Baz Sirasi1 (GenBank No: FJ177472)

GTCTAGTATAGCATTTATACAGCGAAACTGCGAATGGCTCATTATATAAGTTAT
CGTTTATTTCATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAA
TACATGCTAAAAATCCCGACTTCGGAAGGGATGTATTTATTAGATACAAAACC
AATGCCCCTCGGGGCTCTCTGGTGATTCATGATAACTCGTCGAATCGCACGGCC
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TTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCCCTATCAACTTTCGATGTTTGG
GTAGTGGCCAAACATGGTGGCAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCC
GGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCG
CAAATTACCCAATCCCGATACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGG
GCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACGAGGA
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATA
GCGTATATTAAAGTTGTTGTGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATCTTGGGCCTGG
CTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGTACTGGTCCGGCCGGGTCTTTCACTCTGCG
GAACCACATGCCCTTCAGTGGGTGTGGCGGGGAAGCAGGACTTTTACTTTGAA
AAAATTAGAGTGCTCTAAGCAGGCCAATGCTCGAATACATTAGCATGGAATAA
TAAAATAGGACGCGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATG
AATAGGGACAGTCGGGGGCATCAGTATTCAGTTGTCAGAGGTGAAATTCTTGG
ATCTACTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAAT
CAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCATATACCGTCGTAGTCTTAAC
CATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTAGTTGACTCGTTCGGC
ACCTTACGAGAATCAAAAGTGCTTGGGCTCCAGGGGGAGTATGGTCGCAAGGC
TGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGGGTGGAGCCTGCGGC
TTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATTG
ACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTA
GTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGAGATAACGAACGAGACCTTAACCT
GCTAAATAGTCAGTATTGCTATGGCAGTACGCGGGCTTCTTAGAGGGACTATC
GGCTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGAT
GTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTAATTCCTTGGC
CGGAAGGCCCGGGTAATCTTGTTAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTG
CAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATCCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGC
GTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAA
TGGCTCAGTGAGGCGTCCGGACTGGCCCAGGGAGGTGGGCAACTACCACCCAG
GGCCGGAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTAGAGAAGAAAAGTCG
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Ek 42. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-48’in 18S SSU Gen Bolgesinin Baz
Sirasi (GenBank No: FJ177468)

GTCTAAGTAAAGCATTTTTACAGCGAAACTGCGAATGGGCTCATTATATAAGT
TATCGTTTATTTCGATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAG
CTAATACATGCTAAAAATCCCGACTTCGGAAGGGATGTATTTATTAGATACAA
AACCAATGCCCCTCGGGGCTCTCTGGTGATTCATGATAACTCGTCGAATCGCAC
GGCCTTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCCCTATCAACTTTCGATGT
TTGGGTAGTGGCCAAACATGGTGGCAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGA
CCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGG
CGCGCAAATTACCCAATCCCGATACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATA
CAGGGCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACG
AGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCC
AATAGCGTATATTAAAGTTGTTGTGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATCTTGGGC
CTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGTACTGGTCCGGCCGGGTCTTTCACTC
TGCGGAACCACATGCCCTTCAGTGGGTGTGGCGGGGAAGCAGGACTTTTACTT
TGAAAAAATTAGAGTGCTCTAAGCAGGCCAATGCTCGAATACATTAGCATGGA
ATAATAAAATAGGACGCGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAAT
GATGAATAGGGACAGTCGGGGGCATCAGTATTCAGTTGTCAGAGGTGAAATTC
TTGGATCTACTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAGGATGTTTTCATT
AATCAGAACGAAAGTAGGGGATCGAAGACGATCAAATACCGTCGTAGTCTTA
ACCATAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTATTTGACTCGTCGGC
AACTTACGAAGAAATCAAAGTGCTTGGGCTCCAGGCGGAGTATGGTCGCAAGG
CTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGGGTGGAGCCTGCGG
CTTAATTTGATTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATT
GACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAASGAGACCTTAACCT
GCTAAATAGTCAGTATTGCTATGGCAGTACGCAGGCTTCTTAGAGGGACTATC
GGCTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGAT
GTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTAATTCCTTGGC
CGGAAGGCCCGGGTAATCTTGTTAAAGTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTG
CAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATCCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGC
GTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAA
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TGGCTCAGTGAGGCGTCCGGACTGGCCCAGGGAGGTGGGCAACTACCACCCAG
GGCCGGAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTAGAGAAGTAAGTCA

Ek 43. Metarhizium anisopliae var. anisopliae KTU-60"1n 18S SSU Gen Bélgesinin Baz
Sirasi (GenBank No: FJ177471)

GTCTAGTATAGCATTATACAGCGAAACTGCGAATGGCTCATTATATAAGTTATC
GTTTATTTGATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAAT
ACATGCTAAAAATCCCGACTTCGGAAGGGATGTATTTATTAGATACAAAACCA
ATGCCCCTCGGGGCTCTCTGGTGATTCATGATAACTCGTCGAATCGCACGGCCT
TGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCCCTATCAACTTTCGATGTTTGGG
TAGTGGCCAAACATGGTGGCAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCG
GAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGC
AAATTACCCAATCCCGATACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGGG
CTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACGAGGAA
CAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAG
CGTATATTAAAGTTGTTGTGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATCTTGGGCCTGGC
TGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGTACTGGTCCGGCCGGGTCTTTCACTCTGCGG
AACCACATGCCCTTCAGTGGGTGTGGCGGGGAAGCAGGACTTTTACTTTGAAA
AAATTAGAGTGCTCTAAGCAGGCCAATGCTCGAATACATTAGCATGGAATAAT
AAAATAGGACGCGCGGYTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATG
AATAGGGACAGTCGGGGGCATCAGTATTCAGTTGTCAGAGGTGAAATTCTTGG
ATCTACTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAAT
CAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAAC
CATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTAGTTGACTCGTTCGGC
ACCTTACGAGAAATCAAAGTGCTTGGGCTCCAGGGRGAGTATGGTMGCAAGG
CTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGGGTGGAGCCTGCGG
CTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATT
GACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCT
GCTAAATAGTCAGTATTGCTATGGCAGTACGCAGGCTTCTTAGAGGGACTATC
GGCTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGAT
GTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTAATTCCTTGGC
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CGGAAGGCCCGGGTAATCTTGTTAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTG
CAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATCCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGC
GTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAA
TGGCTCAGTGAGGCGTCCGGACTGGCCCAGGGAGGTGGGCAACTACCACCCAG
GGCCGGAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTAGAGAAGAAAATCG

Ek 44. Metarhizium sp. KTU-9’un 18S SSU Gen Bolgesinin Baz Sirasi1 (GenBank No:
FJ177465)

GTCAAGTAAAGCATTTTACGGCGAAACTGCGAATGGCTCATTATATAAGTTAT
CGTCTATTTGATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAA
TACACGCTAAAAATCCCGACTTCGGAAGGGACGTATTTATTAGATACAAAACC
AACGCCCCCCGGGGCTCTCTGGTGATTCATGATAACTCGTCGAATCGCACGGC
CTTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCCCTATCAACTTTCGATGTTTGG
GTAGTGGCCAAACATGGTGGCAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCC
GGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCG
CAAATTACCCAATCCCGATACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGG
GCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACGAGGA
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATA
GCGTATATTAAAGTTGTTGTGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATCTTGGGCCTGG
CTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGTACTGGTCCGGCCGGGTCTTTCACTCTGCG
GAACCACATGCCCTTCAGTGGGTGTGGCGGGGAAGCAGGACGTTTACTTTGAA
AAAATTAGAGTGCTCTAAGCAGGCCAATGCTCGGATACATTAGCATGGAATAA
TAAAATAGGACGCGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATG
AATAGGGACAGTCGGGGGCATCAGTATTCAGTTGTCAGAGGTGAAATTCTTGG
ATCTACTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAAT
CAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAAC
CATAAACTATGCCGACTAGGATCGGACGATGTTATTTAGTTGACTCGTTCGGCA
CCTTACGAGAAAATCAAAGTGGCTTGGGCTCCCCGGGGAGAATGGGCCCAAG
GCTGAAACTTAAAAAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGGGTGGAGCCTGCG
GCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGAT
TGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCT
TAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACC
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TGCTAAATAGTCAGTATTGCTATGGCAGTATGCGGGCTTCTTAGAGGGACTATC
GGCTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGAT
GTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTAATTCCTTGGC
CGGAAGGCCCGGGTAATCTTGTTAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTG
CAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATCCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGC
GTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAA
TGGCTCAGTGAGGCGTCCGGACTGGCCCRGGGAGGTGGGCAACTACCACCCAG
GGCCGGAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTAGAGGAAGTAAAAG

Ek 45. Metarhizium sp. KTU-9’un 18S EF1-a Gen Boélgesinin Baz Sirasi (GenBank
No: FJ177455)

TATCGTAAGTCGCCTGGCCTCCATTTCGAATCCTTGTAGAAGTTGTTATACTGA
CTTGCTTGTCGTAGGGGTATGTTTCGGAGCCTACACTCTTCGCCGTCTCGAGTT
TGTGATAACTAACTGGTCGTCACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACC
ACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAA
GTTCGAGAAGGTAAGCCAAATCCTCCGCGATTAATGATCTGCTGCTATGGTGT
GGCGATCAACATTATTGGGTTTCCCGCTGCCTGTCGGCCATTACCCCTCACTGT
GACACGAAAATTTTCGCGGGGCCTTATCTTGGACTTTGGTGGGGCACCACACC
CCGCCAGCTGTCGAGGGTGTCTCTGTGTGTCTCTGGCTGTTGAAATCACAATAT
TATCGTTGCTTTCAAAAGAAAAAACATGAAACTAATTTGGATCGCTGCATAGG
AAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCATGGGTTCTTGACAAG
CTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTT
CGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTCGACTTGCGCAAACTG
ACCGCATACTGTTCTCCCGACTTGAATGCTAATGCCCCCTCTCACAGACGCTCC
CGGTCACCGTGACTTTATCAAGAACATGATCACTGGTACTTCCCAGGCTGACTG
CGCTATTCTCATTATCGCTGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAA
GGATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTACACCCTGGGTGTCAAGC
AGCTCATTGTCGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCCCGT
TATCAGGAAATCATCAAGGAGACTTCCAACTTCATCAAGAAGGTCGGCTACAC
CCCAAGACCGTCGCCTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCCACGGTGACAACATGCTT
CAGGCCTCCACCAACTGCCCCTGGTACGAGGGTTGGGAGAAGGAGACCAAGG
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CTGGCAAGTCCACCGGCAAGACCCTTCTGAGGCCATGACGCCATGACCCCCCA
AGCGTCCCACCGACCAACCCTTCGTGTCTCTCCCTAGCCG

Ek 46. Beauveria bassiana KTU-7’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177442)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
CCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGA
AATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCAC
CGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCTC
GAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 47. Beauveria bassiana KTU-8’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177437)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
CCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGA
AATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCAC
CGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCT
CGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 48. Beauveria bassiana KTU-11’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bélgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177436)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCCAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCG
ACCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTG
AAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCA
CCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCT
CGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 49. Beauveria bassiana KTU-17’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Boélgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177445)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
CCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGA
AATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCAC
CGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCTC
GAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 50. Beauveria bassiana KTU-22’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177439)

ATCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
CCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGA
AATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCAC
CGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCTC
GAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 51. Beauveria bassiana KTU-23"iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177438)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
CCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGA
AATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCAC
CGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCTC
GAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 52. Beauveria bassiana KTU-24’iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bélgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177449)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
CCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGA
AATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCAC
CGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCTC
GAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 53. Beauveria bassiana KTU-25’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177441)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCCAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCG
ACCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTG
AAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCA
CCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCT
CGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 54. Beauveria bassiana KTU-38’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177440)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
CCTCCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGA
AATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCAC
CGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCTC
GAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 55. Beauveria bassiana KTU-50 ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177443)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCCAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCG
ACCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTG
AAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCA
CCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCT
CGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 56. Beauveria bassiana KTU-52’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177444)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
CCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGA
AATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCKC
CGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCTC
GAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 57. Beauveria bassiana KTU-56’min ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177446)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCCAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCG
ACCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTG
AAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCA
CCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCT
CGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA



145

Ek 58. Beauveria bassiana KTU-57’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177448)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCCAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCG
ACCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTG
AAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCA
CCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCT
CGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

Ek 59. Beauveria bassiana KTU-59’un ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177448)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCCAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCG
ACCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTG
AAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCA
CCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCT
CGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 60. Beauveria bassiana KTU-62’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177450)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCCAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCCTGTA
TTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCG
ACCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTG
AAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCA
CCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCT
CGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

EKk 61. Beauveria cf. bassiana KTU-53"iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bélgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177433)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCAAACCCTTATGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCGCCGGGGACCATCAAACTCTTGTAT
TATCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATAAATTAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
CCTCCCTTTGGGGAAGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGA
AATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAAACCAACTCGCTC
CGGAACCCCGACGTGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCTC
GAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 62. Beauveria cf. bassiana KTU-55’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177434)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCAAACCCTTATGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCGCCGGGGACCATCAAACTCTTGTAT
TATCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATAAATTAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
CCTCCCTTTGGGGAAGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGA
AATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAAACCAACTCGCCC
CGGAACCCCGACGTGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCTC
GAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

EKk 63. Beauveria cf. bassiana KTU-61’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen Boélgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177432)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCAAACCCTTATGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCGCCGGGGACCATCAAACTCTTGTAT
TATCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATAAATTAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
CCTCCCTTTGGGGAAGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGA
AATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAAACCAACTCGCAC
CGGAACCCCGACGTGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCTC
GAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 64. Beauveria cf. bassiana KTU-63’iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177435)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCAAACCCTTATGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCGCCGGGGACCATCAAACTCTTGTAT
TATCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATAAATTAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
CCTCCCTTTGGGGAAGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGA
AATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAAACCAACTCGCAC
AGGGACCCCGACGTGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCTC
GAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

EKk 65. Beauveria cf. bassiana KTU-64"iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bélgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177431)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT
CAACTCCCAAACCCTTATGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCC
CAGCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCGCCGGGGACCATCAAACTCTTGTAT
TATCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATAAATTAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
CCTCCCTTTGGGGAAGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGA
AATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAAACCAACTCGCAC
CGGAACCCCGACGTGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTGACCTC
GAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Ek 66. Beauveria cf. bassiana KTU-55’in 18S EF1-o Gen Boélgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177451)

TCTTTTTTAAAGGTCGAGTGGCTTTTGAGCTCTCGAGCCAACAATCTTACCCCG
CCTCGCCGGTGTGCCGAGCGCAAGCAGCTAACTCATATATACAGACTGGTCAC
TTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAA
GGTAAGCATATTATCCAACTCTTTTCTACTGTCAAATGGGCCTTGATCGCTTGC
TTCGCAACATTTTTTTCCGTCGTATCGCGCTGGCCCCAGCACTCACTACCCCTC
CTGGCTGCGGCAAAAATTTTCAGAGTGCCTTATCATTTCAGTGGGGCCAGTGA
GAATACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCCCCTCATGCCTTGAGTCGAAGCAG
CAGAAGAAGAAATCTCGCGTGCACTGGGCCAACAGATCGCTAACCTACCGTCT
ACAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTATGCCTGGGTTCTTG
ACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATCGCTCTCTGG
AAGTTCGAGACTCCCAAGTACCAGGTCACCGTCATTGATGCTCCCGGTCACCG
TGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCCCAGGCCGATTGTGCTATTCT
CATCATCGCCGCTGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCC
AGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCTTTCACCCTCGGTGTCAAGCAGCTCATCG
TCGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCTCGTTACCAGGAA
ATCATCAAGGAGACTTCCAACTTCATCAAGAAGGTCGGTTACACCCCAAGGCT
GTTGCTTTCGTCCCCATCTCGGTTTCACGGCGACAACATGCTGGAGCCCTCCAC
CAACTGCCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAATGAGACCAAGGCTGGCAAGTCC
ACTGGCAAGACCCTCCTCGAGGCCATCGACGCCATTGAGGCCCCCAAGCGTCC
CACCGACAAGCC

Ek 67. Beauveria cf. bassiana KTU-63’iin 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177452)

TGATATAGGACCAGTGACTTATGAGCTCTCCAGCCAACATTCTTACCCAGCCTC
GGCGGTGTAGTGAGTGCAAGCAGCTAACTCATATATACAGACTGGTCACTTGA
TCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTA
AGCATATTATCCAACTCTTTTCTACTGTAAAATGGGCCTTGATCGCTTGCTTCG
CAACATTTTTTTCCGTCGTATCGCGCTGGCCCCAGCACTCACTACCCCTCCTGG
CTGCGGCAAAAATTTTCAGAGTGCCTTATCATTTCAGTGGGGCCAGTGAGAAT
ACCCCGCCACCTTGTCGCAAGCTTTCCCCTCATGCCTTGAGTCGAAGCAGCAGA
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AGAAGAAATCTCGCGTGCACTGGGCCAACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAG
GAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAA
GCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGT
TCGAGACTCCCAAGTACCAGGTCACCGTCATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATT
TCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCCCAGGCCGATTGTGCTATTCTCATCA
TCGCCGCTGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACC
CGTGAGCACGCTCTGCTCGCTTTCACCCTCGGTGTCAAGCAGCTCATCGTCGCC
ATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCTCGTTACCAGGAAATCAT
CAAGGAGACTTCCAACTTCATCAAGAAGGTCGGCTACAACCCCAAGGCTGTTG
CTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGCGACAACATGCTGGAGCCCTACTCCG
ACAGGCCCTGGGACAAGGGGATGGGTAAGGAGGCCAAGAGGGCAAGTCCCGG
GCAAGACCACCGCGAGGCCATCGACACCATGTCACCTGCAAGCGCCCGCCGTC
GAACC

Ek 68. Isaria fumosorosea KTU-1’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bélgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177462)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCAGAGTTT
TCACAACTCCCAACCCTCCTGTGAACCTACCCATCGTTGCTTCGGCGGACTCGC
CCCAGCGTCCGGACGGCCTCGCGCCGGCCCGCGACCTGGACCCAGGCGGLCCGL
CGGAGACCACGCAACCCTGCATCCATCAGTCTCTCTGAATCCGCCGCAAGGCA
ACACAAACGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCGACGTCCCCCGGGACGTCGGCCTTGGGGACCGG
CAGCACCCCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTG
CGAAGTACTACAGCTCGCACCGGAAACCCGACGCGGCCCCGCCGTGAAACCCC
CAACTCTGAACGTTGACCTCGGATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCA
TATCA
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Ek 69. Isaria fumosorosea KTU-5’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bélgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177463)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCAGAGTTT
TCACAACTCCCAACCCTCCTGTGAACCTACCCATCGTTGCTTCGGCGGACTCGC
CCCAGCGTCCGGACGGCCTCGCGCCGGCCCGCGACCTGGACCCAGGCGGCCGC
CGGAGACCACGCAACCCTGCATCCATCAGTCTCTCTGAATCCGCCGCAAGGCA
ACACAAACGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCGACGTCCCCCGGGACGTCGGCCTTGGGGACCGG
CAGCACCCCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTG
CGAAGTACTACAGCTCGCACCGGAAACCCGACGCGGCCCCGCCGTGAAACCCC
CAACTCTGAACGTGACCTCGGATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCA

Ek 70. Isaria fumosorosea KTU-42’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Boélgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177460)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCAGAGTTT
TCACAACTCCCAACCCTCCTGTGAACCTACCCATCGTTGCTTCGGCGGACTCGC
CCCAGCGTCCGGACGGCCTCGCGCCGGCCCGCGACCTGGACCCAGGCGGLCCGC
CGGAGACCACGCAACCCTGCATCCATCAGTCTCTCTGAATCCGCCGCAAGGCA
ACACAAACGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCGACGTCCCCCGGGACGTCGGCCTTGGGGACCGG
CAGCACCCCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTG
CGAAGTACTACAGCTCGCACCGGAAACCCGACGCGGCCCCGCCGTGAAACCCC
CAACTCTGAACGTGACCTCGGATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCA
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Ek 71. Isaria fumosorosea KTU-13%iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bdlgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177461)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCAGAGTTT
TCACAACTCCCAACCCTCCTGTGAACCTACCCATCGTTGCTTCGGCGGACTCGC
CCCAGCGTCCGGACGGCCTCGCGCCGGCCCGCGACCTGGACCCAGGCGGCCGC
CGGAGACCACGCAACCCTGCATCCATCAGTCTCTCTGAATCCGCCGCAAGGCA
ACACAAACGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCGACGTCCCCCGGGACGTCGGCCTTGGGGACCGG
CAGCACCCCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTG
CGAAGTACTACAGCTCGCACCGGAAACCCGACGCGGCCCCGCCGTGAAACCCC
CAACTCTGAACGTGACCTCGGATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCA

Ek 72. Isaria fumosorosea KTU-16’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177464)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCAGAGTTT
TCACAACTCCCAACCCTCCTGTGAACCTACCCATCGTTGCTTCGGCGGACTCGC
CCCAGCGTCCGGACGGCCTCGCGCCGGCCCGCGACCTGGACCCAGGLCGGLCCGC
CGGAGACCACGCAACCCTGCATCCATCAGTCTCTCTGAATCCGCCGCAAGGCA
ACACAAACGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCGACGTCCCCCGGGACGTCGGCCTTGGGGACCGG
CAGCACCCCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTG
CGAAGTACTACAGCTCGCACCGGAAACCCGACGCGGCCCCGCCGTGAAACCCC
CAACTCTGAACGTGACCTCGGATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCA
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Ek 73. Evilcahovaea sp. KTU-33’iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bélgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177458)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCAGAGTTT
TTACAACTCCCAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGC
CCCAGCGTCCGGACGGCCCCGCGCCGGECCCGCGACCTGGACCCAGGLCGGLCGC
CGGAGGCCCCACAACCCTGTATCCATCAGTCTCTCTGAATCCGCCGCAAGGCA
AACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTTAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTC
GAGCGTCATTTCAACCCTCGACGTCCCCTGGGGACGTCGGCCTTGGGGACCGG
CAGCACACCGCCGGCCCTGAAATCGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTG
CGCAGTACTCCAGCTCGCACCGGGACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACC
CAACTCTGAACGTGACCTCGGATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCA

Ek 74. Evicahovaea sp. KTU-35’in ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177457)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCAGAGTTT
TTACAACTCCCAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGC
CCCAGCGTCCGGACGGCCCCGCGCCGGCCCGCGACCTGGACCCAGGLGGLCGC
CGGAGGCCCCACAACCCTGTATCCATCAGTCTCTCTGAATCCGCCGCAAGGCA
AACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTTAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTC
GAGCGTCATTTCAACCCTCGACGTCCCCTGGGGACGTCGGCCTTGGGGACCGG
CAGCACACCGCCGGCCCTGAAATCGAGTGGCGGGCCGTCCGCGGCGACCTCTG
CGCAGTACTCCAGCTCTCACAGGACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCC
AACTCTGAACGTGACCTCGGATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATA
TCA
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Ek 75. Evicahovaea sp. KTU-36’nin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177459)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCAGAGTTT
TTACAACTCCCAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGC
CCCAGCGTCCGGACGGCCCCGCGCCGGCCCGCGACCTGGACCCAGGLCGGLCGC
CGGAGGCCCCACAACCCTGTATCCATCAGTCTCTCTGAATCCGCCGCAAGGCA
AACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTTAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCMCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCGACGTCCCCTGGGGACGTCGGCCTTGGGGACCG
GCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATCGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCT
GCGCAGTACTCCAGCTCGCACCGGGACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACAC
CCAACTCTGAACGTGACCTCGATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCA

Ek 76. Evlcahovaea sp. KTU-43’iin ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bélgesinin Baz Sirasi
(GenBank No: FJ177456)

GTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCAGAGTTT
TTACAACTCCCAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGC
CCCAGCGTCCGGACGGCCCCGCGCCGGCCCGCGACCTGGACCCAGGLGGLCGC
CGGAGGCCCTACAACCCTGTATCCATCAGTCTCTCTGAATCCGCCGCAAGGCA
AACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTTAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTC
GAGCGTCATTTCAACCCTCGACGTCCCCTGGGGACGTCGGCCTTGGGGACCGG
CAGCACACCGCCGGCCCTGAAATCGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTG
CGCAGTACTCCAGCTCGCACCGGGAACCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACC
CAACTCTGAACGTGACCTCGGATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCA
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