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TOPRAK ALTI ZARARLILARINA KARSI FUNGAL SUSLARIN SECIMI VE
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Bu calismada tarim alanlarinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan toprak alti
zararlilarina kars1t graniiler formda etkili bir fungal biyopestisit {iretmek amaciyla
laboratuvar koleksiyonundan segilen 9 adet Metarhizium anisopliae susu, biyopestisit
tiretim ¢aligmalarina baslamadan 6nce kararlilik testlerine tabi tutuldu. Funguslarin, 6nemli
bir toprak alt1 zararlisi olan Melolontha melolontha larvalar iizerine patojenite testleri
yapilarak, yliksek oldiiriicti etkiye sahip olan suslar1 belirlendi. Daha sonra ayni suslarin
Prl gen igerikleri tespit edilerek, tiimiiniin bu geni icerdikleri belirlendi. Tiim izolatlar i¢in
var olan genin uygun substrat varliginda enzim aktivitesi 6lgtimleri yapildi. Yapilan bu
deneyler sonucunda KTU-2, Gg-12, KTU-51 ve KTU-60 daha sonraki galigsmalarda
kullanildi. Belirlenen suslarin ardisik 12 kez pasajlar1 yapilarak, pasajlamanin morfolojik
(koloni morfolojileri, renk degisimi, fertil olmayan alan olugumu, spor iiretimi ve sporlarin
UV’ye kars1 direngliligi), virulans (Galleria mellonella larvalari iizerine biyotestler),
genotipik (RAPD-PCR ve Restriksiyon Endoniikleazlar ile Kesim) ve biyokimyasal
(Proteolitik aktivitenin ve Esteraz Profillerinin belirlenmesi) etkileri belirlendi. Deney
sonuglar1 analiz edildiginde en kararli suslarin KTU-2 ve KTU-60 olduguna karar verildi.
Secilen suslar kat1 fazli fermantasyon yontemi kullanilarak piring tizerinde konidialarin
biyiitiilmesi ile Tirkiye’de ilk defa basarili bir sekilde fungal bir biyopestisit prototip

haline getirilmis oldu.

Anahtar Kelimeler: Kararlilik, Prl, Metarhizium anisopliae, biyopestisit.
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PhD Thesis
SUMMARY

SELECTION OF FUNGAL STRAINS AGAINST SUBTERRENEAN PESTS AND
PRODUCTION OF GRANULAR FORMULATION

Emine SONMEZ

Karadeniz Technical University
Institute Of Science And Technology
Biology Department
Advisor: Prof. Dr. Ismail DEMIR
2016, 90 Page, 3 Additional Pages

In this study, 9 Metarhizium anisopliae strains, selected from laboratory collection in
order to produce an effective fungal biopesticide with granular form against subterrenean
pests causing significant economic losses in agriculture, were subjected to stability tests
before biopesticide production studies. By realising pathogenicity tests on Melolontha
melolontha larvae which are important subterrenean pests, strains of fungi with high lathel
effect were determined. Later, Prl gene contents of same strains were determined and it
was seen that all these strains were included this gene. Enzyme activity measurements for
all isolates, with the presence of appropriate substrate of the existing gene, were realised.
After these tests; KTU-2, Gg-12, KTU-51 and KTU-60 were used in later studies. By
consecutively realising 12 passaging operations on determined strains, morphological
(colony morphologies, change of colour, formation of infertile area, spore production and
resistivity of spores to UV), virulence (bioassays on Galleria mellonella larvae), genotypic
(degestion with RAPD-PCR ve Restriction Endonucleases), biochemical (determination of
proteolytic activity and esterase profiles) effects of passaging were determined. After
analysing test results, it was decided that the most stable strains were KTU-2 and KTU-60.
That is the first time, successfully, in Turkey that by growing up conidia on rice with solid
phase fermentation, selected strains were converted to a fungal biopesticide prototype.

Keywords: Stability, Prl, Metarhizium anisopliae, biopesticides.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Biyolojik miicadele, bir zararli organizmanin popiilasyon yogunlugunu veya etkisini
zarar esiginin altina indirmek ve daha zararsiz hale getirmek i¢in baska organizmalarin
kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001). Mikrobiyal miicadele ise biyolojik miicadele
etmenleri olarak bakteri, fungus, protozoa, viriis ve nematod gibi mikroorganizmalarin
kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001; Lacey ve Goettel., 1995; Demirbag, 2008). Dogada
boceklerin hastalanmalarina ve oliimlerine neden olan orjini bakteri, viriis, nematod,
protozoa ve fungus olan bir¢ok mikrorganizma mevcuttur (Demirbag, 2008; Demir, 2004).
Bu mikroorganizmalar entomopatojen olarak adlandirilir. Dogada bulunan entomopatojenler
bocek populasyonlarinin dengelenmesinde biiylik 6neme sahiptir. Birgok entomopatojen
mikroorganizma, tarla ve bahge bitkilerinde, seralarda, siis bitkilerinde, koruma altina
alinmis alanlarda yetisen bitki tiirleri {izerinde, orman arazilerinde, depolanmis iiriinlerde,
veterinerlik ve tibbi alanlarda zararlara yol acan vektdr ve zararli boceklerin biyolojik
miicadelesinde kullanilir (Burges, 1981; Tanada ve Kaya, 1993; Lacey ve Kaya, 2000; Lacey
vd., 2001).

Birgok viriistin boceklerin hastalanmasina neden olarak bocek salginlarini etkiledikleri
bilinmektedir (Steinhaus, 1956; Demir vd., 2009a; Demir vd., 2009b; Ince vd., 2007; Demir
ve Demirbag, 2006; Demir vd., 2013; Demir vd., 2014). Cigneyici agiz yapisina sahip
bocekler, 6zellikle yaprak yiyenler, viriis enfeksiyonlarina kars1 daha hassastir. Bu durumda
yaprak yiyen Lepidoptera tirtillartyla, Hymenoptera’nin yalanci tirtillar viral etmenlerden
daha fazla zarar goriirler (Weiser, 1969). Bu viriisler genellikle 2-3 yilda bir meydana ¢ikan
epidemilerde ¢ogalarak bir¢ok larvayr oldiirtirler ve bdylece afetlerini ortadan kaldirirlar
(Lipa, 1975). Viriisler bircok bocek takimiyla iliskilidir. Bununla birlikte biiytlik bir kismi
Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera (%4) takimlarinda bulunmaktadir.

Boceklerde parazit olarak yasayan ve bazi durumlarda dliimlerine yol agan birgok
nematod tiirli bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan calismalarda bir¢cok nematod
familyasina ait tiirlerin, bocekler ve diger omurgasiz hayvanlarla iligkili oldugu

belirlenmistir (Poinar, 1979, 1990; Kaya ve Stock, 1997; Yilmaz vd., 2009; Erbas vd., 2014;



Gokce vd., 2013; Gokce vd., 2015). Yapilan calismalar, zararli boceklerin biyolojik
miicadelesinde kullanilma potansiyeli tasimalar1 bakimindan 7 familya {izerinde
yogunlasmaistir. Bunlar Mermithidae, Tetradonematidae, Allantonematidae,
Phaenopsitylenchidae,  Sphaerulariidae,  Steinernematidae = ve  Heterorhabditidae
familyalaridir (Kaya ve Stock, 1997). Nematodlarin biyolojik miicadelede kullanilma
potansiyelleri sadece boceklerle smirli  degildir. Rhabditidae familyasina ait
Phasmarhabditis hermaphrodita (Schneider) tiirii, bir¢ok tarimsal tiriiniin fidelerinde zarar
yapan stimiiklii bocek (Deraceras sp.) tiirlerinin 6liimiinii saglar (Wilson ve Gaugler, 2000).
Steinermatidae ve Heterorhabditidae familyalar1 giiniimiizde, 6zellikle toprak boceklerinin
mikrobiyal miicadelesinde en sik kullanilan gruplardir ( Liu vd., 2000; Lacey vd., 2001). Bu
nematodlar, B. thuringiensis’den sonra, Amerika’da yillik 2-3 milyon dolarlik pazar
satiglariyla en fazla kullanilan mikrobiyal miicadele etmenleridir (Georgis, 1997).

Protozoonlarin zararli bocek popiilasyonlarinda meydana getirdikleri salginlar, az
rastlanilan bir durum olmasina karsin, neden olduklari bireysel ve kiiciik gruplar halindeki
Olimler, zararli bdcek popiilasyonlarinin zarar esiginin altinda tutulmasi bakimindan
onemlidir (Maddox, 1987; Ignoffo, 1977). Protozoa enfeksiyonlar1 bocek popiilasyonlarini
dengede tutmasi bakimindan biiyiik bir neme sahiptirler (Maddox, 1987; Ignoffo, 1977).
Entomopatojenik protozoonlar genellikle konaga o6zeldirler. Boceklerde olusturduklari
hastaliklar yavas ilerler. Virulanslar diisiiktiir ve ¢ogu kez boceklerde kronik enfeksiyonlar
olustururlar. Virulanslarinin diisiik olmasi nedeniyle protozoonlarin enfekte ettigi boceklerin
Olimii bazen haftalar siirebilir (Hoffman ve Frodsham, 1993). Cogu entomopatojenik
protozoonun hayat dongiisii komplekstir. Sadece canli konak igerisinde gelisebilirler ve cogu
tiiriin gelisimini tamamlayabilmesi i¢in bir ara konaga ihtiyaci vardir.

En yaygin sekilde kullanilan mikrobiyal miicadele etmeni Bacillus thuringiensis
Berliner bakterisidir. Entomopatojen bakteriler, glinlimiizde zararli boceklere karsi en fazla
kullanilan mikroorganizmalardir (Cakici1 vd., 2014; Eski vd., 2015; Ozsahin vd., 2014,
Ozkan-Cakici vd., 2014; Ozgen vd., 2013; Demirci vd., 2013; Danismazoglu vd., 2012; Secil
vd., 2012; Demir vd., 2012; Sevim vd., 2012; Gokce vd., 2010; Kati vd., 2010; Ince vd.,
2008; Sezen vd., 2007; Sezen vd., 2005; Sezen vd., 2004; Demir vd., 2002). Spor
olusturanlar ve spor olusturmayanlar olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Boceklerle
miicadelede, daha c¢ok spor olusturan bakteriler kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar,

bunlarin sporlarinin kuraklik ve yiiksek sicakliga kars1 dayanikli oldugunu gostermistir. Spor



olusturmayan bakteriler ise olaganiistii kosullar karsisinda olduk¢a dayaniksiz ve hassastir.
Buna gore, boceklere karsi yapilacak miicadelede, spor olusturan ve fakiiltatif bakterilerin
kristal tasiyanlarinin kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Ogurlu, 2000).

Son yillarda patojenik potansiyeli hayli yiiksek bir bakteri olan Bacillus thuringiensis
tizerinde durulmaktadir. Bu bakterinin biyolojik miicadelede, diger bir¢ok bakteriye nazaran
daha etkili oldugu bilinmektedir. B. thuringiensis’in ¢ok sayida varyetesi vardir. Bunlar,
basta Lepidoptera olmak iizere Diptera ve Coleoptera tiirlerine karsi da kullanilmaktadir. Bu
bakterinin spor ve kristalleri piyasaya toz, islanabilir toz veya sulu karisim halinde
sunulmaktadir. B. thuringiensis’den hazirlanan karigimlarin uygulandigi bocekler, bu
karigimlarin ihtiva ettigi toksin sebebiyle oliirler.

Mikrobiyal insektisitlerin satiglar1 son yillarda biiyiik artis gostermistir. Ancak, bu
miktar toplam iirin koruma satiglarinin %1-1,5’luk kismin1 teskil etmektedir. Bu miktarin
cok biiyiik bir kismint (%95) Bacillus thuringiensis kokenli insektisitler olusturmaktadir
(Gaugler, 1997; Georgis, 1997).

Entomopatojenik funguslar pek cok zararli bocegin dogal olarak kontrol altina
alinmasinda 6nemli bir etmen olup, bu organizmalar zararl1 bocek popiilasyonlarinda sik sik
genis yayilimli epizootiklere neden olmaktadir. Pek ¢ok entomopatojenik fungus direkt
olarak bocek kiitikulasindan enfeksiyon yapmaktadir. Bu nedenle fungal etmenlerin konak
tarafindan yenilmelerine gerek yoktur. Bu 6zellik entomopatojenik funguslar1 6zellikle bitki
0zsuyu ile beslenen boceklerin miicadelesinde 6ncii aday konumuna getirmektedir. Simdiye
kadar birgok entomopatojen fungus béceklerden izole edilmistir ve bunlarin tarim zararlilari
tizerinde insektisidal aktiviteleri tespit edilmistir (Sevim vd., 2010a; Sevim vd., 2010b;
Tanyeli vd., 2010, Sevim vd., 2013, Demir vd., 2013, Sevim vd., 2014, Kocacevik vd., 2015,
Sonmez vd., 2016, Sonmez vd., DOI. 10.3906/tar-1412-10, Kocacevik vd., 2016).
Giliniimiizde, Diinya c¢apinda entomopatojenik funguslardan olusan pek ¢ok ticari preparat
bulunmaktadir ve bunlar ¢esitli zararlilarla miicadelede kullanilmaktadir (Goettel vd., 2005).

Diinyada ve Tiirkiye'de hizli niifus artisina paralel olarak, tarimsal {iretimin ve gida
arzinin ayni oranda ve siirekli olarak artirilmasi imkanlar1 kisithidir. Bununla birlikte ortaya
cikan aglik sorunu, kiiresel bir felaket halini almaktadir. Bu felakete engel olmak ig¢in
tarimda birim alandan elde edilebilecek verimi artirmak igin yeni tarim tekniklerinin
gelistirilmesi ve uygulanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Tarimda meydana gelen farkli

¢Oziim Onerilerine ragmen, gilinlimiizde aglik sorunu halen devam etmektedir. Bu sorun,



Diinya’da iiretim miktarindaki azliktan ziyade gida dagilimindaki dengesizlikten
kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla, tarimda tiretim sistemlerinde yeni arayislar ve saglikli gida
elde edilmesi giderek 6nemi artan bir konu haline gelmistir. Gida giivenilirligini tehlikeye
iten en dnemli faktorlerden birisi de liretim sirasinda verimi ve kaliteyi azaltan bitki hastalik
ve zararlilarina kars1 kullanilan kimyasallardir.

Ulkemizde bircok orman ve tarim zararlis1 bulunmakta ve bunlarla miicadele
cogunlukla kimyasal ilaglar kullanilarak yapilmaktadir. Kullanilan kimyasal ilaglar
boceklerin bu ilaglara kars1i direng kazanmalaria, cevredeki faydali boceklerin, bal
arilarinin, kuglarin ve baliklarin 6lmelerine, besin zinciri yoluyla insanlara ulasarak bir¢cok
kalic1 ya da oldiiriici hastaliklara neden olmaktadir (Ecevit, 1988 ve Peter, 1984). Oysa,
biyolojik miicadele kimyasal miicadelenin getirebilecegi bircok problemi ortadan
kaldirmaktadir. Geligmis iilkelerin hepsinde biyolojik miicadele 6n planda tutulmakta ve bu
konu iizerindeki ¢alismalar daha ileriye gotiiriilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda
gelistirilen biyolojik miicadele etmenleri bir¢ok iilkede ticari olarak tiretilmekte ve satisa
sunulmaktadir. Bu amagla, Diinya ¢apinda biyolojik miicadele etmenlerini iireten ve
pazarlayan bir¢ok biyoteknolojik kurulus mevcuttur.

Entomopatojenik funguslar mikrobiyal miicadele etmeni olarak 100 yili agkin bir
stiredir kullanilmaktadir. Genel olarak, birgok bocek takimi fungal hastaliklara karsi
duyarhdir ve entomopatojenik funguslar zararl boceklere karst mikrobiyal miicadele etmeni
olarak iyi bir potansiyele sahiptir (Roberts, 1989). Simdiye kadar, en azindan 90 cinse ait
700 entomopatojenik fungus tiirii tanimlanmig ve bunlardan Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) ve Verticillium
lecanii gibi bazi tiirler ise bircok iilkede pek c¢ok zararliyla miicadelede ticari olarak
tiretilerek kullanilmaktadir (Rath, 2000). M. anisopliae yaklasik 130 yildir zararli bocek
popiilasyonlariin kontroliinde etkin bir sekilde kullanilmaktadir. M. anisopliae, B. bassiana
ve B. brongniartii tiirleri ile kiyaslandiginda yeryiiziinde hem toprakta hem de bocekler
tizerinde daha yaygin bulunmakla birlikte, inundatif kontrol ¢aligmalarinda ve mikoinsektisit
olarak kullanim oran1 daha yiiksektir (Zimmermann, 2007a). Tiir ile ilgili diinya genelinde
bliylik miktarda karakterizasyon caligmalari, ¢evresel faktorlerin gelisim ve dagilimina
etkileri, ayn1 ortam1 paylastigi omurgalilarla ve diger omurgasizlarla olan etkilesimi ve
cesitli giivenlik sorunlar1 hakkinda arastirmalar yayinlanmistir (Zimmermann, 2007a). Farkl

kita ve tilkelere ait farkli Metarhizium varyete ve suslarindan elde edilen veriler sonucunda



(1) M. anisopliae’nin tipik bir toprak orjinli fungus tiiriidiir ve tropiklerden kutuplara kadar
diinyanin farkli yerlerine yayilmis farkli genotipleri igerir. (2) Entomopatojenik bir tiir olarak
genis bir konak spekturumuna sahip olmakla birlikte tiiriin baz1 sus ve genotipleri genellikle
daha segicidir. (3) Bu tiir gesitli metabolit ve toksinler iiretir, bunlarin baginda farkli biyolojik
aktivitelere sahip olan destruksin gelir. (4) Tiiriin su ylizeyinde ve suyun i¢indeki akibeti ve
davranig1 bilinmemekle birlikte, topraktaki hareketliligi ve dayaniklilig1 ile ilgili pek ¢ok
calisma mevcuttur. (5) M. anisopliae genis Ol¢iide farkli organizmalar iizerinde test
edilmistir. Bu testler sonucunda bitkiler ve toprak organizmalari iizerinde herhangi bir
olumsuz etkisinin bulunmadig1 sonucuna varilmistir. (6) Baz1 baliklarda ve siiriingenlerde
patojenik etkilere rastlanmakla birlikte kuslarda herhangi bir olumsuz etki goriilmemistir.
(7) Son yillarda insanlarda ve memelilerde dogal enfeksiyonlar goriilmekle birlikte,
memelilerde yapilan giivenlik testleri sonuglari negatif ¢ikmistir ve liretimde kullanilan
aplikatorlerde veya calisan personelde herhangi bir olumsuz etkiye rastlanilmamistir. Bu
bilgiler dogrultusunda M. anisopliae’nin minimal risklerle birlikte giivenilir bir tiir oldugu
sonucuna varabiliriz (Zimmermann, 2007a). Tim Diinya’da ¢esitli zararli boceklerden
entomopatojenik funguslar izole edilmesine ve bunlara karsi biyolojik miicadele etmeni
olarak gelistirilmesine ragmen, iilkemizde bu tip calismalar son derece azdir. Ulkemizde
gesitli izolasyon, karakterizasyon ve insektisidal aktivite ¢alismalart yapilmistir (Sevim vd.,
2010a; Sevim vd., 2010b; Tanyeli vd., 2010). Bu g¢alismalarda degisik zararlilar tizerinde
oldiirticti etkileri oldukga yliksek ¢ok sayida tiir veya alttiir elde edilmistir. Mikrobiyal
insektisitler, kiiresel pestisit satiglarmin >%1’ini olusturmakla beraber zararlilarin
mikrobiyal organizmalarla kontrol altina alinmasi 6nem kazanmaktadir. Bu durumun sebebi
ise kimyasal insektisitlere kars1 artropodlarin direng gelistirmesiyle beraber artan maliyettir.
Son yillarda maliyetinin yani sira kimyasallarin biyotik ve abiyotik etkileri gz oniinde
bulunduruldugunda mikrobiyal insektisitlerin kullanimi yilda % 10-25 oraninda artig
gostermektedir (Koul ve Dhaliwal, 2002). Bunun disinda mikrobiyal pestisitler tarim
alanlarinda zararlilarin kontrol altina alinmasinda etkili olan yeni ajanlarin kesfedilmesine
olanak saglar (Koul ve Dhaliwal, 2002). Biyopestisit gelistirilmesinde temel ¢aligmalar B.
thuringiensis, B. sphaericus, entomopatojenik funguslar ve bakiiloviriislerden elde
edilmistir. Bu veriler dogrultusunda 6zellikle Dogu Karadeniz Bolgesi’nin iklim kosullari
g6z Oniinde bulunduruldugunda, findik ve orman zararlilarina kars1 biyolojik miicadele

etmeni tespit etmeye ve gelistirmeye ihtiyag¢ vardir.



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

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

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

Ulkemizde insanlarin temel gida maddesi ekmektir ve ekmek yapiminda en ¢ok
tahillar kullanilir. Tahillar i¢inde ilk sirayr bugday almakla birlikte, ozellikle bazi
bolgelerimizde (Karadeniz Bolgesi) misir ekmegi de yaygin olarak tiiketilmektedir. Misir
bitkisinden iki sekilde yararlanilir. Bunlar tanesi ve otsu govdesidir. Misirin taneleri insan
beslenmesinde dogrudan kullanildig1 gibi (ekmek yapimi ve ¢erezlik olarak); yemeklik sivi
yag, nisasta, glikoz ve yem sanayinde de degerlendirilir. Otsu gdvdesi ise hayvan yemi
olarak kullanilir. Karadeniz Bolgesi’nde ve iilkemizde 6nemli yeri olan musir bitkisinin
iiretim miktarindaki diisiisiin sebeplerinden biri de zararl béceklerdir. Uretimde verimin bu
zararli bocekler tarafindan azaltilmasi, Tirkiye ekonomisinde biiyiikk kayiplara neden
olmaktadir.

Aygigegi, glinlimiiziin en onemli yag bitkilerinden biridir. Ay¢igegi yag1 yemeklik
kalitesi yoniinden tercih edilen bitkisel yaglar arasinda ilk sirayr almaktadir. Dolayisiyla
Diinya’da bircok iilkede ekonomik diizeyde tarim1 yapilmaktadir. Ulkemiz de yillara gore
degismekle beraber yaklasik 550-600.000 hektar arasinda aycicegi ekilmektedir.
Dolayisiyla tilkemiz aygigegi liretiminde de bagta gelmektedir.

Kendine 0zgii tat ve aromalarniyla zevkle tiiketilen ve giizel goriiniisleriyle
sofralarimiz1 siisleyen sebzeler, beslenmemizde énemli bir yere sahiptir. Ozellikle icerdikleri
vitaminler ve mineral maddeler ile lif bakimindan zengin olan sebzelerin bazilarinin protein

ierikleri de gz ard1 edilemeyecek kadar fazladir. Iyi bir beslenme programu ile yeteri kadar



sebze tiiketildiginde, giinliik vitamin ve mineral madde gereksiniminin tamaminin veya
tamamina yakin bir boliimiiniin karsilandig1 bilinmektedir.

Sebze tarimi birim alanda yarattig1 yliksek verim ve sagladigi net gelir nedeniyle, her
gecen giin daha fazla dikkat ¢ekmektedir. Tiirkiye’de sebze iiretimi, 1960°tan 2000’e kadar
oldukga diizenli ve hizli bir artig egilimi izlemis, tiretim her 10 yillik dilimde yaklasik %50
oraninda artmistir. Tiirkiye, sebze dis ticaret dengesi bakimindan net olarak ihracatgi
konumundadir ve ihracat miktarlar1 da giderek yiikselme egilimindedir. Tiirkiye’nin sebze
ihtiyacini karsilamak ve ihracat miktarini artirmak i¢in tarimda sebze zararlilari ile kimyasal
miicadele yonteminden vazgecilerek, derhal biyolojik miicadele yontemine egilim

gosterilmelidir.

1.3. Tarimsal Zararhlar

Yukarida belirtildigi gibi tarim alanlarinda 6nemli miktarlarda ¢esitli tarimsal tirtinler
tiretilmektedir. Bunlar, farkli miktar ve oranlarda insan ve diger canlilar i¢in dnemli besin
kaynaklar1 olarak tiiketilmektedir. Ayrica, bunlarin {retimlerini yapan {reticilere
sagladiklar1 ekonomik katkilar da oldukga énemlidir. Ozellikle bir tarim iilkesi oldugumuzu
diistinecek olursak, bu iiretimin bizim i¢in ne kadar daha biiyiik bir 6neme sahip oldugu
ortaya ¢ikmaktadir. Cesitli ¢cevresel, iklimsel ve kiiltiirel etkiler yukarida belirtilen ve 6nemi
vurgulanan tarim triinlerinin tiretiminde etkili olmaktadir. Bu etkiler zaman zaman 6nemli
tirtin kayiplarina da neden olmaktadir. Zararli bocekler de bitkisel iiriin kayiplarinda 6nemli
bir yer tutmaktadir. Cevresel olarak bakildiginda bitkilerin farkli kisimlarini etkileyen ¢ok
sayida zararl vardir (Sekil 1). Bunlar, bitkilerin kok uglarindan baslayarak, yaprak, siirgiin,
tomurcuk, meyve gibi biitiin kisimlarin tizerinde farkli miktar ve oranlarda zararlar
olusturmaktadir (URL-1). Bu zarar ve etkinin yeri ve derecesine bagli olarak da, bitki
tamamen kuruyabildigi gibi, 6nemli derecelerde bitkisel yap1 ve iriin kayiplar ortaya
cikmaktadir. Sonug olarak bundan iireticiler, tiiketiciler ve ihracatgilar dolayisiyla tiim tilke

etkilenmektedir.
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1.4. Toprak Alti Zararhlar1 ve Ekonomik Etkiler

Tarim alanlarindan elde edilen iiriinler, basta insanlar olmak {izere, yeryiiziinde
yasayan c¢ok sayida canli i¢in besin kaynagi olarak kullanilmaktadir. Tiirkiye tarim tilkeleri
arasinda ilk siralarda yer almasindan dolay1 hem tiretici hem de tiiketiciler agisindan topragin
ve lirliniin miktar ile kalitesi olduk¢a 6nemlidir. Tarimda tiretimde iklim kosullar1, ¢cevresel
etmenler ve insanlarin etkisi gibi pek ¢ok sorun goriilmektedir. Bu sorunlarin ¢ogu ya iiriinde
verimin diisiik olmasina ya da direkt iiriin kaybina neden olmaktadir. Uriin kaybma sebep
olan en onemli faktorlerden birisi de tarim alanlarinda ekonomik zarara neden olan zararl
boceklerdir. Bunlar, bitkilerin kok ucundan baslayarak, yaprak, siirgiin, tomurcuk ve meyve
gibi bitkinin tiim kisimlarinda zarar olusturabilme potansiyeline sahiptir. Bu zararlilardan

bir kismu bitki koklerini kemirerek, kalin kok ve yumrularin igine girer, bazilar yeni dikilmis



fidelerin koklerini keserek bitkinin kurumasina neden olur, bazilar1 ise ¢imlenmekte olan
tohumlar1 ve yumrulu bitkilerin toprak i¢indeki yumrularini da yiyerek {iriin kaybina neden
olurlar. Tiirkiye’de iirtin kaybina sebep olan zararli boceklerden bir kismi Tablo 1°de

goriilmektedir.

Tablo 1. Tirkiye’de iiriin kaybina sebep olan dnemli toprak alt1 zararlilar

Bilimsel Ad1 Tiirkce Adi Takim-Aile Zarari
Agrotis ipsilon Bozkurt Lepidoptera: Noctuidaee Bitki
Agrotis segetum Bozkurt Lepidoptera: Noctuidaee Bitki
Agriotes obscurus Telkurdu Coleoptera: Elateridae Bitki
Agriotes lineatus Telkurdu Coleoptera: Elateridae Bitki
Anisoplia spp. Ekin bambulu Coleoptera: Rutelidae Uriin
Delia brassicae Lahana sinegi Diptera: Anthomyiidae Uriin
Delia platura Tohum sinegi Diptera: Anthomyiidae Uriin
Gryllotalpa gryllotalpa  Danaburnu Orthoptera: Gryllotalpidae ~ Uriin
Melolontha melolontha  Mayis bocegi Coleoptera: Scarabaeidae Bitki
Psila rosae Havug sinegi Diptera: Psilidae Uriin

Ulkemizde cesitli meyve fidam1 ve agaclari ile asmalarin koklerinde zarar yapan
Polyphylla spp., Melolontha spp., Anoxia spp. cinsine bagl tiirler de bulunmaktadir. Bunlar
icinde en 6nemlileri Polyphylla turkmenoglui Petr., P. Fuilo L. ve Melolontha melolontha
L.’dir. M. melolontha larvalar1 halk arasinda “kadi lokmasi1” ,“manas” veya “adi mayis

bocegi” olarak isimlendirilir (T.C. Cevre ve Orman Bakanligi, 2011).

1.4.1. Adi Mayis Bocegi (Melolontha melolontha L.) (Coleoptera:Scarabaeidae)

Coleoptera takimina ait olan Adi mayis bocegi, Melolontha melolontha L., mese,
disbudak, ladin, géknar ve findik gibi fidanliklarda biiyiik ekonomik kayiplara neden olan
etkili bir tarimsal toprak alt1 zararlilarindan biridir (Tuncer ve Ecevit 1997, Sezen 2004).
Sadece findik {izerindeki etkisi dikkate alindiginda zararli, findik agaclarinin koklerini

yiyerek her yil findik tiretiminde yaklasik % 20-30 oraninda ekonomik zararlara sebep olur.
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Adi mayis bocegi erginleri genellikle kizil kahverengi renklidir. Larvalar tombul,
beyaz ve kivrik C seklindedir. Larvalarin viicutlarinin son halkasi ¢ok biiylimiis ve sismis

bir hal almistir. Bu kisim, igerisindeki besin nedeniyle siyahimsi goriiliir (URL-2) (Sekil-2).

Sekil 2. Melolontha melolontha (Adi mayis bocegi). A: Larva, B: Ergin (URL-2)

Havalarin 1sinmasiyla nisan-mayis aylarinda erginler topraktan ¢ikmaya baslar (Sekil
3). Giines battiktan sonra ucusarak agaclara konan erginler ¢iftleserek yumurtalarini
islenmemis ve iizeri otlanmis bahgelerde topraga birakir. Bir disi ortalama 60 yumurta tiretir.
Yumurtadan ¢ikan larvalar toplu halde yasayip, otlarin koklerini kemirir ve 2 ay sonra
gomlek degistirerek ikinci donem larva olurlar.

Ikinci donem larvalar oburca beslenir. Larvalar sonbaharda kisi gecirmek igin
topragin derinliklerine inerler. Bu derinlik Karadeniz Bolgesinde yaklasik 50 cm kadardir.
Mart- nisan aylarinda 6nemli zararlar yapacak bir beslenme baslar ve bu, haziran basina
kadar devam eder. Daha sonra bir gomlek daha degistirerek iiglincii donem larva haline
gelirler. Ugiincii ddnem larva siiresi bir yildir ve bu dénemde larvalar énemli zararlar yapar.
Temmuz ayinda toprak yilizeyinden 15-35 cm derinde topraktan bir yuva igerisinde pupa
olurlar. Eyliilde ergin hale ge¢en pupalar yuvay terk etmeyip, ertesi yil ilkbahara kadar
burada kalmaya devam eder. Bu sekilde yumurtadan ¢ikan birey 3 yil sonra ergin olur,
dolayisiyla 3 yilda bir dol verir (Sekil 3).

Larvalar, ilk donemlerinde toprak ylizeyine yakin otlarin kokleri tizerinde
beslendiklerinden derin koklerde zarar olusturmazlar. Fakat ikinci doneme gegen larvalarda

gelisme hizlanir ve daha derinlere indiklerinden ot koklerinden uzaklasip, aga¢ ve
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agacgeiklarin kokleriyle beslenirler. Larvalar agaglarda 1 cm capina kadar olan koklerini

kolayca koparip, sacak kokleri tahrip edebilirler.

MAR Nis MAY EYL EKi KAS ARA

|
l ‘ | \
- . Olgunlagmamig - :
Yumurta 1.evre 2.evre 3.evre Ergin

Pupa Ergin

Sekil 3. Melolontha melolontha’ nin hayat dongiisii (URL-3)

1.4.2. Zararhlarla Genel Miicadele Yontemleri

Baz1 bocek tiirleri bitkiler iizerinde ciddi zararlara neden olmaktadir. Ozellikle tarim
ve orman liriinleri iizerinde bu bocek tiirlerinin her yil tekrarlayan zararlart milyarlarca liray1
bulan iiriin kayiplarina ve is giiciiniin bosa gitmesine yol agmaktadir. Bu zararlilarin,
bitkilerde yaptiklar1 cesitli zarar diizeylerine, gerek dogal kuvvetler (dogal miicadele)
gerekse insan yardimiyla (uygulamali miicadele) Onlenmesine veya hi¢ olmazsa
azaltilmasina yonelik yontem ve harcanan ¢abalara zararlilarla miicadele denir. Bu miicadele
yontemlerini kiiltiirel miicadele, dogal miicadele, yasal miicadele, mekanik miicadele,
fiziksel miicadele, kimyasal miicadele ve biyolojik miicadele gibi ¢esitli gruplara ayirmak
miimkiindiir.

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

Yasal miicadele: Yasal yollardan yararlanarak, zararlilarin yayilmasini énlemektir.
Karantina, ambargo, muayene ve sertifika uygulamak bunlarin basinda gelir.

Mekanik miicadele: Bocekleri ¢esitli yontemlerle 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 dldiiriilmesi, elektrik
veya radyoaktivite kullanarak boceklerin kisirlastirilmasi islemlerini igceren miicadele
yontemidir.

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

Kimyasal miicadele: Cesitli kimyasal maddelerin toz veya sulu halde kullanilmasi
sureti ile yapilan miicadeledir. Ulkemizde ¢ok yaygimn olmasina ragmen, ¢evreye verdigi
olumsuz etkilerden dolay1 giinlimiizde, gelismis iilkelerde yavas yavas bu yontemden
vazgecilmektedir. Bu miicadele iilkemiz findik bahgelerinde 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).

1.4.3. Kimyasallarin Cevreye Olan Etkileri

Kimyasal miicadele, 1940’11 yillarda sentetik pestisitlerin kesfedilmesi, bunlarin kisa
stirede etki gdstermesi ve uygulamalarinin kolay olmasi nedeniyle 6zellikle 20. yiizyilin
ikinci yarisindan sonra zararlilar1 baski altina almada en yogun kullanilan yontem haline
gelmistir. Ancak, kisa siirede etki gosteren, uygulamasi kolay olan bu tiir kimyasallara,
zararlilar ve hastaliklarla miicadelede tek kurtarici olarak bakilmis ve uzun siireli olumsuz
etkileri 1950°li yillara kadar fark edilmemistir. Kimyasallarin uzun vadede gevreye
yaptiklar1 geriye doniisiimsiiz olumsuz etkileri ilk olarak 1962 yilinda Rachel Carson
tarafindan “Sessiz ilkbahar” (Silent Spring) adl1 kitapta anlatilmistir.

Zararli boceklerle miicadelede 1800’14 yillarin ortalarina kadar, zararlilarin
toplanmas1 veya yikanmasi seklinde miicadele ediliyordu. Bu tarihten sonra 6nce kiikiirt ve
arsenik, daha sonralari ise kursun asetat, kryolite ve borik asit gibi ¢ok az kimyasal madde
boceklere karst kullanildi. Dikloro-difenil-trikloroetan (DDT)’nin kesfinden 6nceki

1940’larin basina kadar zararlilar tarafindan iiriinde meydana gelen kaybin diinya ortalamasi



13

%7 iken, 1980’lerin sonuna dogru bu kayip %13’e yiikselmistir. Bu iiriin kaybindaki iki
katlik artis, ila¢ devriminden sonra baglamis ve ayn1 donem iginde ilag¢ kullaniminda ise 12
katlik bir artis meydana gelmistir. Uriin kayiplarindaki bu artis, ilaglara dayanikliligin
artmasi, potansiyel zararlilarin ekonomik zararli durumuna ge¢cmesi ve dogal diismanlarin
oldiiriilmesinden kaynaklanmistir. Bunlara insan ve hayvan sagliginin tehdit edilmesi, gida
maddelerindeki ila¢ kalintilari, ¢evre kirlenmesi ve yiiksek ilag¢ fiyatlar1 da eklenince,
kimyasal miicadeleye alternatif ¢cevre dostu ve daha ucuz miicadele yontemlerine gegilmesi
zorunlu hale gelmistir.

Diinya Saghk Orgiitine (WHO) gore insektisitlere dayaniklilik, “normal bir
popiilasyondaki bireylerin cogunu 61diirdiigii tespit edilen zehirli bir maddenin bir dozuna
karsi, aym tiirlin diger bir popiilasyonundaki bireylerin tolerans kazanma yeteneginin
gelismesi” olarak tarif edilmektedir. Bagka bir tanima gore ise dayaniklilik, * bir arthropod
tiiriiniin bir irkinin, ayni1 tiirtin duyarli popiilasyonunda saptanmig olan LD 100 degerinin iki
kat1 olan ila¢ dozundan etkilenmemesi” olarak agiklanmaktadir.

Insektisitlere dayanikliligin artmasi, doz artirnmina gidilmesine ve uygulamalar
arasindaki siirelerin kisalmasina neden olmustur. Sonunda daha etkili ve zehirli insektisitlere
ihtiyac duyulmustur. Bunun maddi bedeli de &lgiilemeyecek kadar yiiksektir. Ornegin,
Nikaragua’da pamuk tarimi 1950’1 yillarda basar1 kazanmis ve 1965 yilinda iist noktaya
ulagsmistir. Ancak, bu basarida takip eden 5 yilda yanlis insektisit kullanimi sonucu %16’ya
yakin azalma olmustur. Hizla gelisen mukavemet sonucunda Heliothis zea ve Spodoptera
sunia populasyonunda patlama gergeklesmis ve miicadele imkansiz hale gelmistir. Ayrica,
sekonder zararli konumdaki bir¢ok tiir 6nemli zarar durumuna ge¢mistir. Sonug olarak,
uygulama dozu 2 katina ¢ikarilmis, bazen bir uygulama sirasinda 5 farkli insektisitin birden
kullanildig1 olmustur. Bu da iiretim maliyetlerini ¢ok arttirmistir. Benzer durum,
Meksika’daki pamuk tarlalarinda gerceklesmistir. Yiiksek dozlarda ve daha zehirli insektisit
kullanim1 sonucu insan zehirlenmelerinde biiyiik artis olmus ve pamuk tarlalarindan
stirliklenen ilaglarin komsu turunggil bahgelerindeki zararlilarin biyolojik miicadelesine ters
etkisi sonucu, turunggillere daha yogun pestisit uygulanmasi yapilmistir. Sonug olarak, ¢ok
fazla uygulamanin getirdigi maliyet ve iiriin kayb1 sonucu 1970’lerde pamuk {iiretimi bitme
noktasina gelmistir.

Insektisitlerin etki tarz1 bakimindan zararli ve faydali bocekler arasinda bir farklilik

yoktur. Fakat etkileri bakimindan farklilik vardir. Faydali bocekler olarak kabul edilen
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predator ve parazitler insektisitlerden daha fazla etkilenmektedir. Ne yazik ki parazit ve
predatorlerdeki dayanikliligin olusumu, zararli boceklerdeki kadar ¢cabuk olmamaktadir.
Bunun sonucu olarak, zararli popiilasyonlar1 iizerinde dengeleyici olan predatorler ve
parazitler ortadan kalkmakta ve zararlilar daha ¢abuk yayilmaktadir (Ecevit, 1988).
Insektisitlerin kullanildig1 alanlarda dogal olarak yasayan polinatdr canlilarda yok
oldugu i¢in bu alanlardaki zirai triinlerde tozlasma orani azalmaktadir (Ecevit, 1988).
Bitkilerde tozlasmada 6nemli rol oynayan bal arilar1 ve yaban arilarn insektisitlerden
etkilenen Snemli bir canli grubunu olusturmaktadir. Ornegin, A.B.D.’nin Kaliforniya
eyaletinde yogun insektisit kullanimi sonucunda mevcut ar1 popiilasyonlar1 azalmis ve
bunun etkisi olarak tarimsal drlinlerde yeterli tozlagma olmamistir. Bu durumdan
kaynaklanan tarimsal iriinlerdeki kayip yaklagik 80 milyon dolar1 bulmustur. Yeterli
tozlagmay1 saglamak i¢in bolgeye getirilen ar1 kolonilerine yillik denen miktar ise yaklagik
55 milyon dolara ulasmistir. Benzer durumlar Isparta’nin Kovada Vadisi’ndeki meyve
bahgelerinde ve 1988 yilinda Trakya’da yiiriitiillen siine miicadelesi sirasinda da tespit

edilmistir (Unal, 1998).

1.4.3.1. insektisitlerin insanlar Uzerine Olan Etkileri

Insektisitler, uygulandiklarinda dogrudan veya dolayli olarak bitkiye, topraga
ulagsmakta ve oradan yagmur sular ile yikanarak yeralti sularina, akarsulara, gol ve deniz
sularma taginmakta, buralardan da besin zinciri yoluyla insana ulagmaktadir. Pestisitlerin
insanlar lizerindeki toksik etkisi akut ve kronik olmak iizere iki sekilde ortaya ¢ikmaktadir.
Akut toksisite, tek pestisit dozunun bir defada alinmasi sonucu aniden ortaya cikan
zehirliliktir. Daha ¢ok ilaglama yapan kisilerde ya da kazayla pestisitlerin i¢ilmesi sonucu
goriilmektedir. Kronik toksisite ise uzun bir siire i¢inde diisiik dozlarin siirekli olarak
alinmas1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu daha ¢ok tarim iirlinlerindeki ilag kalintilar1 yoluyla
olmaktadir.

Bursa’da 1963 yilinda, parathionla ilaglanmis seftali yiyen 32 kisiden 7’sinin ayn1
giin 6lmesi akut toksisiteye 6rnek verilebilir. insektisitlerin iiretim ve kullanimlar1 sirasinda
meydana gelen is kazalari, bu ilaglarin insan sagligina karsi olumsuz etkilerini ¢ok ¢abuk bir
sekilde gdstermesine sebep olmaktadir. Ornegin, Hindistan’in Bhopal kentinde 1984 yilinda,
ABD’ye ait Union Corbide Sirketi’nin bir fabrikasindan ¢evreye yayilan yaklagik 45 ton
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metil izosiyonat gazi, civardaki 2500 kisiyi uykularinda 6ldiirmiis ve fabrika ¢evresindeki
cok genis bir alan1 yasanmaz hale getirmistir. Aradan 4 yil gectikten sonra dahi, fabrika
cevresindeki koylillerden her yil ortalama 500 kisinin 6lmesi, tehlikenin boyutlarini
gdstermesi agisindan oldukca dnemlidir (Unal, 1998).

Kronik toksisite ise bir kimyasalin akut toksisiteye neden olmayacak kadar diigiik
dozlarda uzun siire alinmasi halinde sicakkanlilarda meydana getirdigi fizyolojik diizensizlik
olarak tanmimlanir (Unal, 1998). insektisitlerle bulasik veya bekleme siiresi bitmeden
insektisit kalintis1 i¢eren bitkisel besinlerin yenmesiyle de kronik toksisite meydana
gelebilmektedir. Diisiik dozlarda alinan bu insektisitlerin insan viicudunda birikimi sonucu,
gelecek kusaklarda neler meydana getirecegini de simdiden tahmin etmek olduk¢a zordur.
Insektisitlerin sinir sistemi iizerindeki enzimlere etkili olusu, dnemlerini bir kat daha
arttirmaktadir. Bugiin 6zellikle fazla miktarlarda kullanilan klorlandirilmis hidrokarbonlarin
insan ve hayvanlarin beyin, karaciger, bobrek ve yag dokularinda toplanarak toksik etkide
bulundugu bilinmektedir (Ecevit, 1988).

Tarimda zararli boceklerin miicadelesinde, uygulamanin kolay olmasi ve kisa siirede
etki gostermesi nedeniyle diger miicadele yontemlerine gore daha ¢ok kimyasal miicadele
tercih edilmektedir. Ancak, zararlilara karsi pestisitlerin bilingsiz kullanimi sonucunda dogal
dengenin bozulmasi, ¢evre kirliligi, yararlt boceklerin olumsuz etkilenmesi ve zararlilarin
bunlara direng kazanmasi gibi birgok problem ortaya ¢ikmaktadir. Buna ilaveten, pestisitlere
coklu ve capraz direng¢ kazanmis zararlilarda ayni veya farkli gruptan ilaglar da etki
gostermemekte ve bocekle miicadele daha da zorlasmaktadir. Zararli boceklerle miicadelede
kullanilan insektisitlerin anlatilan yan etkilerinden dolayi, kimyasal miicadelenin
giiniimiizde miimkiin oldugunca kisitlanmasi ve bunun yerini ¢evresel agidan daha giivenli
olan biyolojik miicadelenin almasi1 gerektigi diistiniilmektedir.

Son 25 yil1 agkin bir siiredir, zararli boceklerle miicadelede yukarida bahsedilen zararl
etkileri nedeniyle kimyasal insektisit kullanmanin yerine alternatif veya destek yontemleri
aragtirtlmaya baglanmis (Bernard ve Jack, 2003) ve bdylece biyolojik miicadele cagi

baslamistir.
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1.4.4. Biyolojik Miicadele

Bilim adamlarinca biyolojik miicadelenin tanimi uzun yillardan beri tartisilmaktadir.
Biyolojik miicadele terimi ilk kez 1919 yilinda Harry Smith tarafindan kullanilmis ve basitce
“zararli popiilasyonlarini dogal diigmanlar1 vasitasiyla baski altina alma veya diizenleme”
seklinde ifade edilmistir. Yazar burada dogal diisman olarak sadece parazitoit, predator ve
patojenleri kastetmistir. Van den Bosch vd., (1982), biyolojik miicadele teriminin hem
“uygulamali biyolojik miicadele” yani “insanlar tarafindan dogal diismanlarin zararlilara
kars1 kullanilmas1” ve hem de “dogal biyolojik miicadele” yani “insanin miidahalesi olmadan
dogada kendiliginden olusagelen baskiy1” ifade etmek iizere kullanildigini belirtmektedir.
DeBach (1974) biyolojik miicadeleyi dogal miicadelenin bir parcasi olarak kabul etmekte ve
ekolojik anlamda “parazitoit, predator ve patojenlerle, herhangi bir zararlinin popiilasyon
yogunlugunu, bu etmenlerin olmadigi zamanki yogunlugundan daha diisiik diizeyde
tutulmasini saglayan diizenlemeler” olarak tarif etmektedir. DeBach (1974) dogal
miicadeleyi ise “dogada canli popiilasyonlarinin belirli bir zaman periyodunda inis ve
cikislarinin bir veya daha ¢ok dogal faktdrler kombinasyonu tarafindan diizenlenmesi”
seklinde tarif etmekte ve bu faktorleri biyotik ve abiyotik olarak iki gruba ayirmaktadir. Bu
faktorler; dogal diismanlar, besin, tiir i¢i rekabet, tiirler arasi rekabet, iklim ve diger fiziksel
faktorler, yer ve yasam alani istekleridir. Gilinlimiizde ise biyolojik miicadele, "zararli
boceklerin yapmis oldugu zarar1 en aza indirmek icin bu boceklerin dogal diismanlarin
kullanma" olarak tanimlanabilir. Dogal diisman terimi, predator ve parazitlerle birlikte
hastalik olusturan mikroorganizmalar1 kapsamaktadir (Peter, 1984). Ancak, boceklerde
hastalik olusturan mikroorganizmalarin kullanimi, genellikle mikrobiyal miicadele olarak
adlandirilir. Biyolojik miicadele, kimyasal miicadelenin tiim olumsuz ydnlerini ortadan
kaldirmas1 bakimindan son yillarda tercih edilmesi gereken bir miicadele yontemi halini
almistir.

Biyolojik miicadelenin bir alt kolu olan mikrobiyal miicadele, zararli boceklerle
miicadelede patojen mikroorganizmalarin kullanilmasini kapsar (Tablo 2). Entomopatojen
olarak adlandirilan bu mikrobiyal miicadele etmenleri (bakteriler, viriisler, funguslar,
nematodlar, protozoonlar) zararli boceklerde hastalik olusturarak bocek popiilasyonlarinin
dengede tutulmasim1 ve zararlarmin en aza indirilmesini saglamaktadir. Bu

entomopatojenlerin biiyiik bir ¢cogunlugu konaga 6zel oldugu i¢in yalnizca miicadele
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yapilmak istenilen organizma {izerinde etkili olur. Bu o&zelligiyle, faydali ve predator
bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedef disi organizmalar iizerinde herhangi bir risk
olusturmaz. Tamamen dogal olmalar1 sebebiyle bu etmenler ekosistemde herhangi bir
kirlilige yol agmaz. Bu ozellikleri, gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik

etmenlerin alacagini gostermektedir.

Tablo 2. Biyolojik miicadelede kullanilan mikrobiyal miicadele etmenleri

Mikrobiyal Patojenler

Miicadele Etmeni

Bakteriler Pseudomonas, Bacillus, Serratia, Photorhabdus, Xenorhabdus.
Virisler Bakiiloviriisler, Entomopoksviriisler, Iridoviriisler, Askoviriisler.
Funguslar Metarhizium, Beauveria, Verticillum, Paecilomyces, Fusarium.
Nematodlar Heterorhabditis, Steinernema.

Protozoanlar Mikrosporlar (Nosema pyrausta, N. locustae)

Biyolojik miicadele, diger miicadele yontemlerine gore dogal dengenin kurulmasina
yardimc1 olmasi, uzun vadede kalici sonuglar vermesi ve nihai hedefe ulastirabilmesi
bakimindan en ¢ok tercih edilmesi gereken miicadele yontemidir (Khan, 2012). Biyolojik
miicadeleyi asil onemli kilan, ekosistemi bozmamas1 ve zararl tiirler iizerinde kalict ve
dinamik bir etki meydana getirmesidir. Bu iki 6zellik diger miicadele yontemlerinde
bulunmaz. Biyolojik miicadele diger miicadele yontemlerine gore, yan etkilerinin olmayzsi,
baslangigta masrafli olsa da ilerleyen yillarda ilk kurulus harcamalarini tolere ederek en az
masrafla en 1yl sonucun alinabilmesine imkan vermesi, etkisini uzun siire devam
ettirebilmesi, zararlilarda dayanikliliga ve bagisikliga yol agmamasi ve zararliy1 direkt olarak
oldiirmekten bagka, iireme giiclinlii azaltma ve gelisiminde dengesizlikler yaratma gibi
dolayli faydalar saglamas1 bakimindan bir¢ok avantajlara sahiptir. Buna karsin esasl bilgi
gerektirmesi, baslangicta risk tagimasi ve neticenin ge¢ alinmasi gibi tolere edilebilecek

dezavantajlar1 bulunmaktadir.
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1.4.4.1. Entomopatojenik Funguslar (EPF)

Entomopatojenik funguslar bocek popiilasyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli role
sahiptir. Bes farkli siif igerisinde farkli bir dizilis gdstermekte olan entomopatojenik
funguslar 6zel bocek tiirlerini enfekte eden zorunlu patojenler, pek cok bocek tiiriinii enfekte
edebilen genel patojenler ve fakiiltatif patojenler olarak gruplandirilabilir. Fungal
epizootikler bazi bocek tiirlerinde yaygin olmasina ragmen, bazi bocek tiirlerinde ise nadir
goriilir (Goettel vd., 2005). Entomopatojenik funguslarin mikrobiyal miicadele etmeni
olarak 100 yili askin bir siiredir kullanilmakta oldugu bilinmektedir (Hall vd., 1982).
Simdiye kadar tanimlanan 700’lin iizerinde entomopatojenik fungus bilinmekte ve
bunlardan bazilar1 biyolojik miicadele etmeni olarak {iretilmekte ve kullanilmaktadir
(Strasser vd.. 2000). Entomopatojenik fungus orjinli yaklasik 150 ticari preparat 2007

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

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

turinu enfekte edebilir.

1.4.4.1.1. 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 {izere dort genis
biyolojik miicadele stratejisinde kullanilabilirler (Eilenberg vd., 2001; Shah ve Pell, 2003).

Entomopatojenik funguslarin klasik biyolojik miicadelede biiyiikk bir kullanim
potansiyeli mevcuttur. Funguslarin klasik ve inokiilatif biyolojik miicadele de kullanimlar1
acisindan pek cok tercih nedeni 6zellikleri vardir. Hizli bir sekilde epizootiklere neden
olabilir, dar konak araligina sahiptir, ¢evrede ve bdcek popiilasyonlarinda uzun siire

varliklarini siirdiirebilirler (Goettel vd., 2005).
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Klasik biyolojik miicadele uzun siireli bir miicadele saglamak amaciyla, biyolojik
miicadele etmeninin dogal olarak bulunmadig: bir yere (genellikle bu organizma konaga
gore zaman icerisinde degisiklige ugramistir istege bagl 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 salinimin
gerektirmektedir (Eilenberg vd., 2001). Klasik biyolojik miicadele programlar1 genelde uzun
stire strdiiriilebilir 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
orneklerdir (Hajek vd., 1990; Pell vd., 2001; Shah ve Pell, 2003).

Inokiilatif biyolojik miicadele ise biyolojik miicadele etmeni olan canli bir
organizmanin, miicadele bolgesine salinarak uzun bir siire zarfinda ¢gogalmasi sonucu zararl
bocegi kontrol altina almasidir. Fakat, bu miicadele kalici degildir. Bu uygulama
stratejisinde salinan organizmanin sayisi 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. Bocek 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 ¢ogalmasi ve uzun siireli
bir miicadele elde eldilmesiydi (Keller, 1997; Eilenberg vd., 2001). Bununla birlikte,
Entomophaga maimaiga Amerika’da Lymantria dispar popiilasyonlarinda epizootik
basglatmak 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¢in
genellikle biiylik miktarlarda salinir ve ikinci bir enfeksiyon beklentisi yoktur (Shah ve Pell,
2003). Siklikla biyopestisit, biyolojik pestisit veya mikopestisit olarak bilinen terimler

funguslar ile yapilan inundatif biyolojik miicadeleyi tanimlamak i¢in kulanilmaktadir
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(Goettel vd., 2005). Hyphomycetes funguslar inundatif biyolojik miicadele agisindan biiyiik
bir 6neme sahiptir. Ciinkii kitle iiretimleri ve formiilasyonlar1 nispeten kolaydir ve
geleneksel sprey uygulamalariyla kolaylikla uygulanabilmektedirler. Pek ¢ok ticari iiriin
farkli tarim alanlarinda zararlilar ile miicadelede kullanilmaktadir. Bunlarin bazi 6rnekleri
Tablo 3’de verilmistir (Shah ve Pell, 2003; Strasser vd., 2000; Cross vd., 1999; Lacey ve
Goettel, 1995; Montesinos, 2003; Scholte vd., 2004; Milner, 2000).

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

aliman entomopatojenik funguslar

Fungus Uriin Zararh Ulke
Beauveria bassiana Conidia Kahve kurdu Almanya
beyaz sinekler, afidler,
Beauveria bassiana Mycotrol WP Kirpik kanatlilar Amerika
Beauveria brongniartii Engerlingspilz Mayis bocegi Isvigre
Beauveria brongniartii Schweizer Beauveria ~ Mayis bocegi Isvigre
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 - Kur tirtils (L. dispar) -
Hirsutella thompsonii - Akarlar -
Lagenidium giganteum Laginex Sivrisinekler Amerika
Metarhizium anisopliae ~ BioBlast Termitler Amerika
Gliney
Metarhizium anisopliae ~ Green Muscle Cekirgeler Afrika

Konzervatif biyolojik miicadele ise zararli bocegin etkisini azaltmak i¢in ¢cevresel veya
mevcut uygulamalarda degisiklikler yaparak alanda bulunan dogal diismanin veya diger
organizmalarin korunmasidir (Eilenberg vd., 2001). Bu stratejide etmen salinimi yoktur

fakat, tarim sistemleri ve uygulamalar1 dogal olarak mevcut olan diismani korumak veya
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sayisint arttirmak icin modifiye edilir. Bu sayede zararli bocek popiilasyonunun zarar
esiginin altinda tutulmas1 amaglanmaktadir (Goettel vd., 2005). Bu uygulamada ilk 6rnek,
Neozygites fresenii’nin Amerika’da bulunan pamuk tarlalarindaki uygulamadir. Ciftciler
topladiklar1 afidlerin %15’inin bu fungusla enfekte oldugunu bulduklar1 zaman mevcut
patojeni korumak ig¢in herhangi bir insektisid uygulamasi yapmadilar. Boylece, hem
zamandan hem de paradan tasarruf ederek, ¢evresel kontaminasyonu azaltarak yararh
bocekleri de korumus oldular (Shah ve Pell, 2003; Pell vd., 2001).

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

konumundadir (Ali Niazee, 1998).

1.4.4.1.2. Fungal Sporlarin Konaklariyla iligkisi

Entomopatojenik funguslarin yasam dongiileri ¢ogunlukla konaklarinin gelisme
safthalar ile es zamanli olarak gerceklesmektedir (Shah ve Pell, 2003). Fakat, pek ¢ok
entomopatojenik fungus, hayat dongiilerinde bircok benzerlige sahiptir (Roy vd., 2006).
Bakteri ve viriislerden farkli olarak, funguslar konaklarini yalnizca bagirsaktan degil, ayni
zamanda boceklerin solunum deliklerinden ve integumentin yiizeyinden de enfekte edebilir.
Bu 6zellik entomopatojenik funguslar1 boceklerin beslenme aktivitelerinden bagimsiz olarak
dogrudan enfekte edebilecegi gergegini dogurmaktadir (Ferron, 1978). Bu durum bitkilerin
0zs1vist (basta afidler) veya hayvan kani ile beslenen boceklerin mikrobiyal miicadelesinde
entomopatojenik funguslara 6nemli avantajlar saglamaktadir (Lacey ve Goettel, 1995).
Entomopatojenik funguslarin yasam dongiilerinde ilk olarak fungus enfektif bir spor tiretir
ve bu spor konagin kiitikulasina tutunarak penetre olur. Penetrasyondan sonra spor
¢imlenerek germ tiipilinii olusturur ve bunu takiben appressorium olusumu meydana gelir.
Bu penetrasyon islemi siklikla integiimentin enfeksiyon bdlgelerinde melanizasyon
reaksiyonuna yol agmaktadir (Ferron, 1978). Melanizasyon siklikla ge¢ olur veya yeterli
biiyiikliikkte olur. Bu da patojenin yavag biiylimesini veya giiciinii durdurmasina yardimec1
olur (Hajek ve Leger, 1994). Bundan sonra, fungus konagin hemoseline ulasarak konag:
istila eder ve konagi toksin tiretimi veya ¢cogalma gibi nedenlerle 6ldiiriir. Uygun kosullar
altinda bocegin 6limiinden sonra, fungus konaktan disar1 dogru sporlasmaya baglar ve bu

sporlagsma ya da konidiyogenezis kadavranin dis ylizeyinde meydana gelir (Goettel vd.,
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2005; Shah ve Pell, 2003). Alternatif olarak, fungus primer konagin olmadig1 zamanlarda
taksonomik olarak birinci derecede iliskili bir bagka konagi enfekte edebilir. Benzer olarak,
alternatif konagin enfeksiyonundan sonra konak 6liir ve tiretilen sporlar primer iligkili diger
bireyleri enfekte edebilir. Bunun haricinde, enfeksiyon i¢in uygun olmayan cevresel
kosullarda, fungus, bu kosullara dayanikli dinlenme yapilarini (resting spores) olusturur. Bu
yap1 ¢evrede konak olmadigi zaman uzun bir siire varligini siirdiirebilmektedir. Dinlenme
yapilarinin kendisi enfektif 6zellige sahip degildir. Fakat yeniden enfektif spor olusturabilir.
Sporlagsmadan sonra ¢evreye yayilan sporlar bagka konaklar1 enfekte eder. Normal olarak bu
yagsam dongiisiiniin pek ¢ok istisnalar1 bulunmaktadir. Fakat onemli olan ¢evresel faktorlerin

fungusun iiremesi ve hayatta kalmasi i¢in son derece dnemli olmasidir. (Goettel vd., 2005).

1.4.4.1.3. Fungal Enfeksiyon

Entomopatojenik funguslar diger bocek patojenlerinden farkli olarak konagin
integiimentinden enfeksiyon yapabilirler. Bu nedenle, konak tarafindan yenilme gerekli
degildir ve enfeksiyon ¢igneme yapan bocekler ile sinirlt kalmaz (Fuxa, 1987). Genellikle
eseysiz olarak ilireyen sporlar enfeksiyondan sorumludur ve enfeksiyondaki baslangi¢
asamasi pasif veya spesifik olmayan tutunmadir (Castrillo vd., 2005; Shah ve Pell, 2003).
Bu adim bocegin kiitikulasina temas i¢in birgok farkli yol icermektedir. Ornegin, Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae ve Nomurae rileyi durumunda, tutunma islemi sporlarda
yer alan i1yi organize olmus fasikiil rodletler ve bocek kiitikulasi arasindaki hidrofobik
iliskinin sonucu olarak meydana gelir. Sucul ortamlarda yasayan entomopatojenik
funguslarda ise tutunma islemi zoosporlarin kese olusturmasi ile takip edilir (Castrillo vd.,
2005). Tutunma islemini takiben, sporlar konagin ¢esitli bariyerlerinin iistesinden gelmek
i¢in fungusa yardimc1 olan appressorium yapisini olusturmak i¢in ¢imlenmeye baslar (Hajek
ve Leger, 1994). Bundan sonra, ¢imlenmis spor kiitikulanin igerisine penetre olur.
Penetrasyon safhasinda, proteaz, kitinaz ve lipaz gibi kiitikulay1 parcalayan bazi enzimler
konaga giriste 6Gnemli rol oynamaktadir (Clarkson ve Chamley, 1996). Penetrasyonu takiben,
hemoselin igerisindeki filament6z fungus yapilart maya benzeri hifal yapilara veya
protoplastlara (blastospor) gecis yapar. Bu yapilar hemolenf igerisinde dolasirlar ve
tomurcuklanma ile gogalirlar. Daha sonra tekrar filamentoz yapilara gegis yapilarak fungus

i¢ dokular1 ve organlari istila eder ve sonunda bocek oliir (Castrillo vd., 2005). Son olarak,
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fungus 6lmiis bocek iizerinde sporlagir ve yeni olusmus sporlar baska bir konagi enfekte
edebilir. Uygun kosullar altinda, bu durum ayni sekilde devam eder. Fungal enfeksiyon

isleminin ayrintili semas1 Sekil 4’de verilmistir.

Penetrasyon
kancasi

Kiitikula

ikincil hifal
yapilar

3 @ @D Hemosel

Blastospor

Sekil 4. Bocek kiitikulasindaki fungal enfeksiyon basamaklarinin gdsterimi. 1.
Bocek kiitikulast ve spor arasindaki fiziksel temastan sonra fungusun
konag1 tanimasi spor ¢imlenmesini ve appressorium olusumunu baglatir.
2. Penetrasyon kancas1 ve c¢esitli hifal yapilar kiitikulay1 ve epidermisi
gecer. 3. Fungusun hemosele girmesinden sonra blastospor olusumu
baslar ve fungus konagi istila eder (Castrillo vd., 2005).

1.4.4.1.4. Entomopatojenik Funguslarin Etki Mekanizmasi

Entomopatojenik funguslar, farkli metabolitler iireterek konaklarini bircok farkl
sekilde oldirmektedir (Zimmermann, 2007b). Kimyasal olarak farkli toksik metabolitler
Beauveria, Fusarium, Gliocladium, Metarhizium, Paecilomyces ve Verticillium gibi
biyolojik miicadele etmenlerinde tanimlanmistir. Bu metabolitlerden bazilarimin 6nemli

patojenite etmenleri oldugu bilinmektedir (Strasser vd., 2000). Simdiye kadar birgok
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aragtirmact Beauveria spp. ve M. anisopliae tarafindan iretilen metabolitler iizerine
odaklanmistir. Ciinkii bu iki fungus en 6nemli mikrobiyal miicadele etmenleridir. Bazi
entomopatojenik funguslar tarafindan iiretilen bazi metabolitler Tablo 4’de verilmistir

(Zimmermann, 2007a; Zimmermann, 2007b; Strasser vd., 2000).

Tablo 4. Entomopatojenik funguslar tarafindan iiretilen baz1 metabolitler

Fungus Metabolitler

) _ Beauverisin, bassianin, bassianolide, beauverolidler,
Beauveria bassiana ) ) o S
tenellin, oosporein, oksalik asit, bassiakridin

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 liretmektedir (Zimmermann 2007a). Ayrica,
destruksinler (28 tip), sitokalasin C ve hidroksifungerin A ve B gibi metabolitler ise
Metarhizium spp. tarafindan iretilmektedir. Simdiye kadar entomopatojenik funguslarin
hastalik sirasinda herhangi bir toksini tiretip iiretmedikleri veya viriilans i¢in toksin gerekip
gerekmedigi belirlenmemistir. Quesada-Moraga ve Vey (2003) B. bassiana’nin ¢ekirgelere
karsi1 patojenik olmasi icin toksin Uretimine gerek duymadigini belirtmistir. Bazi
durumlarda, toksin iiretiminden siiphelenilmesine ragmen, kesin olarak belirtiimemektedir.
Coelomycidium, Coelomomyces cins ve Entomophthoralean ordosuna ait bir kisim funguslar
baz1 ¢ok zayif toksinlere sahip olabilir. Fakat, biiyiik ihtimalle, bu funguslar konaklarini
hayati dokular istila ederek dldiiriirler (Goettel vd., 2005). Ilave olarak, fungal enfeksiyon
konak hareketlerinde ates artmasi, yiiksek yerlere ¢ikma, aktivitede artis veya azalma,
semikimyasallara kars1 azalmis cevap ve iireme davranislarinda degisme gibi degisiklikler

meydana getirebilir (Roy vd., 2006).
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1.4.4.1.5. Entomopatojenik Funguslarin Biyopestisit Olarak Gelistirilmesi

Biyopestisidlerde oldugu gibi mikoinsektisidlerin etkinligini etkileyen pek ¢ok faktor
vardir. Bunlar yavas 6ldiirme hizi, orta diizeyde etkinlik, zayif depolanabilirlik, uygulama
sonras1 alanda kalma siiresinin az olmasi ve iiretim maliyetleri en Onemlileri olarak
sayilabilir. Fakat, sus se¢imi, genetik miithendisligi, formiilasyon ve uygulama teknikleriyle
bu tiir problemlerin iistesinden gelinebilir (Goettel vd., 2005).

Gegtigimiz 50 yil zararli bocek popiilasyonlari, yabani otlar ve bitki hastaliklari ile
miicadelede fungal patojenlerin kullanimi1 genis bir arastirma alani olusturmustur ve bu
arastirmalar ulasilabilir pek ¢ok ticari preperatin marketlerde yer almasi ile sonuglanmistir
(Butt vd., 2001; Charudattan 2001; Wraight vd., 2001; Fravel 2005; Faria ve Wraight 2007).
EPF’lardan gelistirilmis ticari preperatlar, genellikle yliksek miktarda enfektif fungal
propagullerin zararli bocek popiilasyonlarinin yogun oldugu ortamlara uygulanmasi esasina
dayanan, inundasyon kontrol yaklagimi kullanilarak, zarar diizeyini minimuma indirmeyi
amaglar (Eilenberg vd., 2001).

Fungal bir biyolojik miicadele etmenini formiile etmek ve bunu iirline doniistiirmek
olduke¢a hassas bir konudur. Biyolojik miicadele etmeni maliyeti diisiik, uygulamasi kolay,
raf Omrlii uzun ve arazi kosullarinda zararli bdcek popiilasyonlarinin kontrol altina
alinmasinda tutarli olmalidir. Bu niteliklerden herhangi birinin eksikligi biyolojik miicadele
etmeninin ticari preperata doniistiiriilmesi asamasinda basarisizliga neden olabilir. Uriiniin
maliyeti ve depolanmasi esnasindaki kararlilik, formiilasyonun gelistirilmesinde olumlu
sonuglar elde edilmesini saglar. Genellikle bu tiretim hedefleri tutarli sonuglara varabilmek
ve zarar diizeyini minimuma indirmek i¢in ekolojik ve cevresel kosullarla catisma
halindedir. Baska bir deyisle zararli bocekler ile tarimsal sistem arasinda iliskiyi yonetmek
i¢in, zararlilarla miicadelede formiile edilmis iirtiniin tek basina degil, entegre miicadele
yontemleriyle birlikte kullanilmas1 gerekmektedir (Shah ve Pell 2003; Lacey ve Shapiro-
Ilan 2008).

Gilintimiizde 150’yi agan fungal ticari preperat gelistirilmistir. Bu iirlinlerin %75’ inden
fazlas1 Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea ve B. brongniartii
tiirlerinden gelistirilmistir (Faria ve Wraight 2007). Bu iiriinlerden 2-3 tanesi kat1 substrat
yiizeyinde biiyiitiilmiis B. bassiana ve M. anisopliae’ya ait hazir konidialardan olusmaktadir.

Hem B. bassiana hem de M. anisopliae zengin kat1 besin ortamlarinda biiyiitiildiikten sonra
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elde edilen aerial konidilerinin yiiksek etkinlikleri sebebiyle genis bir konak spektrumuna
sahiptir (Jaronski, 1997). Ticari preperat iiretiminde konidialarin kullanilmas1 dogal enfektif
propagul olmalarindan dolay1 garanti sonuglar verir. Ancak konidialarin uygulandigi
tarimsal alanlardaki farkli ekolojik ve ¢evresel faktorler her zaman dogru se¢im olmayabilir.
Ornegin . fumosorosea konidialarmin oda sicakligindaki raf dmrii ayni tiiriin blastosporlari
ile karsilastirildiginda konidialarin, blastosporlara oranla daha dayanikli oldugu goriiliir
(Vega, 1999).

Muhtemel fungal izolatlarin iiretim ve formiilasyon stratejileri gelistirilirken ¢evresel
faktorler ve ekolojik kosullarin getirdigi sinirlamalar mutlaka g6z 6ntinde bulundurulmalidir
(Vega, 2009). Biyoteknolojik acidan bakildiginda, farkli fungal propaguller besin icerigi ve
cevresel kosullar degistirilerek kati substratlarda ve derin fermentorlerde yetistirilebilirler.
Benzer sekilde fungal propagullerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degistirilerek, farkl
cevresel kosullara uyum saglayip, daha yiiksek oranda insektisidal aktivite gosterebilmeleri

icin farkli formiilasyonlar da gelistirilebilir.

1.4.4.1.6. Sus Se¢imi

Entomopatojenik  funguslar genellikle genetik olarak heterojen suslardan
olusmaktadir. Bu suglar zararli boceklere karsi virulans gibi 6nemli karakteristik 6zellikler
bakimindan farklilik gostermektedir. Bu nedenle, zararliya karsi en virulent susun se¢imi
entomopatojenik funguslarin etkinliginin artirilmasinda 6nemli bir rol oynayabilir. Bundan
baska, ¢cevresel kosullarda daha fazla devamlilik saglayan diger baz1 6nemli 6zellikler de sus
seciminde kullanilabilir. Fungal bir biyolojik miicadele etmeninin arastirilmasinda yaygin
olarak kullanilan ilk adim patojenitesi en yiiksek susun se¢imidir (Goettel vd., 2005). Sus
seciminde kararliligin in vitro ortamda siirdiiriilmesi, endiistriyel Olgekli biyopestisit
tretiminde 6nemli rol oynar. Kararlilig1 etkileyen bir diger faktor ise entomopatojenik
funguslarin yapay besiyerindeki ardisik pasajlarinda virulansin azalmasi yoniindeki
egilimidir (Shah ve Butt, 2005; Losch vd., 2010). Kararli suslar birkag generasyon boyunca
virulansint muhafaza edebilirken, kararli olmayan suslar birkag pasaj sonrasinda virulansini
biiyiik 6l¢iide diisiirmektedir (Butt, 2006; Losch, 2010) (Tablo 5). Bu sebepten dolay1 verimli

iirlin gelistirilmesi noktasinda kararli sus se¢cimi oldukca dnemlidir.
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Tablo 5. Entomopatojen funguslarin kararliligi: Ardisik pasajlamanin virulansa etkisi (Butt,

2006)
Patojen In vitro pasajlama Enfekte bocekten itibaren Referans
stabilitesi pasajlama stabilitesi
Beauveria Bezelyg yaprak biti ile . Ai 1979
bassiana - enfeksiyonun ardindan virulansta Izawa 1972.
artis.
E’;g;;?}ga Virulansta diisiis. - Samsinankova
vd., 1981.
Beauveri . - Oryctes rhinoceros larvalarinin
b;sstgaﬁaa zlggsli?lsiﬂerhangl bir effeksiyonunun ardindan Latch, 1976.
' patojenitede artis yok.
16 ardigik pasajlamanin
Beauveria ardindan, Leptinotarsa Schaerffenberg
bassiana decemlineata iizerinde i 1964.
virulansinda diisiis.
Galleria mellonella larvalarina 3 Hartman ve
Conidiobolus i kez enfeksiyonun ardindan, Wasti
coronatus Porthetria dispar larvalarinin ’
. 1974.
6liim oraninda artis.
Metarhizium Virulansta kavi i Al-Aidroos ve
anisopliae a Kayip Seifert, 1980
Metarhizium _ Orycte§ rhinoceros laryalarma Latch. 1965
anisopliae Virulansta kayip enfeksiyonun ardindaki 3. veya 5. aten, -
pasajlardaki patojenitede artis yok.
Virulansta kayip, beyaz
Metarhizium  Veya sar1 sporlar ve Kromozom hasarindan dolay1 Wang vd.,
anisopliae sporilizasyonda diisiis, virulansin restorasyonu 2003
kiictik kromozomlarda saglanamiyor. '
kayip.
Virulansin restorasyonu duyarl bir
Metarhizium  Virulansta kayip, beyaz ~ konaga (Orn; Tenebrio molitor Shah vd.,
anisopliae veya sar1 sporlar ve ve Galleria mellonella larvalari) 2005
sporilizasyonda diisiis. enfeksiyonun ardindan pasajlama '
suretiyle saglanabilir.
Metarhizium  9sRNA mycoviriislerinin ~ Enfekte kenelerden izole edilen Frazzon vd.,
anisopliae bulunmadig kiiltiirler kiiltiirler, in-vitro kiiltiirlerden 2000
daha infektif. daha infektif. '
. Virulansta kay1p, seyrek Uygun konukcguya on feksiyonun Kawakami,
Paecilomyces sel bitviimesi ardindan pasajlandiginda,
farinosus fmise’ buyumest, virulansin restorasyon 1960.
sporilizasyonda diisiis. < .
saglanabilir.
98 ardisik pasajlamanin
- ardindan Macrosi- Konukgu enfeksiyonunun ardindan
?gil;[:ﬁ:"um phoniella elde edilen ilk pasajin virulansinda Hall, 1980.

sanborni tizerindeki
virulansinda diigiis yok.

herhangi bir degisiklik yok.

Fungus sporlar1 konaklarinin 6ncelikle kutikulasini istila ederek igeriye girmeye

calisirlar. Bu giris sekli bitki patojeni funguslarla benzerdir ve mekanik basing ve enzimatik
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bozulmanin bir kombinasyonu sonucu olustugu diisiiniilmektedir. Entomopatojenik fungus
sporlar1 kutikula komponentini degrede etmede kullanacagi bir¢ok enzime sahiptir ve bu
enzim ¢esitliligi virulansin cinsten cinse hatta sustan susa dahi farklilik géstermesine neden
olur. EPF’larin bocek patogenezinde bilinen ¢esitli proteolitik enzimler vardir. Bu enzimler
kutikula degredasyonunda, hemolenfteki profenol oksidasyonunun aktivasyonunda ve
virulansta gorev alirlar. Protein degredasyonunda gorev alan enzimler proteazlar,
kollegenazlar ve Prl gibi kimoelastazlardir. Bunlardan baska entomopatojen fungus
sporlarinin bécek kutikulasina penetrasyonu esnasinda esteraz ve ekzokitinaz aktivitesi,
fungal ve kutikula iceriginin desorbsiyonu sonrasinda tespit edilmistir (St Leger vd., 1987).
Funguslarin virulans farkliligin1 agiklamak igin bu enzim g¢esitliliginin belirlenmesi
gerekmektedir. Ratault ve Vey (1977) yaptig1 bir ¢alismada M. anisopliae’nin Orycetes
rhinoceros’nin  kutikulasina girisi esnasinda 6zel olmayan esteraz ve ekzokitinaz
enzimlerinin aktif oldugunu goérmiistiir. Michel vd. (cited in Fargues, 1984)’nin yaptigi
kapsamli bir ¢aligmada ise B. bassiana’nin Galleria mellonella larvasina girisi esnasinda
olusan konidia ve penetrasyon kancasinda lipaz/esteraz ve ekzokitinaz enzimlerinin aktif
oldugunu gostermistir.

M. anisopliae konidileri hiicre duvarinda Pr1 olarak adlandirilan subtilisin benzeri bir
proteaz bulundurur. Bu enzim kutikulanin degredasyonunda, dolayisiyla virulansin
belirlenmesinde 6nemli rol oynar (Leger, 1987; Shah ve Butt, 2005). Prl enzimi bocek
kutikulas1 varliginda indiiklenen, besin yetersizligi durumunda da c¢alisan ancak asir1 besin
varliginda baskilanan bir enzimdir (Wang, 2002). Bu enzim bdcek kadavralarinda
konidilerin ¢imlenmesi esnasinda yeniden diizenlenirler (Small ve Bidockka, 2005). Kirik
piring, yapay besiyeri veya bocek kutikulasi gibi farkli substratlar iizerinde ardigik
pasajlamalar sonucunda elde edilen Prl geninin virulans tzerine etkisi heniiz
aciklanamamistir. Daha 6nce Shah vd., (2007) ve Hutwimmer vd., (2008)’nin yaptiklari
caligmalarda ardisik pasajlama isleminde oldugu gibi farkli konsantrasyonlardaki besin
igeriklerinde Pr1 enziminin aktivitesine bagli olarak virulansin degistigi goriilmuistiir.

Virulansin azalmasindan bagka ardisik pasajlarda fenotipik dejenerasyon ve
fizyolojik degisiklikler de EPF’larin {irlin olarak gelistirilmesi noktasinda dikkat edilmesi
gereken parametrelerdir. EPF’larin yapay besiyerinde ardisik pasajlanmalar1 sonucunda
renk degisimi, spor iiretiminde azalmalar, germinasyonun yavaslamasi, fertil olmayan alan

olusumu gibi fenotipik degisiklikler goriilmektedir. Ticari biyopreperatlarda implikasyon
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olusumu istenmeyen bir durumdur ve bu duruma sebep olan en 6nemli etkenlerden biri
ardisik pasajlanan kiiltiirlerde meydana gelen fertil olmayan alanlardir. Fertil olmayan alan
olusumunun sebebi genellikle mutasyon, transpozonlar ve dsRNA mikoviriisleri ile
aciklanir (Becker vd., 2003). Fertil olmayan alanlarda bazi metabolitlerin ve sporlarin
dretimi ilk kiiltiire gore daha diistiktiir (Chu vd., 2002). Bu sebeple fertil olmayan alani
iceren kiiltiirlerden iiretilen formiilasyonun spor iiretimi diisiik olacagindan, bu duruma
paralel olarak virulansi da diisiik olacaktir. Bu durumda formiilasyonun uygulandigi
alandan diisiik oranda verim elde edilecek bu da istenmeyen durumlarin olugsmasina neden
olacaktir. Hall (1980) ve Vadenberg ve Cantone (2004)’lin yaptiklari c¢aligmalarda
Verticillium lecanii ve Paecilomyces fumosoroseus tiirlerinin ardisik pasajlanmalari
sonucunda fenotiplerinin degistigini ancak virulanslarinda herhangi bir degisikligin
olmadigini rapor etmislerdir. Marrow vd. (1989) yaptig1 bir calismada ise Nomuraea
rileyi’nin ardisik pasajlarinda fenotipin degistigini ve bu fungusun maya benzeri hifal
yapilart olusturma ve kadavra iizerinde sporlanma oraninda diislis oldugunu belirtmistir.
Daha once yapilan calismalar larval bir konak, fungal sporlar ile enfekte edildiginde ve
konak tarafindan hizli bir hiicresel savunma mekanizmasi uyarildiginda, misellerin olusum
fazinin, hif olusum fazinin aksine enfektif olmadigini gosterdi (Butt vd., 2006).
Dejenerasyona ugramig kiiltiirler iiriin gelistirilmesi noktasinda, iiriiniin ilgili konaga
adaptasyonunda diisiise sebep olacagindan iiriin kalitesinde istenmeyen sonuglara sebep
olabilir. Ayrica bu durum biyoassay calismalarinda yiiksek LC50 dozlarmin ortaya
cikmasinin sebebini de agiklamaktadir. Kisaca fenotipik degisiklikler virulansin
azalmasinda etkili olup, liriin gelistirmek i¢in secilen susun ardisik pasajlarinda kararlilig

test edilmesi gereken bir parametredir.

1.4.4.1.7. Formiilasyon ve Uygulama Stratejileri

Entomopatojenik funguslar hala kisa raf omrii gibi bazi uygulama zorluklarina
sahiptir. Fakat, uygun formiilasyonlarin gelistirilmesiyle bu zorluklarin {stesinden
gelinebilir. Uygun formiilasyonun kullanilmast uzun raf omrii ve fungal yapilarin
devamlilig1 agisindan 6nemlidir. Formiilasyon etmen ile uyumlu olmali, onun performansin
arttirmali ve ideal olarak normal tarimsal uygulamalar ile birlikte yapilabilmelidir. ilave

olarak, formiilasyon giivenli, kullanim1 kolay ve uygulama, depolama ve dagitim sirasinda
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etmenin canliligini muhafaza etmelidir (Boland ve Kuykendall, 1998). Kitle iiretimini
takiben, graniiler ve sprey (sulu ve yagli) gibi farkh tiirlerde formiilasyonlar kullanilabilir
(Leland, 2001). Bunlardan baska M. anisopliae ve B. bassiana tiirleri, inokiile edilecek
biyomasin sivi kiiltiirde elde edildikten sonra, genellikle piring ve arpa gibi ekonomik kati
yiizeylerde biiyiitiilmesi esasina dayanan difazik tliretim yontemi kullanilarak kolaylikla
tirtine dontistiiriilebilirler (Ansari ve Butt, 2011).

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

Sprey seklinde formiilasyonlar ise graniiler formiilasyonlara gore daha yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Giines radyasyonundan mikrobiyal pestisidleri korumak i¢in siv1
formiilasyonlar dort ana yaklagim cercevesinde kullanilmaktadir. (1) Yag tasiyicilar ile
yagda ¢ozilinebilen giines kremlerinin kullanilmasi. (2) Yag-su karisimi emilsiyonlarin
kullanilmasi. (3) Su tasiyicilart ile engelleyicilerin veya askida kalan emicilerin veya suda
coziinenlerin kullanilmasi. (4) Su tasiyicilan ile kapsiiller igerisinde kullanim (Leland,
2001). Son zamanlarda, LUBILOSA programi ile yag temelli formiilasyonlar basarili bir
sekilde kullanilmaktadir (Lomer vd., 2001).

1.5. Tezin Amaci

Bu doktora ¢alismasinin amaci, iilkemiz orman ve tarim alanlarinda énemli zararlar
olusturan toprak alt1 zararlilar ile miicadelede etkili, giivenli, ekonomik ve ¢evreye duyarli
bir yerel fungal miicadele etmeninin segilmesi ve se¢ilen etmenin graniil formiilasyonu

halinde gelistirilmesidir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahismada Kullanilan Funguslar

Calismada kullanilan funguslarin 6zellikleri Tablo 6’da 6zetlenmistir. Belirtilen bu
Metarhizium cinsine ait suslar farkli zamanlarda, farkli zararhilar tizerinde gosterdikleri
yiiksek 6ldiiriicii etkileri sebebiyle se¢ilmistir. Calismada, Karadeniz Teknik Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Labaratuvari kiiltiir koleksiyonunda
bulunan ve farkli ortamlardan izole edilmis 9 adet Metarhizium anisopliae susu kullanildi
(Tablo 6).

Tablo 6. Calismada kullanilan Metarhizium cinsine ait farkli suslar

Izolat Kaynak Etkili Olduklar1 Zararhlar Referans
Amphimallon Ips sexdentatus Basilmamis
As-1 solstitialis Ips typographus veri
Amphimallon Ips sexdentatus Basilmamisg
As2 solstitialis Ips typographus veri
Amphimallon Ips sexdentatus Basilmamisg
As-18 solstitialis Ips typographus veri
Gryllotalpa gryllotalpa Sénmez
Gg-12 Gryllotalpa Leptinotarsa decemlineata vd., 2016
gryllotalpa Corythucha arcuata
Corythucha ciliata Sevim vd.
KTU-21 Toprak Corythucha arcuata 2010b
(117) Plagiodera versicolora
Corythucha ciliata Sevim vd.
KTU-60 Toprak Corythucha arcuata 2010b
(269) Plagiodera versicolora
Corythucha ciliata Sevim vd.
KTU-2 Tobrak Corythucha arcuata 2010b
(Ardesen) P Plagiodera versicolora
Corythucha ciliata Sevim vd.
KTU-40 Toorak Corythucha arcuata 2010b
(53) P Plagiodera versicolora
Corythucha ciliata Sevim vd.
KTU-51 Toprak Corythucha arcuata 2010b
(4GimA) Plagiodera versicolora
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2.2. Adi Mayis Bocegi (Melolontha melolontha L.) Orneklerinin Toplanmasi ve
Laboratuvarda Beslenmesi

Dogu Karadeniz Bolgesi orman ve tarim alanlarinda gesitli zararlar olugturan Adi
mayis bocegi larvalar1 2013 Kasim-Aralik ve 2014 Subat-Mart aylarinda findik ve orman
agaglar1 koklerinden ¢apa ve balta yardimiyla ¢ikarilarak toplandi ve yeterince
havalandirma ag¢ikligi bulunan plastik kaplara konularak laboratuvara getirildi. Saglikli M.

melolontha larvalari tarama testlerinde kullanilmak {izere tekrar elemeden gegirildi.

2.3. Tarama Testi

Patojenite testlerinde kullanilan fungal izolatlarm 1 x 10°® spor/ml’lik stok
soliisyonlarindan Sabouraud dextrose agar (SDA) besiyeri iizerine 100 pl yayma ekim
yapild1 ve 25 °C’de 2-3 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Biiylime peryodunun sonunda,
tek koloniler segilerek baska bir SDA besiyerine transfer edildi ve 25 °C’de 4 hafta
boyunca inkiibe edildi. Bu siire sonunda, petri tizerine 10 ml steril %0,01°’lik Tween 80
eklendi ve cam baget ile kazinarak sporlar agar yiizeyinden koparildi. Spor siispansiyonlar1
iki kath tiilbent ile 50 ml’lik steril Falkon tiiplerine siiziilerek misel ve agar parcalarinin
uzaklastirilmasi saglandi. Elde edilen siispansiyonlar 5 dakika vortekslenerek homojen hale
getirildi. Sporlar Neubauer hemositometre ile sayildi ve belirlenen konsantrasyonlara

ayarlandi.

Sporlarin yasayabilirligi, 100 ul spor siispansiyonun SDA agar iizerine yayma ekim
yapilmasi ve 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra ¢imlenme 6zelliginin belirlenmesiyle test
edildi. Germ tiipii spor ¢apindan biiyiik olan sporlar ¢gimlenmis olarak kabul edildi. Bunun

sonucunda %95 oraninda ¢imlenen sporlar patojenite testlerinde kullanildi.

Saglikli M. melolontha larvalari, 1 x 107 spor/ml konsantrasyondaki spor
slispansiyonu igerisine daldirildi ve 2-3 sn. bekletildi. Kontrol grubu ise steril %0,01°1lik
steril Tween 80 ile inokiile edildi. Inokiilasyondan sonra larvalar, steril kum igeren plastik
kutularin (10 x 10 x 7 c¢m) igerisine konularak 20 °C’de 12:12 (I:K) 151k periyodunda 15
giin boyunca inkiibasyona birakildi. Biitiin kutular 15. giinde incelenerek O6lii bulunan
larvalar sayildi ve yiizde 6liim degerleri hesaplandi. Yiizde mikoz degerini hesaplamak icin
ise Ol larvalar %1’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisiyle yiizey sterilizasyonu yapildiktan

sonra 3 kez steril distile su ile yikandi ve steril nemli filtre kagidi i¢eren petrilere alindi.



33

Sporlanan larvalar sayilarak yiizde mikoz degerleri hesaplandi. Biitiin deneyler 3 tekrarli

olacak sekilde tasarlandi.

2.4. Funguslarm Pr1 Gen Iceriginin Belirlenmesi

Bircok fungal patojen gibi, bdcek patojeni olan Metarhizium anisopliae de
konuk¢unun zengin besin igerigine sahip hemolenfine ulagsmak amaciyla kutikulasini
degrede etmek i¢in enzim ve mekanik giiclerin kombinasyonlarini kullanir. Kutikulay1
degrede eden en 6nemli enzimlerden biri subtilisin benzeri Prl enzimidir (Wang, 2002).
Bu enzim dogrudan bocek kutikulasini pargalamak tizere adapte olmustur. Penetrasyonun
erken asamalarinda konak¢i kutikulast boyunca ultrastriiktiirel olarak lokalizedir ve

ekstraseliiler aktivite gosterir.

Calismada farkli kaynaklardan izole edilen 9 fakli Metarhizium susunda virulansi
artirict etkiye sahip Prlgeni taramasi yapildi. Gen igeriginin belirlenmesi ic¢in Once
izolatlardan genomik DNA izolasyonu, ardindan uygun primerler ile nested PCR yontemi

kullanilarak istenilen gen bolgeleri ¢cogaltildi.

2.4.1. Fungal DNA’min izolasyonu

Molekiiler caligmalarda kullanilacak izolatlardan DNA izolasyonu yapmak i¢in
oncelikle funguslarin SDA besiyerine ekimleri yapildi ve 28°C’de 1 haftalik siire ile
inkiibasyona birakildi. Biiyliyen funguslardan yaklasik 50 mg agirhiginda doku kesilerek
alindi. Doku lisis tiiplerine transfer edildikten sonra iizerine 750 pl lisis solusyonu
eklenerek doku pargalayici i¢inde homojenize edildi. Doku pargalayicidan alinan tiipler
10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Pipet yardimiyla siipernetant kistmdan 400 pl
almarak filtrasyon tiiplerine aktarilarak 1 dakika 7.000 rpm’de santrifiij edildi. Filtrenin
altinda kalan siviya 1,200 pl genomik lisis solusyonu eklendi. Olusan karistm DNA’nin
tutunacag filtreli tiiplere alinarak 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Filtre yeni bir
tiipe alinarak yikama iglemi 200 ul 6n yikama solusyonu ile yapildi ve 10.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Tiipiin altinda kalan s1vi uzaklastirilarak ikinci kez yikama yapmak
amaciyla 500 pl fungal-Bakteriyal DNA yikama solusyonu eklendi. Tipler bu haliyle
10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek filtre arttk DNA’nmin saklanacagi ependorf
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tiiplere alindi. Son olarak filtrenin iizerine 50 ul DNA ¢6zme tamponu birakilarak DNA
izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen DNA’lar -20°C’de saklandi.

2.4.2. Pr1 Geninin PCR ile Cogaltilmasi

Prl gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasi icin bir¢ok amplifikasyon {iriinii igerisinden
cogaltilmak istenilen DNA dizisinin bulunup ¢ikarilmasini saglayan oldukca spesifik bir
yontem olan nested PCR yontemi kullanildi. Bu yontemde farkli primer takimlariyla ikinci
bir ¢ogaltma olusumu saglandi. ilk amplifikasyonda elde edilen iiriin ikinci PCR igin kalip
olarak kullanildi. Belirtilen bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in Tablo 7’deki primerler (Leal vd.,
1997) kullanildi. METPR1 ve METPR2 dis primer takimi, METPRS ve METPR4 ig

primer takimui olarak belirlendi.

Tablo 7. Nested PCR’da kullanilan gen bolgeleri ve primer siralari

Genler Kullanilan primerler
METPR1 Dis primer Fw: 5> CACTCTTCTCCCAGCCGTTC 3’
METPR2 takimi Rv: 5’AGGTAGGCAGCCAGACCGGC 3’
METPR5  I¢ primer Fw: 5’TGCCACTATTGGCCGGCGCG 3’
METPR4  takimi Rv: 5>GTAGCTCAACTTCTGCACTC 3’

Hazirlanacak PCR reaksiyon karisimi, her bir ANTP’den 200 puM, her bir primerden
50 pmol, 2,5 unite Taq DNA-polimeraz, 5 ul 10X Tag DNA polimeraz reaksiyon tamponu,
50 ng genomik DNA igerecek ve son hacim ddH20 ile 50 upl’ye tamamlandi. PCR
kosullari: 95 °C’de 5 dakika denatiirasyondan sonra 95 °C’de 1 dakika, 50 °C’de 45 saniye
ve 72 °C’de 2 dakika 35 dongili ve son adim olarak 72 °C’de 10 dakika olacak sekilde
gerceklestirilmistir (Muro vd., 2005). PCR reaksiyonu sonucu elde edilen iiriinlerden 5’er
pl alinarak 0,5 pg/ml etidyum bromiir katkili %1°lik agaroz jelde 90 V’de 45 dakika
elektroforez edilerek geri kalan PCR {irtinleri Qiaquick PCR 50 (Qiagen GmbH, Leusten,
the Netherlands) kiti ile saflagtirildi 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 karsilagtirilarak genin varligi

dogrulandi.



35

2.5. Enzim-substrat Testi

Proteolitik enzimler bocek kutikulasinin degredasyonunda kilit rol oynarlar. Bocek
kutikulasinin da biiylik bir kisminin kitin ve proteinden olustugu diisiiniiliirse bu bariyeri
asmakla gorevli enzimlerin aktif halde bulunmasi gerekmektedir. Degredasyonda primer
olarak is goren Prl enziminin varliginin teyit edilmesinden sonra bir sonraki asama
enzimin aktif olup olmadiginin belirlenmesidir. Bu basamakta yine genin varligi tespit
edilen 9 adet Metarhizium susu minimal besiyerinde biiyitiilerek, uygun substrat ile

aktivite deneyine tabi tutuldu.

2.5.1. izolatlarin Kiiltiire Edilmesi

Pr1 gen bolgesinin dizi analizleri yapildiktan sonra mevcut enzimin aktivite degerini
belirlemek amaciyla asagida belirtilen yontemle izole edilen bu enzim substrat1 varliginda
enzim-substrat testine tabi tutuldu. Bunun igin izolatlar minimal besiyerinde biiyiitiildii.
Minimal besiyeri, % 0,6 NaNO3z, % 0,1 Glikoz, % 0,2 Pepton, % 0,05 Yeast Ekstakti ve %
0,8 Kitin ihtiva edecek sekilde hazirlandi1 (Beys-da-Silva vd., 2010).

Hazirlanan minimal besiyeri igerisine konsantrasyonu 1x10° spor/ml’ye ayarlanmus
spor silispansiyonundan 1 ml eklenerek, 150 rpm’e ayarlanmis sallayicida 96 saat inkiibe
edildi (Beys-da-Silva vd., 2010). Inkiibasyonun ardindan minimal besiyerinde biiyiiyen
konidiler 1 numara whatman filtre kagidindan siiziilerek -80°C’de muhafaza edildi.
Stiziintiideki mevcut proteinlerin belirlenmesi i¢in aktivite deneyinden once Bradford
(1976) yontemi kullanilarak, izolatlarin toplam protein Olglimleri yapildi. Bu metotta
kullanilacak 1000 ml boya solusyonu hazirlamak i¢in 100 mg Commassie Brillant Blue G-
250 boyast dnce 50 ml % 95°lik etanol iginde iyice ¢oziilerek, iizerine 100 ml %85’lik
fosforik asit eklendi. Daha sonra olusan karisim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
Hazirlanan ¢ozelti karanlik bir yerde filtre kagidi ile siiziildii. Bu boya ile ilk olarak BSA
(Bovin Serum Albumin) kullanilarak 595 nm dalga boyunda protein konsantrasyonu
standardi grafigi olusturuldu. Standart grafik icin 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300 pg
BSA iceren ¢ozeltiler 0,15 M NaCl ile 100 pl’ye tamamlandi. Her bir 6rnegin tizerine 5 ml

hazirlanan boyadan eklenildi. Protein ve boya karisimlar1 vortekslendi ve oda sicakliginda
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15 dakika inkiibe edildi. Standart grafik olusturulduktan sonra, Orneklerin Ol¢limii
yapilirken degisik miktarlarda 6rnek 0,15 M NaCl ile 100 pl’ye tamamland:1 ve {izerine 5
ml boya eklendi. Protein ve boya karisimi vortekslendikten sonra oda sicakliginda 15
dakika bekletildi. Siire sonunda standart grafigin yiiklendigi Spectroscopy System cihazi
kullanilarak 595 nm’de Ol¢limler yapildi ve protein konsantrasyonu pg/pul cinsinden

hesaplandi.

2.5.2. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Elde edilen proteinlerin konsantrasyonlar1 esitlendikten sonra filtre edilmis
stiziintliden 5 pl alinarak 96 gozlii kaplara aktarildi. Bu siiziintiiniin iizerine 10 mM, 5 pl
N-succinly-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA substrat1 ve 90 ul, 0,1 Molar, pH:0,8 Tris-HCI tampon
eklenerek 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi (Perinotto vd., 2014). Her izolat i¢in
deneyler 3 tekrarli olacak sekilde hazirlandi. Inkiibasyonun ardindan 405 nm de Slgiim

yapilarak aktivite sonuglarinin grafikleri ¢izildi (Safavi, 2001).

2.6. Ardisik Pasajlamanin Fenotipik, Genotipik ve Biyokimyasal Dejenerasyona
Etkisinin Belirlenmesi

Pasajlamanin fenotipik, genotipik ve biyokimyasal degisikliklere etkisi olup
olmadigimi belirlemek i¢in oOncelikle Prl gen varligi, protelitik aktivitesi ve virulans
Ozelliklerine gore secilen 4 farkli Metarhizium susunun konidialar1 (KTU-2, KTU-51,
KTU-60, Gg-12), Galleria mellonella larvalarina enjekte edilerek virulanslarinin
restorasyonu saglandi. Bunun igin 1 x 107 spor/ml konsantrasyondaki spor siispansiyonu
igerisine daldirilan G. mellonella larvalart 15 gilinlik inkiibasyonun ardindan yiizeyde
goriilen konidia kolonileri SDA’a transfer edilerek 25 °C’de 15 giin inkiibasyona birakildi.
Enfeksiyondan sonraki ilk pasaj 1. pasaj olarak kabul edildi ve pasajlama 12 kez olacak
sekilde tekrar edildi. Her pasaj 10 tekerriirlii olacak sekilde ekimler yapildi ve 15 giinliik
inkiibasyonunu dolduran petriler +4 © C’de muhafaza edildi. 12. pasaja ulasildiginda tiim
pasajlar ayn1 anda SDA iizerine ekilerek gerekli deneyler icin kullanildi (Ansari ve Butt

2011).
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2.6.1. Ardisik Pasajlamanin Fenotipik Dejenerasyona Etkisinin Belirlenmesi

Fenotipik degisiklikler genellikle kiiltiirlerde renk degisimi, biiyiime hizi ve
formunun degismesi, fertil olmayan alan olusumu, spor iiretiminde diisiisler, UV
direncliligi veya bazi metabolitlerin azalisi seklinde goriiliir. Bu degisimlerin segilen 4
Metrahizium susunun ardisik pasajlarinda test edilmesi amaciyla bu suslara ait 1., 6. ve 12.
pasajlar ayn1 anda SDA besiyerine nokta ekimleri yapilarak 14 giin inkiibasyona birakildi.
Biiylime siiresinin ardindan 6ncelikle kiilttirlerdeki renk degisimleri ve koloni morfolojileri
incelendi. Fertil olmayan alan olusumu belirlendikten sonra spor iiretimindeki diistisleri
belirlemek igin 1., 6. ve 12. pasajlardan 2.3’de anlatildig1 gibi spor siispansiyonlar1 ve
inokiilasyon islemleri hazirlanarak iki deney grubu hazirlandi. 1. grup (Kontrol grubu)
herhangi isleme tabi tutulmadan normal sartlar altinda 12 saatlik inkiibasyona birakildi. 2.
grup ultraviole (UV) 1s181na maruz birakilmis kiiltiir kaplarindan olusturuldu. Bu grup
Bidochka vd. (2001) tarafindan uygulanan yonteme gore belirlendi. Spor siispansiyonlart
ve inokiilasyon islemleri yine 2.3°de belirtilen yonteme gore yapildi. Farkli olarak, fungal
ornekler inokiilasyondan sonra 15 ve 30 dakika olmak tizere 2 farkli siire i¢in UV
radyasyonuna (306 nm) maruz birakildi. Daha sonra kiiltiirler 12 saatlik inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan Neubauer hemositometre yardimiyla spor sayimlar

yapildi ve izolatlarin % germinasyonlari hesaplandi (Sevim, 2010).

2.6.2. Ardisik Pasajlamanin Virulans Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Ardisik pasajlanan kiiltlirlerde sporlarin ¢imlenme oraninda ve germinasyon hizinda
diisiis, sporlarin konaga penetrasyonunda yavaslama ve hemosdle giren sporlarin
gelismesindeki gerilemeden dolayr virulansta kayiplarin olmasit muhtemeldir. Calismanin
basindan itibaren belirli parametrelere gore segilen 4 farkli Metarhizium susu 12 ardisik
pasajin ardindan virulansin stabil olup olmadigini test etmek tizere, 1., 6. ve 12. pasajlara
ait Kkiiltiirlerden rastgele se¢im yapilarak 2.3’te anlatildigi gibi spor siispansiyonu
hazirlanarak Galleria mellonella larvalari enfekte edildi. Spor bulastirilan larvalar
igerisinde yapay besiyeri bulunan plastik kaplara yavasga transfer edildi. Her bir deney
kab1 10 adet larva icerecek sekilde hazirlandi. Deney siiresi 15 giin olarak belirlendi ve

bocekler 5., 10. ve 15. giinlerde sayilarak oliiller deney kaplarindan uzaklastirilarak
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kurutma kagid1 ihtiva eden steril petrilere transfer edildi. Olii larvalarin mikoz oranlarinin
belirlenmesi icin petriler %60 nem ortaminda 28 ‘C’lik etiivde inkiibasyona birakild: ve

yiizde 6liim ve mikozlanma degerleri hesaplandi (Abbott, 1925).

2.6.3. Ardisik Pasajlamanin Genotipik Dejenerasyona Etkisinin Belirlenmesi

2.6.3.1. RAPD-PCR

Izolatlarin uzun siire pasajlanmalar1 sonucunda olusabilecek genotipik degisiklerin
belirlenmesi amaciyla 1., 6. ve 12. pasajlardan 2.5.1.’de anlatildig1 gibi DNA izolasyonu
yapild1 ve elde edilen DNA’lar, 5 farkli primerle (OPA- 03, AGTCAGCCAC; OPA-08,
GTGACGTAGG,; OPB- 04, GGACTGGAGT; OPB-07, GGTGACGCAG,; OPE-01,
CCCAAGGTCC) RAPD-PCR islemine tabi tutuldu (Wang vd., 2002). Deney tiiplerinin
her birine 2 pl Metarhizium genomik DNA’st, 1.5 pl 1 mM OPA primeri, 1 pl 10 mM
dNTP, 10 pl 5X tamponu, 3 pl 0.3 mM MgCly, 1 inite Tag DNA Polimeraz (Promega)
enzimi birakildi ve son hacim steril dH20 ile 50 pl’ye tamamlandi. PCR kosullar1 95 °C’de
2 dakika denatiirasyondan sonra 35 dongii olacak sekilde 95 °C’de 1 dakika, 55 °C’de 55
saniye, 72 °C’de 2 dakika ve son olarak da 72 °C’de 5 dakika olacak sekilde son uzamaya
tabi tutularak gergeklestirildi. PCR sonucunda ¢ogaltilan DNA fragmentleri 0,5 pg/ml
etidyum bromiir ihtiva eden %1°lik agaroz jelde yiiriitiillerek jel goriintiileme sistemi (Gel
Logic; Kodak) ile goriintiilendi ve elde edilen PCR firiinlerinin olusturduklart profiller

incelenerek izolatlarda genotipik degisikligin olup olmadig belirlendi.

2.6.3.2. Restriksiyon Endoniikleazlar ile Kesim

Prl geninin nested PCR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen triinler, dizi igerisinde
polimorfizm varliginin belirlenmesi amaciyla restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
muamele edildi. 1., 6. ve 12. pasajlardan 2.5.2.’de anlatilan sekilde elde edilen Prlgen
stralari, icerisinde mevcut bir polimorfizm varliginda, bu reaksiyonun en iyi derecede
ortaya ¢ikmasini saglayan Dde I, Hpa Il ve Rsa | enzimleri ile muamele edildi (Leal vd.,
1997). Reaksiyon kosullar1 5 pl (100 ng) PCR firiinii, 0,5 pl (5 {inite) enzim, 1 pl 10x

tampon, 13,5 ul dH20 olarak hazirlandi ve enzimlerin kesim islemini
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gerceklestirebilmeleri igin reaksiyon tiipleri 37 °C’de 4-18 saat inkiibasyona birakildi.
Kesim iglemi tamamlandiktan sonra kesim iirlinleri % 1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek

bantlar arasindaki farkliliklar incelendikten sonra polimorfizm varlig1 belirlendi.

2.6.4. Ardisik Pasajlamanin Biyokimyasal Dejenerasyona Etkisinin Belirlenmesi

2.6.4.1. Proteolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Fungal biyopestisit gelistirilmesi ¢alismalarinda endise duyulan en biiyiik problem,
funguslarin ardisik pasajlanmalart sonucunda virulanslarinin  diismesidir. Izolatlarm
virulans diisiisleri cinsten cinse hatta sustan susa farklilik gosterir (Butt vd., 2006). Bu
enzimin Uretiminin takip edilmesi funguslarin ticari preperat iiretiminde 6nemli rol
oynamaktadir (Shah vd., 2005; Safavi vd., 2007). Bu baglamda 2.6.’dan elde edilen 4 farkl
M. anisopliae susuna ait 1., 6. ve 12. pasajlar SDA besiyerine ayni anda ekimleri
yapildiktan sonra 2.5.2 deki basamaklar tekrar edilip ardisik pasajlardaki Prl geninin

aktivitesinde degisiklik olup olmadig1 incelenmistir.

2.6.4.2. Esteraz Profillerinin Belirlenmesi

Izolatlardan elde edilen ardisik pasajlarin aktif enzim aktivitelerinde degisiklik olup
olmadigini belirlemek amaciyla 1., 6. ve 12. pasajlardan elde edilen fungal sporlar sivi
besiyerinde (10 gr dextrose, 2.5 gr pepton ve 0.4 gr yeast extract), 28 °C’de 7 giin
buyiitildii. Elde edilen biyomas filtre kagidi yardimiyla siiziilerek, siiziintii havan ve
tokmak yardimiyla sivi azotta ezildi. Ezinti lizerine 2 pl Tris-glisin tampon eklenerek 15
dakika 15.000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernetanttaki protein miktar1 Bradford
metodu ile belirlendi. Pasajlarin protein miktarlar: esitlendikten sonra her drnekten 100 pg
NATIVE-PAGE’e yiiklendi. Protein jel elektroforezi % 12’lik jel kullanilarak 15 mA’lik
akim altinda gerceklestirildi. Ayristirma jeli 5.9 mL distile su, 2.4 mL %30 akrilamid
bisakrilamid (29:1), 2.6 mL 1.5 M Tris-hidroklorik asit (pH 8.8), 100 pL %210 amonyum
persiilfat ve 4 unL. TEMED kullanilarak hazirlandi. Yigma jeli ise 6.2 mL distile su, 1.3 mL
% 30 akrilamid bisakrilamid (19:1), 2.5 mL 0.5 M Tris-hidroklorik asit (pH 6.8), 50 uL %
10 APS ve 15 uL TEMED karisimindan elde edildi. Jel 1.5 saat 80 V’luk akimda, yiirlitme
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tamponu (0.031 M Tris ve 0.25 M glisin pH 8.6) eklenerek yiiriitildi. Yiiriitme
i,sleminden sonra jel 0.05 M fosfat tompununda (pH 7.2) yikandi ve isaretleme tamponu
ile (100 mL 0.05 M fosfat buffer pH 7.2, 1 mL asetonda ¢6zliinmiis10 mg a-naftil asetat, 50
mg Fast Blue RR ve 4 mL %4 formaldehyde) 30 dakika muamele edildi. Elde edilen bant
profilleri incelenerek, ardisik pasajlar arasinda aktif proteinler acisindan degisiklik olup

olmadigi belirlendi.

2.7. Fungal Konidilerin Kuru Formiilasyonu

Yapilan morfolojik ve molekiiler calismalarin ardindan KTU-2 ve KTU-60
suglarinin diger Metarhizium izolatlarina gére daha kararli olduklart sonucuna varilmasinin
ardindan, bu kararli suslarin bifazik kiiltiir sistemine gore kuru formiilasyonlarinin
iiretilmesi ¢aligsmalar1 yapilmistir. Bu sisteme konidilerin oncelikle siv1 besiyeri ortaminda
biiyiitiildiikten sonra, olusan inokiilantin (misel veya hifler), kat1 substrat iizerine transfer

edilmesi esasina dayanmaktadir (Machado vd., 2010).

2.7.1. Fungal Konidilerin Siv1 Besiyerinde Biiyiitiilmesi

Fungal konidilerin ilk basamakta siv1 besiyerinde biiylitiilmesinin bir¢ok avantaji
vardir. Bunlarin arasinda en Onemlilerinden biri stok formiilasyona ulagmadan Once,
kontaminasyon olusumunda bariyer gorevi tistlenmesidir. Bunun disinda bu sistem
fungusun rekabetci 6zelligini artirarak, kontaminasyona sebep olan mikroorganizmalarin
kat1 substrat lizerinde kolonilesmesini onlemektedir. Bu onemli 6zelliklerinden dolay1
secilen iki Metarhizium izolati (KTU-2 ve KTU-60) oncelikle sivi besiyeri igerisinde
biiyiitiildii. Bunun i¢in 6ncelikle SDA iizerinde biyiitillen 1., 6. ve 12. pasajlara ait
konidiler % 0,01’lik Tween 80 ile yiizeyden koparilarak 6 x 10° spor/ml’lik
konsantrasyona ayarlandi ve bu siispansiyondan pipetor yardimiyla 1 ml alinarak konidiler
otoklav edilmis minimal besiyerine transfer edildi. Minimal besiyeri; 20 gr/lt Dextrose ve
10 gr/lt Pepton 150 ml’ye dH20 ile tamamlanarak, pH 5,6 olacak sekilde hazirlandi. Elde
edilen kiiltiirler 28°C’de, 150 rpm’de, 6 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin

ardindan olusan biyomas, steril kati substrat iizerine inokiile edildi.
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2.7.2. Fungal Konidilerin Kati Substrat Uzerinde Biiyiitiilmesi

Konidial tiremenin optimizasyonu i¢in uygun yiizey alani, fermentasyon isleminin
gerceklesebilmesi, uygun nem ve pH ortaminin saglanmasi kosullarini saglayabilmesi
sebebiyle, tez calismasinda formiilasyon gelistirilmesi asamasinda piring kati substrat
olarak kullanilmistir. Piring iizerine transfer edilecek biyomas boliim 2.7.1. de anlatildig:
gibi hazirlandiktan sonra piringler bir miktar su ile haslanarak yar1 pigsmis hale getirildi.
Haslanmuis piringler esit agirliklarda (250 gr) otoklavlanabilir posetlere aktarilarak agizlari
ip ile baglandi1 ve 121 °C’de 20 dakika steril edildi. Posetler soguduktan sonra her birine
parazitik fungal biiyiimeyi engellemek i¢in 160 ml %0.02 kloromfenikol eklendi. Daha
sonra bolim 2.7.1 den elde edilen biyomasdan yaklasik 5 ml piring iizerine inokiile
edildikten sonra posetlerin agz1 sikica baglanarak 28°C’de 30-40 giin inkiibasyona
birakildi. Fungal biiylimenin homojen olmasi i¢in biiyiimenin ilk 5. ve 10. gilinli posetler
yavasca alt iist edilerek sporlarin kati substrat lizerine yayilmasi saglandi (Ansari ve Butt,
2011).

2.8. Veri Analizi

Elde edilen biitiin DNA dizileri BioEdit (Hall, 1999, version 7.09) programi ile
diizenlendi ve NCBI GenBank’ta blastlanarak GenBank’ta yer alan diger DNA dizileri ile
yiizde benzerlikleri belirlendi DNA dizilerinin Cluster analizi ayni1 sekilde BioEdit
programini kullanarak Clustal W programi ile yapildi ve buradan elde edilen veriler
MEGAS5 filogenetik programi yardimiyla neighbor-joining (NJ) analizinde kullanildi.
Aligment bosluklart kayip veri olarak degerlendirildi. Olusturulan dendrogramlarin
giivenilirligi MEGAS programi kullanarak seg¢-bagla (bootstrap) analizi ile 1000 tekrarl
olacak sekilde test edildi.

Biyotestlerden elde edilen veriler Abbott formiilii kullanilarak anlamlandirildi ve
ayn1 zamanda 6lii bocekler nem boliimiinde bekletilerek ylizde mikoz degerleri hesaplandi
(Abbott, 1925). Elde edilen veriler SPSS 15.0 programi kullanilarak analiz edildi.
Patojenite verilerinin analizinde varyans analizi (ANOVA) kullanildi. izolatlarin kontrol

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



3. BULGULAR

3.1. Tarama Testi Sonuclari

Yiiksek patojeniteye sahip fungal izolatlarin secimi ve fungal izolatlar arasindaki
patojenite bakimindan farki belirlemek amaci ile bitiin fungal izolatlar (Tablo 6) M.
melolontha larvalarina kars: test edildi. Tarama testi i¢cin konsantrasyonu 1x10” spor/ml™®’e
ayarlanan spor siispansiyonu icerisine daldirma yontemi ile batirilan boceklerde farkli
oranlarda oliimler gozlendi (Sekil 5). M. melolontha larvalarina karsi test edilen fungal
izolatlarin patojenite degerlerinin kontrol grubu ile karsilastirilmasinda, izolatlarin kontrol
grubundan farkli 6liim degerlerine sahip olduklari belirlendi (F=41,699, df=9, p<0,05).
Izolatlarin birbirleriyle karsilastirilmasinda ise biitiin izolatlarin farkli 6liim degerlerine
sahip olduklar tespit edildi (F=22,339, df=8, p<0,05). Olii bocekler iizerindeki biiyiime ve
sporlasma oranlarinin Karsilastirilmasinda da biitiin izolatlarin kontrol grubundan farkli
oldugu ve aralarinda degisik mikozlanma seviyeleri gosterdikleri tespit edildi (p<0,05).

Fungal izolatlar ile muamele edilen boceklerde enfeksiyonun ardindan 4. giinden
sonra igtah kaybi ile birlikte hareketlerinde zayiflama meydana geldi. KTU-2 kodlu izolat
ile muamele edilmis boceklerin 6. giinden sonra viicutlar1 kararmaya baslayarak, 7. giin
6lim meydana geldi. Gg-12 ve KTU-60 kodlu izolatlarda ise siras1 ile 9 ve 11. giinlerde
6liim gozlendi. Tarama testi sonucunda KTU-2, KTU-60 ve Gg-12 kodlu izolatlarin %100
O0lim orani ile en yiiksek oldiiriicli etkiye sahip olduklari goriildii. Bu izolatlar icin
Bradford yontemi ile belirlenen protein igeriklerinin yiiksek ve proteolitik aktivite
deneyinde de en iyi aktivite gosterdikleri bilinmektedir. Tiim bu sonuglar dogrultusunda

biyopestisit iiretimi ¢calismalarinda bu ii¢ izolatin imit verici oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 5. Izolatlarn M. melolontha larvalarma karsi patojeniteleri ve kadavralar
lizerindeki mikozlanma oranlar. Oliim degerleri Abbott formiilii (Abbott,
1925) kullanilarak hesaplandi. Siitunlarin {izerindeki sayilar patojenite
degerlerini, barlar ise standart sapmay1 gostermektedir.

3.2. Pr1 Gen iceriklerinin Tespiti ve Taksonomik Pozisyonlarinin Belirlenmesi

Oldiiriici etkisi belirlenen Metarhizium cinsine ait 9 farkli izolatin bdcek
kiitikulasinda degredasyona sebep olan Prl gen varligini belirlemek amaciyla yaklasik
1200 bp’lik gen bolgesi Nested PCR yontemi ile cogaltildi. Iki farkli cogaltma reaksiyonu
sonucunda elde edilen bantlar Sekil 6’da gosterilmektedir. Yaklasik 1200 bp
uzunlugundaki PCR iiriinleri daha sonra QIA quick kiti ile saflagtiritlarak DNA dizi analizi

yapildu.

1500 bp =
e . - Wy W o Wy . . O O

500 bp

~1200 bp
<

Sekil 6. Entomopatojenik funguslarin Prl gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi. M: 1000
bp DNA ladder, 1: As-1, 2: As-2, 3: As-18, 4: Gg-12, 5: KTU-21, 6: KTU-60, 7:
KTU-2, 8: KTU-40, 9: 4-KTU-51.
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Elde edilen Pr1 gen bolgesi dizileri NCBI GenBank’ta blastlanarak izolatlarin
GenBank’ta yer alan diger entomopatojenik fungus tiirleri ile ylizde benzerlik oranlart
belirlendi. Yiiksek oldiiriicii etkiye sahip 9 farkli Metarhizium susunun GenBank’daki
izolatlarla karsilastirilmasi sonucu biitiin izolatlarin Prl gen bolgesini igerdigi tespit edildi

(Tablo 8).

Tablo 8. M. anisopliae izolatlarinin Prl gen bolgesi igeriklerinin diger izolatlarla

benzerlikleri
izolat Prl gen dizisi Egrllfeerrl‘igi ﬁgcessmn
KTU-2 M. anisopliae var. anisopliae sus Ma9 %99 AY389125.1
M. anisopliae var. anisopliae sus V245 %98 AY389127.1
KTU-40 M. anisopliae var. anisopliae ARSEF 3540 %99 AY389134.1
M. anisopliae var. anisopliae sus Ma 23 %99 AY389133.1
KTU-21 M. an!sopl?ae sus ARSEF 818 %98 GQ226045.1
M. anisopliae var. anisopliae sus Mal %98 AY389122.1
KTU-60 M. anisopliae sus V301 %99 FJ659171.1
M. anisopliae sus V248 %99 FJ659170.1
KTU-51 M. anisopliae var. anisopliae sus 687 %99 AY389129.1
M. anisopliae izolat 5940 %99 AB073327.1
Gg-12 M. anisopliae sus CG489 %97 FJ659159.1
M. anisopliae var. anisopliae sus ARSEF 3540 %97 AJ416695.1
As-1 M. anisopliae izolat M330189 %86 EU526905.1
M. anisopliae var. acridum sus CQMal02 %86 AY849935.1
As-2 M. flavoviride var. minus sus 2023 %85 GQ226047.1
M. majus sus CG438 %84 FJ659173.1
As-18 M. anisopliae var. anisopliae sus PPRC-29 %84 AY389126.1
M. lepidiotae sus CG648 %84 FJ659189.1

Elde edilen Prl gen dizileri, NCBI veri tabanindaki %98 ve {izeri homoloji gosteren
diger gen siralari ile filogenetik analizlerde kullanilmak tizere Bioedit versiyon 7.0.0 (Hall,
1999) programi ile hizalandi. Tirler aras1 benzerlik MEGA versiyon 5.05 (Tamura vd.,
2011) programi ile yapildi. Filogenetik analizler i¢in dis grup olarak Serratia marcescens
bakterisinin kitinaz gen sirast kullanildi. Bu tiiriin niikleotid dizileri GenBank’tan temin
edildi. Agag topolojisindeki dallar arasindaki giivenirlik degerleri 1000 tekrar sec¢-bagla
(Bootstrap) testi ile belirlendi. Ortaya ¢ikan filogenetik aga¢ incelendiginde KTU-21,
KTU-60, KTU-51, KTU-2 izolatlarinin birbirlerine ve M. anisopliae var. anisopliae strain
687 ile M. anisopliae strain ARSEF 818 suslarina daha yakin akraba olduklar
goriilmektedir (Sekil 7). KTU-40 ve Gg-12 izolatlar1 ise sirasi ile M. anisopliae var.
anisopliae ARSEF 3540 ile %96, M. anisopliae strain CG489 ile %97 homoloji
gostermektedir. As-1, As-2 ve As-18 tiirlerinin de kendi aralarinda %97 oraninda akrabalik

olusturduklar1 goriilmektedir (Sekil 7).
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Metarhizium anisopliae var. anisopliae sirain FFRC-29
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{ Metarhizium flavoviride var. minus strain ARSEF 2023
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Serratia marcescens sitrain Ha-FPink chitinase C

Sekil 7. Fungal izolatlarin Pr1 gen dizisine gére taksonomik pozisyonunu gosteren N-J
agact. Sec- bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve yukarisi olanlar belirtildi.

3.3. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Protein varliginin belirlenmesi i¢in aktivite deneyinden once Bradford yontemi
kullanilarak izolatlarin protein miktarlar1 belirlendi. Protein miktar1 belirlenen ve
molekiiler ¢alismalar sonucunda Prl geni bulunduran izolatlar, 96 gozli kaplarda enzim-
substarat testi deneyine tabi tutuldu. Bu ¢alisma sonucunda kiitiiphaneden segilen
izolatlardan tim M. anisopliae tiirlerinde (9 adet) Prl geninin aktif oldugu sonucuna
varilmistir.

Calismanin arazi kosullarinda hedeflenen amaca hizmet edebilmesi amaciyla,
kiitikulay1 degrede eden bu genin enzimler i¢in optimum sicaklikta, arazi kosullarinda ve
funguslarin en iyi bliyliyebildigi sicaklikta ¢alisip caligmadigini belirlemek amaciyla
enzim-substrat testi deneyi sirasiyla 37, 24 ve 28 °C’lerde iiger tekrarli olmak iizere
yapilmistir. Sonuglar bu genin ii¢ farkl sicaklikta da aktif oldugunu dogrulamaktadir
(Sekil 8). KTU-2 izolat1 diger izolatlarla karsilastirildiginda, tiim sicakliklarda en yiiksek
enzim aktivitesini gostermistir. KTU-60 susu ise 24 ve 28 °C’lerde gosterdigi yiiksek

enzim aktivitesiyle ikinci sirada yer almaktadir. KTU-51 izolat1 degerlendirildiginde en
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iyl 28 °C’de aktivite gosterirken diger sicakliklardaki etkisinin birbirine oldukga yakin
oldugu sonucuna varilmistir. Gg-12 susu ise enzimlerin optimum c¢alisma sicakligi olan

37 °C’de en iyi enzim aktivitesi gdosterirken, bu sirastyla 24 ve 28 °C’ler takip etmektedir.
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> M 28°C
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0,60 -
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A

TU-60KTU-40KTU-21KTU-51 As-1 As-2  As-18 Gg-12

Sekil 8. Fungal izolatlarin ii¢ farkli sicaklikta gosterdigi enzim aktivitesi

3.4. Ardisik Pasajlamanin Fenotipik Dejenerasyona Etkisinin Belirlenmesi

M. melolontha larvalar iizerindeki virulansi, Pr1 geni bulundurmasi ve bu genin
aktivitesi 6zellikleri goz 6ntinde bulundurularak secilen 4 adet Metarhizium izolati (KTU-
2, Gg-12, KTU-51, KTU-60) ardisik 12 kez pasajlandiktan sonra, 1., 6. ve 12. pasajlardan
rastgele liger petri secilerek kiiltiirler koloni morfolojileri, renk degisimi, fertil olmayan
alan olusumu, spor liretimi ve sporlarin UV’ye kars1 direngliligi yoniinden incelendi.

KTU-2 izolatina ait kiiltiirler incelendiginde, pasajlamalarla birlikte fungusun
koloni morfolojisinde herhangi bir degisikligin olugmadig1 goriilmektedir (Sekil 9).
Birinciden 12. pasaja dogru gidildik¢e fungal sporlarda renk degisimi olusmamuistir. Birinci
ve 6. pasaja kadar sporlar tiim alana yayilmis ve petrinin tamamu fertil olmakla birlikte 12.
pasaja ait kiiltiirde kismen fertil olmayan alanlar goriilmektedir (Sekil 9). Izolata ait
sporlarin UV’ye maruz birakildiklarinda germinasyon yiizdeleri incelendiginde, kontrol
grubu ile kiyaslandigi zaman anlamli bir farklilifin oldugu ancak pasajlarin kendileri

arasinda herhangi bir farkliligin olusmadigi goriilmektedir (Tablo 9).
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Sekil 9. KTU-2 izolatiin pasajlarma ait kiiltiirlerin SDA {izerindeki goriintiileri. Isaretli
alanlar fertil olmayan misel biiyliimelerini gostermektedir.

Gg-12 izolatinin pasajlart kendi arasinda kiyaslandiginda, pasaj sayist arttik¢a
kiiltiirler arasindaki farklihigin da arttign goriilmektedir. Oncelikle koloni morfolojisi ilk
pasajda diizglin yuvarlak halinde iken, 6. pasajda koloni sekilsiz bir hal alarak, fertil
olmayan misel biiyiimeleri kolonilerin u¢ kisimlarinda olusmaya baglamistir. Onikinci
pasajda ise kiiltlir sporilizasyon miktarini iyice diisiirerek yerini fertil olmayan (verimsiz)
misel biliylimesine birakmistir. Az miktarda da olsa sporlasma sadece kiiltiir kabinin
merkezi kisimlarinda goriilmekte, u¢ kisimlarda sadece verimsiz miselyumlar dikkat
cekmektedir (Sekil 10). Izolata ait sporlar UV 1s18ma maruz birakildiginda, baslangicta
kullanilan spor miktarlart esit oldugundan (1 x 10° spor/ml) kontrol grubuna ait kiiltiirler
arasinda anlamli bir farklilik goriilmemektedir. On bes dakikalik UV 1g1gina maruz kalmig
kiiltiirlerde kendi aralarinda yine bir farklilik gézlenmemektedir. Ancak 30 dakikalik UV
1s1¢min ardindan 6. pasajdaki sporlarin germinasyonu %90 iken, 12. pasajdaki sporlarin

germinasyonu tekrar ilk pasajdaki gibi %85’ lere diismiistiir.

Sekil 10. Gg-12 izolatinin pasajlarma ait kiiltiirlerin SDA iizerindeki goriintiileri. Isaretli
alanlar fertil olmayan misel biiyiimelerini géstermektedir.
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Tablo 9. UV’nin Metarhizium izolatlarinin germinasyon oranina etkisi

izolat Kosullar 1. Pasaj 6. Pasaj 12.Pasaj
Kontrol* 97,3+ 1,5 96 +£2,0 95,3+2,1
KTU-2 uv 1y 90,3 +1,5 90+1,0 91 +2,7
uv 30 89,6 £1,2 89+1,0 90,3+ 1,2
Kontrol 92,6 £1,5 91,6 £2,5 91,6 £3,1
Gg-12 uv 15’ 87,6 £3.,5 88,6 +23 88,3 +3,1
uv 30 87+2,6 90 +1,73 85+ 1,7
Kontrol 943423 946 +2,1 94 +3,0
KTU-51 uv 15’ 82,6 +3,5 85+44 85+3,5
Uuv 3o 80,6 £2.,5 80,3+1,5 81+3,0
Kontrol 95,6 £ 0,6 93,6 +2,1 95+£1,7
KTU-60 Uv 15’ 87,6 £3.,5 89+3,0 88+2,0
Uv 30 86,3+1,2 86,3+ 1,8 86,6 £ 1,5

*Kontrol grubu normal kosullarda biiyiitiilmiis kiiltiirlerden olugmaktadir.

KTU-51 izolatimin ardisik pasajlarma ait  kiiltlirlerin - koloni  morfolojileri
incelendiginde, pasajlanma miktar1 artikca kolonilerin ¢aplarinda bir degisiklik
olmamasina ragmen, sporilizasyon oraninda diisiisle birlikte spor renklerininin yesilden
soluk sartya dogru degistigi goriilmektedir (Sekil 11). Fertil olmayan alanlarin olusumu 6.
pasajdan itibaren baglamis, bu alanlarin siklig1 12. pasajda artis gostermistir. Bu izolatta
ayrica biyopestisit iiretiminde istenmeyen durumlardan biri olan “V” seklinde alan (“V”
shaped sector) olusumu 6. ve 12. pasajlarda gézlenmektedir (Sekil 12). Bu alanlarda
genellikle spor iiretimi olmamakla birlikte verimsiz misel biiylimeleri de goriilmediginden

steril bolge olarak da isimlendirilir.
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Sekil 11. KTU-51 izolatnin pasajlarina ait kiiltiirlerin SDA {izerindeki goriintiileri. Isaretli
alanlar fertil olmayan misel biiylimelerini gostermektedir.

Sekil 12. KTU-51 izolatinin pasajlarina ait kiiltiirlerdeki “V” seklindeki steril
alan olusumu.

Izolatin pasajlarma ait sporlar UV’ye maruz birakildiginda kontrol grubu ile
pasajlara ait sporlarin germinasyon yiizdeleri arasinda anlamli bir farklilik gézlenmektedir.
Ancak pasajlar kendi arasinda kiyaslandiginda anlamli bir farkliligin olmadigi
goriilmektedir (Tablo 9).

Diger Metarhizium izolati KTU-60a ait pasajlar morfolojik 6zellikleri yoniinden
birbirleriyle karsilastirildiginda, sporlarin olusturdugu kolonilerin ¢aplarinda 12. pasaja
dogru gidildik¢e kiiclilmelerin olustugu goriilmektedir. Ancak petri kabmin tamamin
cevreleyen sporlarda herhangi bir renk degisikligi goriilmemektedir. Altinc1 pasajdan
itibaren kiiclilmeye baslayan fungal kolonilerin merkezinde fertil olmayan misel
bliytimeleri gozlenmektedir (Sekil 13). Fungal sporlar 15 ve 30 dakikalik UV’ye maruz
birakildiklarinda ise pasajlarin kendi arasinda germinasyon yiizdelerinde anlamli bir

farklilik gériilmemistir (Tablo 9).
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Sekil 13. KTU-60 izolatinin pasajlarina ait kiiltiirlerin SDA {izerindeki gériintiileri. Isaretli
alanlar fertil olmayan misel biiyiimelerini géstermektedir.

3.5. Ardisik Pasajlamanin Virulans Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Metarhizium suslarina ait pasajlarin virulans 6zelliklerinde kayip olup olmadiginin

belirlenmesi i¢in yapilan bu deneyde KTU-2 izolat1i 1. pasajda %100 oraninda 6lim

gosterirken, 12. pasajda bu oran %93’e diismistiir (Sekil 14). Ancak, bu diislis ardisik

pasajlanma sayist ile karsilastirildiginda, pasajlar arasinda anlamli bir fark olmadigi

goriilmektedir (p<0,05). Bu durumda izolatin 1’den 12’ye dogru pasajlandiginda virulans

ozelliginde de kararli oldugu sdylenebilir.
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Sekil 14. KTU-2 izolatina ait pasajlarin G. mellonella larvalarina Kkarsi

patojeniteleri ve kadavralar {izerindeki mikozlanma oranlar1. Oliim
degerleri Abbott formiilii (Abbott, 1925) kullanilarak hesaplandi.
Stitunlarin  tlizerindeki sayilar patojenite degerlerini, barlar ise
standart sapmay1 gostermektedir.
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Diger Metarhizium susu olan Gg-12 izolati, M. melolontha ve G. mellonella
larvalar iizerinde oldukca yiiksek oldiiriicii etki gdstermesine ragmen, bu etki pasajlanma
sayisina paralel olarak diisiis gostermektedir. izolatin morfolojik degismeleri de goz
oniinde bulunduruldugunda virulanstaki bu degisim beklenen bir durum arz etmektedir.
Gg-12 susunun pasajlarina ait konidilerle G. mellonella larvalarinin enfeksiyonu
sonucunda 1. ve 12. pasajlar1 arasinda anlamli bir farkliligin olustugu goriilmektedir

(p<0,05) (Sekil 15).
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Sekil 15. Gg-12 izolatina ait pasajlarn G. mellonella larvalarma kars
patojeniteleri ve kadavralar iizerindeki mikozlanma oranlari. Oliim
degerleri Abbott formiilii (Abbott, 1925) kullanilarak hesaplandi.
Stitunlarin  lizerindeki sayilar patojenite degerlerini, barlar ise
standart sapmay1 gostermektedir.

Ardigik pasajlarin virulans iizerine etkisi incelenen diger bir Metarhizium susu
KTU-51, ilk pasajda yiiksek oranda oldiiriicii etkiye sahipken, bu etkinin 6. ve 12. pasajda
distigi goriilmektedir (Sekil 16). Pasajlar kendi aralarinda karsilagtirildiginda anlamli
farklihgin 1.-12. ve 1.-6. pasajlar arasinda oldugu goriilmektedir (p<0,05). Izolatin
pasajlarinda olusan morfolojik degisimler gbz oniinde bulunduruldugunda 6. pasajdan

itibaren olusan “V sekli” koloniler virulansin diigsmesi ile iliskilendirilebilir.
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Sekil 16. KTU-51 izolatina ait pasajlarin G. mellonella larvalarina karst
patojeniteleri ve kadavralar iizerindeki mikozlanma oranlari. Oliim
degerleri Abbott formiilii (Abbott, 1925) kullanilarak hesaplanda.
Stitunlarin  tlizerindeki sayilar patojenite degerlerini, barlar ise
standart sapmay1 gostermektedir.

KTU-60 izolatinin pasajlari arasindaki virulans farkliligi incelendiginde, ilk
pasajda G. mellonella larvalar tizerindeki 6ldiiriicii etkinin %100 oldugu goriilmektedir.
Altinc1 pasajda bu oran %90’a, 12. pasajda ise %87 ye diismektedir (Sekil 17). Altinci ve
12. pasajlar arasinda anlamli bir fark goriilmemekle birlikte (p<0,05) , virulansa ait bu

sonuglar izolatin morfolojik bulgulari ile uyum saglamaktadir.
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Sekil 17. KTU-60 izolatina ait pasajlarin G. mellonella larvalarma karsi
patojeniteleri ve kadavralar {izerindeki mikozlanma oranlar1. Oliim
degerleri Abbott formiilii (Abbott, 1925) kullanilarak hesaplandi.
Stitunlarin  tlizerindeki sayilar patojenite degerlerini, barlar ise
standart sapmay1 gostermektedir.
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3.6. Ardisik Pasajlamanin Genotipik Dejenerasyona Etkisinin Belirlenmesi

3.6.1. RAPD-PCR

Pasajlar arasindaki genotipik degisikligin varliginin tespit edilmesi amaciyla 5
farkli primer ile yapilan RAPD-PCR sonuglarindan elde edilen bant profillerine gore,
virulans1 yliksek olan suslarin pasajlar1 arasinda herhangi bir farkliligin olup olmadig:
incelenmistir. KTU-2 izolatinin, OPA-3 primeri ile muamele edilmesi sonucunda 1., 6. ve
12. pasajlardan 4 farkli bant profili elde edilmis ve bu bantlar tiim pasajlarda
1000,1200,1500 ve 2000 bp uzunlugundadir(Sekil 18a). Gg-12 susunda ise 9 farkli bant
profili goriilmekle birlikte bu profillerin tiim pasajlarda farklilik géstermedigi sonucuna
vartlmstir (Sekil 18a). KTU- 51 izolati ayn1 primer ile PCR islemine tabi tutuldugunda
yine 11 farkli uzunlukta baglanmanin gergeklestigi goriilmektedir (Sekil 18b). Ancak, bu
profiller tiim pasajlarda beklenildigi gibi farklilik gostermemektedir. Virulans: ytiksek olan
Gg-60 izolatinda ise yine 11 farkli baglanma goriilmekle birlikte bu baglanmalar yine {i¢

pasajda da ayni1 uzunluklara tekabiil etmektedir (Sekil 18b).

KTU-2 KTU-2 KTU-2 Gg-12 Gg-12 Gg-12
, ] 6. 6. ;

3000

1500

1000

750

500

250

Sekil 18a. Izolatlardan elde edilen pasajlarin OPA-3 bélgesinin RAPD-PCR yontemi ile
cogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder, 1: 1. pasaj, 6: 6. pasaj, 12: 12. pasaj.
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Sekil 18b. Izolatlardan elde edilen pasajlarmn OPA-3 bolgesinin RAPD-PCR ydntemi ile
¢ogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder, 1: 1. pasaj, 6: 6. pasaj, 12: 12. pasaj.

RAPD-PCR isleminde kullanilan OPA-8 primeri ile izolatlara ait DNA’larin
baglanmalar1 incelendiginde KTU-2 izolati bu kez 9 farkli uzunlukta fragment
olusturmustur. Ancak pasajlar arasinda olusan bu fragmetler beklenildigi gibi farklilik
gostermemektedir. Gg-12 susuna bakildiginda, olusan 5 farkli uzunluktaki bant ii¢ pasajin

timiinde de degisiklik gostermemektedir (Sekil 19a).
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Sekil 19a. izolatlardan elde edilen pasajlarin OPA-8 bélgesinin RAPD-PCR yéntemi ile
cogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder, 1: 1. pasaj, 6: 6. pasaj, 12: 12. Pasaj.

KTU-51 izolatma ait DNA’lar OPA-8 primeri ile muamele edildiginde 9 farklh
uzunlukta fragment elde edilmistir. Bu fragmetler incelendiginde iic pasajda da
uzunluklarinin ayni oldugu gériilmektedir. Oldiiriicii etkisi yiiksek olan Gg-60 izolat: ise

yine ayni primerle ii¢ pasajda da aymi yerlerde 8 farkli uzunlukta baglanma gdstermistir
(Sekil 19b) .
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Sekil 19b. Izolatlardan elde edilen pasajlarin OPA-8 bdlgesinin RAPD-PCR yontemi ile
cogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder, 1: 1. pasaj, 6: 6. pasaj, 12: 12. pasaj.

Genotipik dejenerasyonun varligini tespit etmek amaciyla KTU-2 izolatindan izole
edilen DNA’lar bu kez OPB-4 primeri ile muamele edilmis ve olusan bant profilleri
incelenmistir. Agaroz jel goriintiileri analiz edildiginde ii¢ pasajda da olusan fragmentlerin
ayni uzunlukta ve sayida oldugu (7 adet) goriilmektedir. Virulans: yiliksek olan Gg-12
susunun pasajlarinda da yine beklenen sonuglar elde edilmis ve pasajlar arasinda herhangi

farkl1 bir baglanma goriilmemektedir (Sekil 20a).

s : KTU-2 Gg-12 Gg-12 Gg-12
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Sekil 20a. izolatlardan elde edilen pasajlarin OPB-4 bolgesinin RAPD-PCR yontemi ile
cogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder, 1: 1. pasaj, 6: 6. pasaj, 12: 12. pasaj.

OPB-4 primeri ile muamele edilen diger Metarhizium susu (KTU-51)
incelendiginde pasajlarin {igiinde de ayni uzunlukta 10 farkli baglanmanin oldugu
goriilmektedir. Bu sonug¢ izolatta herhangi bir genotipik degisikligin olmadiginm

dogrulamaktadir. KTU-60 susunun olusturdugu fragmentler incelendiginde 8 farkl
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uzunlukta baglanmanin oldugu gorilmektedir. Bu baglanmalar pasajlarin {i¢linde de

beklenildigi gibi herhangi bir farkli profil olusturmamustir (Sekil 20b).
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Sekil 20b. izolatlardan elde edilen pasajlarin OPB-4 bolgesinin RAPD-PCR yontemi ile

cogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder, 1:KTU-2, 2:Gg-12, 3:KTU-51, 4:KTU-
60.

Izolatlarn RAPD-PCR islemine tabii tutuldugu dérdiincii primer OPB-7 primeridir.
KTU-2 susunun bu primerle olusturdugu baglanmalar incelendiginde 9 fakli uzunlukta
baglanmanin oldugu goriilmektedir. Yapilan iki tekrarl ¢alismada da bu baglanmalarin ii¢
pasajda da ayn1 uzunlukta oldugu goriilmektedir. Gg-12 izolat1 ise yine aym primerle 8
farkli baglanma yapmis, sonu¢ beklenildigi gibi pasajlar arasinda herhangi farkli bir
uzunlukta fragment elde edilmemistir (Sekil 21a).
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Sekil 21a. Izolatlardan elde edilen pasajlarin OPB-7 bdlgesinin RAPD-PCR yontemi ile
cogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder, 1: 1. pasaj, 6: 6. pasaj, 12: 12. pasaj.

Ayn1 primerle muamele edilen KTU-51 izolatina ait DNA’larin olusturdugu bant

profilleri incelendiginde {i¢ pasajin liciinde ayn1 uzunlukta 10 farkli baglanmanin meydana
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geldigi goriilmektedir. Son Metarhizium susu (KTU-60), KTU-51 izolatina benzer sekilde
10 farkli uzunlukta fragment olusturmus ve olusan bu fragmentlerin tamami pasajlarin

tamaminda ayni1 uzunluktadir (Sekil 21b).

KTU-51 KTU-51 KTU-51 KTU-60 KTU-80 KTU-60
M1 1. 6. 6. 12 12. 1. 1. 6. 6. 12 12.

Sekil 21b. Izolatlardan elde edilen pasajlarin OPB-7 bdlgesinin RAPD-PCR yoéntemi ile
cogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder, 1: 1. pasaj, 6: 6. pasaj, 12: 12. pasaj.

Virulans1 yiiksek izolatlarin pasajlandikca genotiplerinin kararli olduklarinin
belirlenmesinde kullanilan son primerle (OPE-1) PCR islemine tabii tutulan KTU-2
susunun olusturdugu bant profilleri incelendiginde agaroz jel lizerinde 6 farkli fragment
goriilmektedir. Bu fragmentler tekrarlanan pasajlar arasinda tamamen ayni olup, herhangi
bir farklilik goriilmemektedir. Gg-12 izolat1 ise ayn1 primerle 7 farkli uzunlukta fragment
olusturmus ve bu fragmentlerin tamaminin {i¢ pasajin tiimiinde de ayn1 uzunlukta oldugu

tespit edilmistir (Sekil 22a).
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Sekil 22a. Izolatlardan elde edilen pasajlarin OPE-1 bolgesinin RAPD-PCR yontemi ile
cogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder, 1: 1. pasaj, 6: 6. pasaj, 12: 12. pasaj.
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KTU-51 izolatinin aym1 primerle olusturdugu bant profilleri incelendiginde bu
izolatta yine ardisik pasajlarin tamaminda 8 farkli uzunlukta fragment elde edilmistir. Yani
izolatin genotipinde herhangi bir degisiklik s6z konusu degildir. KTU-60 susu ise KTU-51
izolatina benzer sekilde 8 farkli uzunlukta baglanma olusturmus ve olusan bu bantlarin

tamaminin ardisik pasajlarin ligiinde de ayn1 biiytikliikte oldugu goriilmiistiir (Sekil 22b).

KTU-51 KTU-51 KTU-51 KTU-60 KTU-60 KTU-60
M 1. 1. 6. 6. 12 12. 1. 1. 6. 6. 12. 12.

Sekil 22b. Izolatlardan elde edilen pasajlarin OPE-1 bdlgesinin RAPD-PCR yéntemi ile
cogaltilmasi. M: 1000 bp DNA ladder, 1: 1. pasaj, 6: 6. pasaj, 12: 12. pasaj.

RAPD-PCR islemi sonuglarinin tamami incelendiginde izolatlarin tamaminin
ardisik pasajlarinda herhangi bir farkli bant profili elde edilmemistir. Bu durum
virulansinin yiiksek oldugu bilinen 4 farkli Metarhizium susunun genotipinde degisiklik
olmadigint gdstermektedir. Bu durumu dogrulamak amaciyla PCR islemine tabi tutulan

pasajlar, 10’lu tekrarlardan rastgele secilerek, 2 kez tekrar edilmistir.

3.6.2. Restriksiyon Endoniikleazlar ile Kesim

Rsa I, Hpa Il ve Dde I restriksiyon endoniikleaz enzimleri, 4 farkli Metarhizium
izolatindan elde edilen Prl geninde herhangi bir poliforfizmin varligini belirlemek
amaciyla kullanildi. Reaksiyon sonucunda yiiksek derecede polimorfizm varligim
belirlemeye yarayan 3 farkli enziminde Nested PCR yontemi ile c¢ogaltilan Prl gen
bolgesini kestigi belirlendi. Reaksiyon 10 tekrarli yapilan pasajlardan rastgele secilen
orneklerle, farkli zamanlarda yapilarak 2 kez tekrar edildi. Kesim reaksiyonu sonucunda

izolatlar arasinda 6 farkli profil tipi olustugu belirlendi.
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Enzimler tek basina incelendiginde, Rsa I endoniikleaz enzimi KTU-2, KTU-51 ve
KTU-60 izolatlar1 ile muamele edildiginde 250-500 bp arasinda iki farkli fragmentin
olustugu goriilmektedir. Izolatlatlarin tiimiinde, ardistk pasajlarin  {iciinde de bu
fragmentlerin ayni uzunlukta olup farklilik gézlenmemistir. Gg-12 susu ise 250-750 bp
arasina denk gelen uzunlukta iki farkli fragment olusturmus, olusan bu fragmentler

beklenildigi gibi pasajlar arasinda herhangi farklilik gostermemistir (Sekil 23).

KTU-2 Pasajlan Gg-12 Pasajlan KTU-51 Pasajlan KTU-60 Pasajlan
1 6. 12 1. 6. 12. 1. 6 12. 1. 6. 12

3000

1000
750

500

250

Sekil 23. Izolatlardan elde edilen pasajlarin, Nested-PCR yontemi ile ¢ogaltiimis Prl gen
bolgesinin Rsa I endoniikleaz enzimi ile kesimi. M: 1000 bp DNA ladder, 1: 1.
pasaj, 6: 6. pasaj, 12: 12. pasaj.

Hpa II endoniikleaz enzimi ile kesim reaksiyonu sonucunda olusan bant profilleri
incelendiginde KTU-2, KTU-51 ve KTU-60 izolatlarinin dort farkli bolgeden kesildigi
goriilmektedir. Olusan fragmentlerden ikisi 250 bp’den kiigiik, biri 250 bp uzunlugunda,
digeri ise 250-500 bp arasina denk gelmektedir. Bu fragmentler tekrarlanan pasajlarin
timiinde degisiklik gostermemekle birlikte beklenilen sonugla ortiismektedir. Hpa |l
enzimi Gg-12 susunun PCR iriiniinii yine dort farkli bolgeden kesmis ve olusan
fragmentlerin biri 250 bp’den kiigiik, bir tanesi 250 bp uzunlugunda, diger ikisi ise 250-
750 bp arasma denk gelmektedir. Ancak olusan fragmentler ardisik pasajlarin tiimiinde

degisiklik gostermemektedir (Sekil 24).
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KTU-2 Pasajlarn Gg-12 Pasajlan KTU-51 Pasajlan KTU-60 Pasajlar
1. 6. 12. 1. 6 12. 1 6. 12. 1. 6. 12.

3000

1000

750

500

250

Sekil 24. Izolatlardan elde edilen pasajlarin, Nested-PCR yontemi ile ¢ogaltilmis Prl
gen bolgesinin Hpa II endontiikleaz enzimi ile kesimi. M: 1000 bp DNA ladder,

1: 1. pasaj, 6: 6. pasaj, 12: 12. pasaj.

Polimorfizmin belirlenmesi amaciyla tercih edilen Dde I endoniikleaz enzimi,
kararlilik testine tabii tutulan KTU-2, Gg-12, KTU-51 ve KTU-60 izolatlarinin tiimiinde
aynt tip bant profili olusturturmustur. Agaroz jel goriintiisii incelendiginde olusan
fragmentlerin pasajlarin tiimiinde 250-500 bp arasinda olup degisiklik gostermedikleri
anlasilmaktadir (Sekil 25).

KTU-2 Pasajlan Gg-12 Pasaijlan KTU-51 Pasajlan KTU-60 Pasajlan
1. 6 12. R ¥ 12. 1. 6. 12. 1. & 12.

3000

1000

750

500

Sekil 25. izolatlardan elde edilen pasajlarin, Nested-PCR ydntemi ile cogaltilmis Prl gen
bolgesinin Dde I endoniikleaz enzimi ile kesimi. M: 1000 bp DNA ladder, 1: 1.

pasaj, 6: 6. pasaj, 12: 12. pasaj.
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3.7. Ardisik Pasajlamanin Biyokimyasal Dejenerasyona Etkisinin Belirlenmesi

3.7.1. Proteolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Metarhizium suslarmin ardisik pasajlarina ait Prl geninin aktivitesini belirlemek
amaciyla, 1., 6. ve 12. pasajlar1 2.6.1°de belirtilen minimal besiyerinde biiyiitiildii. Doksan
alt1 saatlik inkiibasyonun ardindan besiyeri 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek, elde
edilen siipernetantdaki protein igerigi Bradford metodu ile belirlendi. Protein igerikleri ayni
oranda seyreltildikten sonra 2.6.2°de belirtilen miktarlarda N-succinly-Ala-Ala-Pro-Phe-
pNA substrat1 ile muamele edildi. Deney pasajlarin 10’lu tekrarlarindan rastgele 2 farkl
petri secilerek, iki kez tekrar edildi.

Izolatlarin ardisik pasajlar1 arasindaki biyokimyasal kararliigin belirlenmesi
amaciyla yapilan proteolitik aktivite deneyinde Metarhizium suslari tek tek incelendiginde,
Gg-12 susunun 1. pasajda aktivitesi yliksek seviyelerdeyken, 6. ve 12. pasajda ani bir
diisiis gostermistir. Bu durum izolatin ilk pasajin akabindeki pasajlarinda substrati
parcalama aktivitesinde kararsiz oldugunu gostermektedir. KTU-60 izolati en yiiksek
aktivitesini 6. pasajinda gostermis, 1. pasajda bu aktivite daha diisiik, 12. pasajda ise 1.
pasajdan yiiksek, 6. pasajdan diisiiktiir. Bu izolatta aktiviteler birbirinden farkli olmakla
birlikte, sayisal degerler 6nemli derecede farklilik gostermemektedir. KTU-51 izolatinin
aktivite degerleri ele alindiginda, bu izolatin en yliksek aktivite degerinin 1. pasajdan elde
edildigi gortilmektedir. 6. pasajda aktivitenin hizla diistiigii, 12. pasajda degerin tekrar
arttigr goriilmektedir. KTU-2 izolati ise diger Metarhizium suslarina gore daha diisiik
aktivite gostermesine ragmen pasajlari arasinda inis cikiglar géstermemistir. Bu durum
secilen tiirlin ardisik pasajlart  arasinda aktivite acisindan da kararli oldugunu

dogrulamaktadir (Sekil 26).
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1,25 M 1. Pasaj
1,2 M 6. Pasaj

1,15 M 12. Pasaj
]
E ~
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Gg-12 KTU-60 KTU-51 KTU-2
izolatlar

Sekil 26. Metarhizium izolatlarinin ardisik pasajlariin N-succinly-Ala-Ala-Pro-Phe-
pNA substrati ile muamele edilmesi sonucu gosterdigi enzim aktiviteleri.
Barlar standart sapmay1 gostermektedir.

3.7.2. Esteraz Profillerinin Belirlenmesi

Metarhizium suslarindan elde edilen pasajlarin aktif enzim profillerini belirlemek
amaciyla yapilan bu deneyde KTU-2 izolatina ait ardisik pasajlarin benzer bant profilleri
incelendiginde, proteaz aktivitesi sonuglarinda oldugu gibi, izolatin aktif proteinleri
acisindan da kararli sus oldugu goriilmektedir. KTU-51 susu incelendiginde izolatin 1. ve
12. pasajdaki aktivitesinin, 6. pasajdaki aktivitesine oranla daha diisik oldugu
goriilmektedir. KTU-60 izolatinda ise ayni enzimin ii¢ pasajda da aktif oldugu ancak 1.
pasajdaki aktivitenin 6. ve 12. pasajlara oranla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Gg-12
izolatinin 6. ve 12. pasajda aktif gorlinen bir enzimi, ilk pasajda elde edilen silik bant
profillerine gore azalmanin oldugunu gosterdiginden aktivitesinin kararsiz oldugu seklinde

yorumlanabilir (Sekil 27).

KTU-2 KTU-51 KTU-60 Gg-12
K 1. 6. 12. 1 6. 12. 1. 6. 12. 1. 6. 12.

Sekil 27. Metarhizium izolatlarinin ardisik pasajlarinin NATIVE-PAGE iizerindeki aktif
enzim profilleri. K: Pozitif kontrol, 1: 1. pasaj, 6: 6. pasaj, 12: 12. pasaj.
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3.8. Fungal Konidilerin Kuru Formiilasyonu

Bifazik kiiltiir sistemine gore iki farkli Metrahizium susuna ait 1., 6. ve 12. pasajlara
ait konidilerin kat1 substrat (piring) iizerinde biiyitiilmesi islemi gerceklestirildi. Pasajlara
ait iretilen piring formiilasyonlar birbirleri arasinda kiyaslandiginda KTU-2 izolatina ait 1.
ve 12. pasajdan elde edilen piring formiilasyonunun 6. pasaja oranla daha yiiksek oranda
¢imlendigi goriilmektedir (Sekil 28-A). KTU-60 izolatinin pasajlarina ait formiilasyonlar

incelendiginde ise 1. pasajdaki ¢imlenme oraninin 6. ve 12. pasajda da goriilebilmesi igin

bu pasajlara ait kiiltlir kaplarinin daha uzun siire inkiibasyona ihtiyaci oldugu sdylenebilir

(Sekil 28-B).

Sekil 28. Metarhizium izolatlarina ait ardigik pasajlarin kuru formiilasyonlar1 A: KTU-2,
B:KTU-60.



4. TARTISMA

Metarhizium anisopliae olduk¢a yaygin ve toprak orjinli bir entomopatojen fungus
olup, zararlilarla entegre miicadelede orman ve tarim alanlarinda giivenle kullanilmaktadir.
Tiirtin sinirh bir konak araligma sahip olmasi ve hedef olmayan organizmalara zarar
vermemesi biyopestisit caligmalarinda 6nem arz etmektedir. Farkli zararlilar iizerinde etkili
olan M. anisopliae susuna ait pek ¢ok ticari preperat bulunmaktadir (Faria ve Wraight 2007).
Biyolojik miicadele agisindan, funguslarin ticari preperat haline getirilmesi noktasinda,
izolatlarin yerel tiir ¢esitliligi ve dagilimimin bilinmesi, entomopatojenik funguslarin yerel
poplilasyonlarin bir ekosistemde bodcek popiilasyonlariyla miicadeleyi saglamak igin
kullanilmast durumunda 6nem teskil etmektedir (Meyling ve Eilenberg, 2006). Son yillarda,
fungal biyolojik miicadele etmenleri yeterli nem ve uygun sicakligin olmayisi gibi ¢evresel
yetersizliklerden dolay1 tutarsizliklar sergilemektedir (Jackson vd., 2000). Bununla birlikte,
yerel izolatlar yabanci izolatlarla karsilastirildiklarinda zararli bocekler ile ekolojik
uygunluga sahip olabilmeleri bunlarin hedef dis1 organizmalar tizerindeki olumsuz etkilerini
de onemli derecede azaltmaktadir (Gulsar vd., 2004; Takatsuka, 2007). Bu bilgiler
dogrultusunda, tez kapsaminda kullanilan izolatlar, basarili bir biyopestisit {iiretimi
gerceklestirmek adina bolgenin iklimsel kosullart da dikkate alindiginda tamamen yerel
popiilasyonlardan se¢ilmistir.

Genis 6lgekli fungal biyopestisit iiretiminde seg¢ilen susun in-vitro ortamda kararliligi
en 6nemli husustur. Susun biyopestisit halinde virulansini siirdiirebilmesi elzemdir ancak M.
anisopliae bir¢ok zararli tizerinde yiiksek oldiiriicti etkiye sahip olmasina ragmen, yapay
besiyeri lizerindeki ardisik pasajlarinda virulansini diistirmeye meyillidir (Shah ve Butt,
2005, Losch vd., 2010). Simdiye kadar bu sorun, ardisik pasajlama isleminden 6nce ana
konaga enfeksiyonun ardindan virulansin restorasyonu saglanarak giderilmeye ¢alisiliyordu.
Ancak, bu yontem zaman alic1 ve yiiksek kontaminasyon riski barindirmaktadir. Halen
fungal tiirlerin yapay besiyeri {izerinde pasajlandiklarinda neden virulanslarini yitirdikleri
hakkinda kesin bilgi olmamakla birlikte bazi tiirlerin digerlerine gore daha hizlhi
virulanslarinmi diistirdiikleri bilinmektedir (Hutwimmer vd., 2008). Kararli suslarin birkag
nesil boyunca virulanslarint korudugu bilinmektedir, oysaki kararli olmayan suslar

genellikle birkag¢ pasaj sonrasinda virulanslarini kaybetmeye meyillidir. Tim bu sebeplerden
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dolay1 fungal bir sustan basarili ve verimli bir biyopestisit gelistirebilmek i¢in kararli susun
se¢imi en dnemli basamaktir.

Kimoelastas Pr1 proteazi M. anisopliae tarafindan iiretilmekte olup, diger patojenik
funguslarin entomopatojenitesi igin belirleyici bir model olusturmaktadir (Charnley ve St.
Leger, 1991). Metarhizium cinsine ait funguslarin enfeksiyonu sirasinda Pr1 geni, bocek
kutikulasin1 degrede edebilme yetenegi kadar dnemsenir. Kiitikular proteinlerin yapisi ile
kutikuladan igeri giris kabiliyeti ikinci derece onemli olup, penetrasyondan onceki yiliksek
konsantrasyonda ve tutarli olan kutikular proteinlerin hidrolizi virulansin artmasina yardime1
olur (Goettel vd., 1989; St Leger vd., 1989). Yapilan bir ¢alismada Metarhizium cinsine ait
Prl proteazinin antiserumu veya gene spesifik inhibitor kullanildiginda, Prl geni
bloklandig1 i¢in, genin bocek kutikulasindan penetrasyonu miimkiin olmadigindan
enfeksiyon oraninda diistisler gozlenmistir. Bu sonuglar genin ekspresyon seviyesinin
fungusun hastalik yapma kapasitesi ile dogru orantili oldugunu ispatlamaktadir (St. Leger
vd., 1988). Bu sebeplerden dolayi izolatin patojenitesini analiz etmek i¢in Prl geninin
izolasyonu 6nemli bir basamaktir (St Leger vd., 1992). Bu tez ¢aligsmasinda virulans: yiiksek
olan 9 adet Metarhizium susunda Pr1 geni taramasi yapilmis ve tim izolatlarda yaklagik
1200 bp uzunlugundaki bu genin varlig1 tespit edilmistir. Bu basamak virulans i¢in oldukca
onemli olup, ileriki agamada biyopestisit iiretiminde 6nemli rol oynamaktadir.

Pr1 geni aktif oldugunda fungal sporun bdcek kutikulasina penetrasyonun baslangic
asamasinda ve ¢ok sayida hidrolitik enzimin kutikulaya salinmasinda 6nemli rol oynar
(Cherrie-Lee ve Bidochka, 2005; Segers vd., 1995). Bunun disinda konidial germinasyon,
kutikula bozukluklar1 ve sonraki enfeksiyon basamaklart igin besinlerin saliimini
kolaylastirir (Perinotto vd., 2014). Wang vd., (2002) yaptiklar: bir galismada Pr1 geni aktif
ve inaktif olan M. anisopliae susuna ait spor siispansiyonunu Galleria mellonella larvalari
ile muamele etmis ve Prl geninin inaktif oldugu biyoassay kaplarinda oldukga diisiik 6liim
oranlar1 elde etmistir. Bu sonuglar biyopestisit yapiminda Prl geninin aktivitesinin oldukca
onemli rol oynadigimi géstermektedir. Bu baglamda segilen 9 adet Metarhizium susunda
varhigi teyit edilen kimoelastas (Prl) geninin ekspresyonu ve aktivitesi besiyeri igerisine
eklenen kitin varliginda, N-succinly-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA substrat1 kullanilarak test edildi
(Sekil 8). Aktivite testleri enzimin optimum ¢alisma kosullari ile fungusun biiylime sicakligi
ve arazi sartlar1 diislintilerek 3 farkli sicaklikta 3 tekrarli yapildi. 96 gozlii plaklarda yapilan
deney sonucunda KTU-2 izolat1 3 farkli sicaklikta da en yiiksek aktiviteyi gosterdi. Diger
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izolatlarin da bu sicakliklarda farkli oranlarda aktif olduklar belirlendi. Pr1 geninin ayni tiir
icindeki bu farkli aktivite degerleri sasirtict degildir. Metarhizium anisoplae ve Beauveria
bassiana suslarina ait proteazlarin ¢esitlilik gosterdigi daha 6nce yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir (St Leger vd., 1986; Gillespie vd., 1998). Bunun yaninda M. anisopliae tiiriine
ait proteazlarin ¢oklu izoformlari oldugu da bilinmektedir (St Leger 1994).
Entomopatojenik funguslarin yapay besiyerinde ardisik pasajlandiklarinda morfolojik
degisime ugrayarak, virulanslarinda diisiis gosterdikleri diisiiniilmektedir (Butt vd., 2006).
Bu durumu acgiklamak i¢in ‘fenotipik (soytiirel) dejenerasyon’, ‘fenotipik kararsizlik’,
‘fonotipik bozulma’, ‘mutasyon ve ateniasyon’ gibi pek c¢ok terim kullanilmaktadir
(Kawakami, 1960; Nagaich, 1973; Ibrahim vd., 2002; Ryan vd., 2001). Dejenere olmus
fungal kiiltiirler {ireticilerin en ¢ok endise duydugu konudur, ¢iinkii kitle iiretiminde spor
verimi ve virulanstaki diisiis Uriinii ticari agidan kullanim dis1 birakacaktir (Butt, T., Wang,
C., Shah, F., A. ve Hall, R., 2006). Baz1 fungal tiirlerin tek pasajda virulansin1 kaybettigi
bilinmektedir (Butt, T. M., Yaymlanmamis Veri). Nagaich 1973 yilinda yaptig1 bir
caligmada Verticillium lecanii tiiriiniin virulansinin 2 veya 3 ardigik pasajlamanin ardindan
distiiglinti gostermistir. Hajek 1990 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, saf kiiltiirlerdeki mutlak
zamanin uzunlugu virulansi etkilemezken, virulans iizerine en onemli etkinin pasajlama
sayisinin oldugunu gdstermistir. Bazi suslar ise 10-12 kez pasajlandiklarinda bile
virulanslarinda herhangi bir azalma goriilmemistir (Morrow vd., 1988; Hajek vd., 1990).
Bazi aragtirmacilar da >12 pasajin ardindan virulansta herhangi diisiise rastlamamislardir
(Vandenberg ve Cantone, 2004; Brownbridge vd., 2001; Ignoffo vd., 1992; Hall, 1980). Tez
kapsaminda bu bilgiler g6z oniinde tutularak 6ncelikle segilen Metarhizium izolatlari (4 adet)
12 tur pasajlanarak, 1., 6. ve 12. pasajlar Galleria mellonella larvalari iizerinde test edildi.
Sonuglar incelendiginde KTU-2 ve KTU-60 suslarinin virulanslarinda énemli derecede
azalma olmadigi kaydedildi. Daha Once yapilan c¢alismalarla, deney sonuglari
karsilastirildiginda, secilen izolatlarin ardisik 12 tur pasajlandiklarinda virulanslarin
yitirmedikleri ve elde edilen verilerin diger ¢caligsmalarla ortiistiiglinii sOylemek miimkiindiir.
Funguslarin  biyopestisit olarak gelistirilmesinde dogaya uygulandiklarinda
gosterdikleri istikrarli tutum oldukca 6nemlidir. Bunun i¢in segilen susun yapay besiyerinde
pasajlandiktan sonra genotipik olarak kararli olup olmadig1 arastirilmalidir (Ansari ve Butt,
2011). Fungal susun tiim genomunda pasajlandiktan sonra herhangi bir degisikligin olup

olmadigini tespit etmek i¢in RAPD-PCR yontemi oldukg¢a ayirt edici bir yontemdir (Cobb
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ve Clarkson, 1993; Leal vd., 1994; Tigano-Milani, 1995). Bu bilgiler dogrultusunda yapilan
bu tez ¢alismasinda daha onceki basamaklarda 9 sustan elenerek sec¢ilen 4 adet Metarhizium
izolat1 5 farkli primerle muamele edilerek pasajlarda genotipik degisiklik olup olmadigi
arastirildi. Leal-Bertioli vd., (2000)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada iki farkli Metarhizium susu
8 farkli primerle muamele edilmis, yaptiklart RAPD-PCR sonucunda bu kiiltiirlerden izole
ettikleri DNA’lar ile primerler arasinda farkli uzunlukta bir fragment elde edilmemistir. Bu
calismaya benzer olarak, tez kapsaminda 4 farkli Metarhizium (KTU-2, Gg-12, KTU-51 ve
KTU-60) susuna ait 1., 6., ve 12. pasajlardan elde edilen DNA’lar 5 farkli kisa oligolarla
(OPA- 03, OPA-08, OPB- 04, OPB-07, OPE-01) RAPD-PCR islemine tabii tutulmus, olusan
fragmentler agaroz jel {lizerinde incelendiginde herhangi bir farkli bant olusumuna
rastlanilmamistir (Sekil 10-19). Bu sonuglar secilen 4 izolatin da genotipik olarak kararh
oldugunu gostermekle birlikte, biyopestisit yapimi i¢in iddiali adaylar oldugunu
gostermektedir.

EPF’larin virulans1 germinasyon hizi, sporilizasyon orani, toksin miktari, iirettikleri
metabolitler, ve en 6nemlisi sahip olduklari hiicre dis1, doku pargalayici enzimlerle iligkilidir
(Valencia, 2002). Daha once bahsedildigi gibi Prl, bu enzimlerin i¢inde 6ne ¢ikanlardan
biridir. EPF larda bu genin varlig1 ve aktif oldugunun teyit edilmesinden sonra ardisik
pasajlarinda genotipik olarak kararliligin = siirdiiriilebilir oldugunun test edilmesi
gerekmektedir. Bircok genetik mekanizma funguslardaki kararsizligin sebebi olabilir.
Bunlarin arasinda transposabl elementler, DNA metilasyonu, dsRNA wviriisleri veya
kromozom polimorfizmi sayilabilir (Butt vd., 2006). Biyopestisit yapiminda segilecek susun
kararlilig1 oldukga biiylik bir 6nem arz ettiginden, Pr1 geninin pasajlarina ait konidialarinda
herhangi bir genotipik degisiklik istenmeyen bir durumdur. Bu baglamda, tez kapsaminda
segilen 4 adet Metarhizium izolatinin 12 ardisik pasajindan rastgele secilen 1., 6. ve 12.
pasajlarina ait petrilerden DNA izolasyonu yapilarak, bu DNA’lar, Ddel, Rsal ve Hpal
restriksiyon endoniikleaz enzimleri (Leal vd., 1994) ile kesim islemine tabii tutuldu. Leal
vd., (1997) yaptiklar1 bir ¢alismada aymi yontemi kullanarak, ayni enzimlerle farkli
Metarhzium genomlar arasindaki Pr1 genleri arasindaki polimorfizm varligini incelemisler
ve olumlu sonuglar elde etmislerdir. Bu ¢alisma gz oOniinde bulundurularak 4 adet
Metarhizium izolatinin pasajlardaki polimorfizm incelendiginde yine olumlu sonuglar elde
edilmis, agaroz jel iizerinde herhangi bir farkli uzunlukta fragment elde edilmemistir. Bu

sonuglar tiim izolatlarin tiim pasajlart i¢in gecerli olmakla birlikte (Sekil 20, 21, 22)
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biyopestisit yapiminda énemli rol oynayan Prl geninin pasajlandik¢a herhangi degisiklige
ugramadigi ve kararli oldugu sonucuna varilabilir.

Bazi c¢alismalar entomopatojenik funguslarin ardisik pasajlarinda virulansin
zayifladiklarim1 gostermektedir (Safavi, 2011). Bu virulans kaybinin, fungusun yapay
besiyerinde pasajlandik¢a Prl aktivitesinin diisiisiine bagli olarak, Metarhizium anisopliae
(Latch, 1965; Al-Aidroos ve Seifert 1980; Wang vd., 2003; Shah vd., 2005) ve Beauveria
bassiana (Samsinakowa ve Kalova, 1983) tiirlerinde gorildiigii daha once yapilan
calismalarda belirtilmistir. Bizim bulgularimiz da Gg-12, KTU-60 ile KTU-51"in 6. pasajina
kadar bu c¢alismalar ile paraleldir. Bu kararsizlik daha ¢ok 6. pasajdan sonra kendini
gostermektedir. Ancak, bilinmeyen bir sebepten dolayr KTU-51 izolatinin 6. pasajindaki
diisiis, 12. pasajda tekrar yiikselise gegmistir. Ardisik pasajlamanin Prl genine etkisi tizerine
literatiirde az sayida arastirma bulunmaktadir. Daha once yapilan ¢alismalarda bu genin
aktivitesinde yaklasik ardisik bes kez pasajlandiginda 6nemli derecede diisiis gostermemekle
birlikte, 10-15 ardisik pasajlart kontrol grubu ile karsilastirildiginda onemli derecede
diigiisler gozlenmistir (Safavi 2011). Prl enziminin konidiasyon boyunca salgilandigini,
konidial hiicre duvarindaki Pr1 varligi ispatlamakla birlikte, genin aktivite diizeyinin de
hiicredeki transkript miktari ile dogrudan iliskili oldugu goriilmektedir (Leger vd., 1996).
Konidialarda bulunan Pr1’in transkriptinin artmasi, bu enzimin enfeksiyonun erken
asamalarinda tiretimini hizlandirabilir ve konaga hizlica niifuz etmesini saglayabilir. Bazi
aragtirmalar gosteriyor ki, Prl enzimi bir¢ok peptidin salinimina neden olur ve bu durum
daha ¢ok Prl yapimini indiikler (Paterson vd., 1994). Bu durumda goriiniiyor ki in-vitro
pasajlama Pr1 geninin hiicre duvarindaki transkripsiyonunu diisiirerek, konidialarin da
bocek kutikulasina tutulumunu yavaslatmaktadir. Bdylece patogenezi ve Olim
yavaglamakta, istenilen sonug¢ elde edilememektedir. Calisma kapsaminda bu enzimin
pasajlarindaki kararsizlik Gg-12 ve KTU-51 suslarinda goriilmekle birlikte, biyopestisit
caligmalarinda kullanilmasi diisiiniilen KTU-2 susu, enzim aktivitesi yoniinden ardisik 12
pasaja ragmen kararliligini siirdiirmektedir. Bu durumda bu izolat, iiriin gelistirme
programinda oldukca limit vaat edici goriinmektedir.

Biyopestisit yapimina aday susun pasajlanmadan dnce ve pasajlandiktan sonra stabil
kaldigini belirlemek i¢in kullanilan bir diger yontem esteraz profillerinin belirlenmesidir
(Leal-Bertioli vd., 2000). Yapilan son ¢alismalar konidialardaki yiiksek seviyede Prl ve

esteraz aktivitesinin, kutikulay1 degrede etmekle sorumlu tiim enzimlerin hizlica salinmasina
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ve enfeksiyonun baglamasina zemin hazirladigini géstermektedir (Shah vd., 2005; Small ve
Bidochka, 2005). Serebrov vd., (2001) yaptiklar1 bir ¢alismada entomopatojen fungus ile
enfekte edilmis Galleria mellonella larvalarinin kutikula yiizeylerinde olusan koyu renkli
spotlarin, degisiklige ugramis non spesifik esterazlarla iliskili oldugunu géstermislerdir. Bu
calisma sonucunda esterazlarin virulans i¢in Pr1 kadar 6nemli oldugu goriilmektedir. Daha
once literatiirde ardisik pasajlamanin esteraz aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi ile ilgili
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak genin aktivitesi ile ilgili Serebrov vd., (2006)
Galleria mellonella larvalarinin yag ve intestinal dokularindaki, Metarhizium anisopliae
konidialarina ait estaraz aktivitelerini test etmisler ve aktivitede herhangi bir diisiis
gozlemlememiglerdir. Yapilan baska bir g¢alismada Phaedon cochleariae, iki farkli
Metarzium tirii (V245, V208) ile hem ayri ayri hem de birlikte enfekte edilmis ve
enfeksiyondan sonraki esteraz bant profilleri arasinda farklilik olup olmadig: incelenmistir.
NATIVE-PAGE gériintiilerinde ayr1 ayr1 yapilan enfeksiyon sonrasinda herhangi bir
farklilik gériinmemekle birlikte, iki susun es zamanl enfeksiyonu sonucunda iki fakli bant
elde edilmistir (Leal-Bertioli vd., 2000). Bu durum aynu tiiriin enfeksiyon sonrasinda esteraz
aktivitesinde herhangi bir degisikligin olmadiginin gostergesidir. Yapilan tez ¢aligmasinda
biyopestisit olarak tretilmesi diisiilen izolatlar da 6nce Galleria mellonella larvalar ile
enfekte edilerek restorasyonu saglandi ve ardisik 12 tur pasajlanarak secilen 4 izolata ait 1.,
6. ve 12. pasajlarin esteraz profilleri incelendi. Yukaridaki g¢aligmalar g6z Oniinde
bulunduruldugunda KTU-2 izolat1 3 pasajda da benzer bant profili gosterdiginden (Sekil 23),
enzim aktivitesi oldukga kararli goriinmektedir. Yapilan diger tiim testlerde de bu izolat i¢in
pozitif sonuclar elde edildigi diisliniildiigiinde biyopestisit c¢alismalarinda kullanilmasi
kaginilmazdir.

Tez kapsaminda kaliteli bir biyopestisit liretimi gerceklestirebilmek i¢in yapilan farkl
deneylerin sonuglar1 degerlendirilerek stabil sus se¢imi yapildi. Morfolojik ve molekiiler
calismalarin sonuglari incelendiginde KTU-2 ve KTU-60 suslarinin digerlerine oranla daha
kararl1 olduklar1 sonucuna varildi. Kararli susun se¢iminin ardindan bu susun, iizerinde
biiyiitiilerek biyopestisit haline getirilecegi substratin belirlenmesi ikinci asamadir. Bunun
icin fungusun besinsel gereksinimleri, nem igerigi, uygun pH araligi, biiylime ve
sporlanmaya tesvik edici bir substratin se¢imi 6nemlidir (Hallsworth ve Magan, 1996).
Funguslar filamentli yapilarindan dolay1 kati substratlar iizerinde kolaylikla biiylimeye

yatkin olup, boylelikle hiicre dis1 enzimlerini ve konidiaforlarini daha genis alanlara



70

ulagtirabileceklerinden ‘kati1 fazli fermantasyon yontemi’ biiylime asamasinda oldukga
verimlidir. (Lee vd., 2003; Arzumanov vd., 2005; Guijarro vd., 2007; Verma vd., 2007).
Biyopestisit iiretiminde kat1 fazli fermantasyon yonteminin kullanilmasi ucuz ve az malzeme
kullanim1 ile substrat olarak atik endiistriyel tarimsal tahillarin kullanimi avantajini
saglamaktadir (Castilho vd., 2000). Prakash vd., (2008) yaptiklart bir ¢alismada nem
iceriginin kat1 fazli fermantasyonda 6nemli rol oynadigini vurgulamislardir. Bu ¢alismada
arastirmacilar farkli tahillar kullanmislar, ancak optimum nem igeriginin pirincin bulundugu
deney kaplarinda oldugunu kaydetmislerdir. Yeast extract misellerin biiylimesi igin kati
substratin ihtiva etmesi gereken bir icerik oldugu daha once yapilan ¢alismalarda rapor
edilmistir (Im vd,1988). Yine Prakash vd., (2008)’nin yaptiklar1 ¢alismada ti¢ farkli kati
substrat lizerindeki gram basina diisen merkezi konidia biiyiimeleri incelendiginde
maksimum verimin piringten elde edildigi goriilmektedir. Ye vd. (2006) Beauveria bassiana
konidialarini tahil {izerinde biiyiittiiklerinde benzer sonuglar elde etmis, en verimli bliylime
oranini piring iizerinde gézlemlemislerdir. Bu veriler pirincin yeterli miktarda Yeast extract
ve besinsel icerige sahip oldugunu dogrulamaktadir. Ansari ve Butt (2011) yaptiklar1 bir
caligmada 3 farkli Metarhizium susunun germinasyon hizini test etmisler ve pirincin fungal
bliylimede SDA’dan daha etkili oldugunu gostermislerdir. Tiim bu bilgilerin dogrultusunda
KTU-2 ve KTU-60 suslarmin biiyiitilmesi asamasinda, biyopestisit ¢caligmalarinda kati
substrat olarak piring kullanilmistir. Segilen suslar bifazik kiiltiir sisteminden sonra, piring
tizerinde biiylitme asamasinda kati fazli fermentasyon yontemi ile basarili bir sekilde
biyopestisit haline getirilmistir. Sonraki agamalarda tiriiniin virulans testleri yapilip, ticari
preperat haline dontistiiriilmesi, Tiirkiye’deki toprak alt1 zararlilarinin kontrol altina alinmasi

i¢cin amaclanan ¢aligmalardir.



5. SONUCLAR

“Toprak Alt1 Zararlilarina Karsi Fungal Suslarin Se¢imi ve Graniil Formiilasyonun
Uretilmesi” baglikli bu doktora tezinde, biyopestisit iiretiminde en énemli basamaklardan
biri olan kararli susun sec¢imi ile ilgili bir¢cok farkli ¢alisma yapilmis ve deney sonuglarina
gore baslangigtaki 9 Metarhizium izolatt (As-1, As-2, As-18, Gg-12, KTU-21, KTU-60,
KTU-2, KTU-40, KTU-51) 6nce 4’e (KTU-2, Gg-12, KTU-51, KTU-60) daha sonra 2 adete
(KTU-2, KTU-60) indirilerek, kalan suslardan graniill formda biyopestisit {retimi
gerceklestirildi. Yapilan ¢alismada ulasilan sonuglar asagidaki gibidir.

1. Toprak alt1 zararlilar1 hedef alinarak yapilan bu ¢alismada, laboratuvar
koleksiyonundan segilen 9 adet Metarhizium susunun Melolontha melolontha larvalari
tizerindeki virulansi belirlendi. KTU-2, KTU-60, KTU-51 ve Gg-12 suslarmin en yiiksek
oldiiriicti aktiviteye sahip oldugu tespit edildi.

2. Izolatlar Pr1 gen iceriklerinin tespit edildi ve taksonomik pozisyonlar1 belirlendi.
Laboratuvar koleksiyonundan se¢ilen 9 adet Metarhizium susunun da bu geni bulundurdugu
goriildi.

3. Prl geni igeren suslarin uygun substrat varliginda enzim aktiviteleri olgiildii.
Olgiimler sonucunda Pr1 geninin tiim izolatlarda aktif oldugu sonucuna varildi.

4. Yukaridaki deney sonuglarina gore ilk eleme yapilarak kalan 4 izolat (KTU-2, KTU-
60, KTU-51 ve Gg-12), pasajlamanin fungal tiir lizerindeki fenotipik, genotipik ve
biyokimyasal etkilerinin belirlenmesi amaciyla 12 kez ardisik pasajlandi.

5. Pasajlara ait kiiltiirlerin fenotipik (koloni morfolojileri, renk degisimi, fertil olmayan
alan olusumu, spor iretimi ve sporlarin UV’ye kars1 direncliligi) kararliligi belirlendi. Bu
deney basamaginda gerek koloni morfolojisi, gerekse spor liretim %’si agisindan KTU-2,
KTU-60 izolatlarinin digerlerine oranla daha kararli olduklar belirlendi

6. Pasajlarin virulans 6zelliklerinin kararliliklar test edildi. G. mellonella iizerinde
yapilan bu calismada yine KTU-2 izolatinin virulansinda anlamli bir disiise
rastlanilmamastir.

7. Secilen 4 Metarhizium izolatinin 12 ardisik pasajlanma siirecinin ardindan
genotipinin stabil olup olmadigini belirlemek i¢in, izolatlardan DNA izolasyonu yapilarak,
RAPD-PCR yontemi kullanildi. Pr1 geninin kararliliginin belirlenmesi i¢in de Rsa I, Hpa Il
ve Dde I restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim deneyi yapildi. Hem RAPD-PCR,
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hem de restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim deneyleri sonucunda segilen 4 susun
da genotipik anlamda herhangi dejenerasyona ugramadiklari sonucuna varildi.

8. Pasajlardaki Prl geninin aktivitesinin stabilitesini 6l¢gmek igin uygun substrat
varliginda enzim-substrat testi deneyi yapildi. KTU-2 ve KTU-60 izolatlarmin diger
izolatlara gore aktivite agisindan daha kararli olduklar1 goriildii.

9. Suslarin pasajlarindaki aktif enzimlerin varligin tespit etmek amaciyla kiiltiirlerden
protein izolasyonu yapilarak, NATIVE-PAGE yontemi ile jel goriintiileri elde edildi. KTU-
2 izolatinin aktif enzimlerinin pasajlarinda da oldukga kararli oldugu belirlendi

10. Stabil susun belirlenmesi amaciyla yapilan deneylerin sonucuna goére KTU-2 ve
KTU-60 izolatlar1 en kararl suslar olarak se¢ildi.

11. KTU-2 ve KTU-60 izolatlar: kat1 fazli fermantasyon yontemi kullanilarak piring
izerinde biiytitiilmesi ile graniil formda formiilasyon haline getirildi.

12. Entomopatojenik funguslardan kararli susun farkli yontemlerle belirlenerek,

biyopestisit haline getirilmesi ¢aligmalar1 Tiirkiye’de ilk defa gergeklestirildi.



6. ONERILER

Ulkemizde zararli bocekler ile miicadele bazi istisnalar diginda tamamen kimyasal
ilaglar kullanilarak yapilmaktadir. Oysa kullanilan bu kimyasal ilaglar, zararli boceklerin
bu ilaglara kars1 direng kazanmalarina, ¢cevredeki faydali boceklerin, bal arilarinin, kuslarin
ve baliklarin 6lmelerine, besin zinciri yoluyla insanlara ulasarak bir¢ok kalici ya da
oldiiriicii hastaliklara neden olmaktadir. Son yillarda arastirmalarina agirlik verilen
biyolojik miicadele ile kimyasal miicadelenin yol agabilecegi bir¢ok olumsuz etkiler
ortadan kaldirilabilmektedir. Gelismis iilkelerin hepsinde biyolojik miicadele 6n planda
tutulmakta ve bu konu iizerindeki ¢aligmalar daha ileriye gotiiriilmektedir. Kimyasallarin
miicadele materyali olarak kullanilmamalar1 Avrupa Birliginin 6nemli giindem maddeleri
arasinda yer almaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda gelistirelen birgok biyolojik
miicadele etmeni (6zellikle mikrobiyal miicadele etmenleri) bir¢ok tilkede ticari olarak
satilmaktadir.

Bu tez calismasiyla hedef, iilkemiz i¢in biyopestisit iiretimi ve {retim Oncesi
asamalar acisindan detayli calisma yapilmistir. Calisma kapsaminda kararli sus se¢imi
yiiksek diizeyde ele alinarak, kaliteli biyopestisit liretimi amag¢lanmistir. Tiirkiye’de ilk
defa iiretilen bu iriiniin ama¢ boceklere karsi daha ayrintili ¢alismalarinin yapilmasi
kagmilmazdir. Ozellikle Dogu Karadeniz Bolgesi nin iklimsel kosullar1 dikkate alindiginda
bu calismada elde edilen bu liriiniin araziye yonelik ¢aligmalarin yapilmasi zorunlu bir
husus haline gelmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, (1) bu biyopestisitin kitle tiretimlerinin
yapilmasi, (2) ozellikle toprak alti zararlilarina dogal ortaminda alan uygulamalarmin
yaptlmast ve (3) ticari preparat haline getirilmesi planlanan caligmalar arasinda yer
almaktadir. Boylece, zararli bocekler ile yapilan kimyasal miicadelenin olumsuz etkileri

ortadan kalkacak ve iilke ekonomisine 6nemli 6l¢iide katkida bulunulacaktir.
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8. EKLER
Ek 1. Metarhizium anisopliae KTU-51’in Prl Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GGGGCCTCTCTCGTACTCCTCAGGCTGAGAGCATCATTGCCGACAAGTATATTG
TCAAGTTCAAGGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGACACGGTCAGCGCT
CTTACCTCCAAAGCCGACTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGGC
TCCCTCACCAAGGAGGAGCTGAAGATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTAC
CCCCTCCCACTTACCTAGGTAGTCAAGGGAGACATGTAGGTGTTTGTTGCTGAC
CCGCTGCCCCATAGGTCGATTTCATTGAGAAGGACGCCGTGATGCGTATCAGC
GGCATCACTGAGCAGAGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCATCTCACACCG
CCAGAAGGGAAGCACCACCTATCGCTACGATGATAGTGCCGGTGAGGGTACTT
GCGTATATATCATTGACACTGGTATTGAGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCG
CCAAAACTCCATAGTGCGGAGTAGGAAATTTACCAATATCATCCAGGATTTTG
GGGGTCGCGCCACTTTTCTTAAGAGCTTCATCAGCGGTCAAAACAGTGATGGC
CACGGCCATGGGACTCACTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAGCTACGGTGT
TGCCAAAAAGGCTAAGCTCTATGGTGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTG
GTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGACTACGTTGCACAGGACTCCAAG
ACCCGCGGCTGCCCTAAAGGCGCCATTGCTTCCATGAGCCTGGGAGGTGGCTA
CTCGGCGTCCGTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTCAATTCTGGTGTCTTCCT
TGCCGTCGCCGCTGGCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGCTT
CCGAGCCTTCTGCCTGCACTGTTGGTGCCACTGATTCAAATGACAACCGATCTT
CCTTCTCCAACTACGGCAAAGTTGTCGATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTC
TTTCCACCTGGATTGGTGGCAGCACTGTAAGTATTGTACCTACCTCCATAAGCT
TAAAAACAGGCTTTTGCTTCAGAACCAGCTCTAACAAGGTTTAGAACACCATC
TCTGGGACCTCCATGGGTACTCCCAATTCTGGGGGGGGCGCCACTAGAAAAAA
AAAAAAAATTATTTAAAAAAAAAAAAAACCTGACTCCCCTGCACCTCCCAGCT
CCCCACCC

Ek 2. Metarhizium anisopliae KTU-60"1n Prl Gen Boélgesinin Baz Sirasi

CGGGCCATCTCTCTACTCGTCAGGCTGAGAGCATCATTGCCGACAAGTATATTG
TCAAGTTCAAGGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGACACGGTCAGCGCT
CTTACCTCCAAAGCCGACTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGGC
TCCCTCACCAAGGAGGAGCTGAAGATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTAC
CCCCTCCCACTTACCTAGGTAGTCAAGGGAGACATGTAGGTGTTTGTTGCTGAC
CCGCTGCCCCATAGGTCGATTTCATTGAGAAGGACGCCGTGATGCGTATCAGC
GGCATCACTGAGCAGAGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCATCTCACACCG
CCAGAAGGGAAGCACCACCTATCGCTACGATGATAGTGCCGGTGAGGGTACTT
GCGTATATATCATTGACACTGGTATTGAGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCG
CCAAAACTCCATAGTGCGGAGTAGGAAATTTACCAATATCATCCAGGATTTTG
GGGGTCGCGCCACTTTTCTTAAGAGCTTCATCAGCGGTCAAAACAGTGATGGC
CACGGCCATGGGACTCACTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAGCTACGGTGT
TGCCAAAAAGGCTAAGCTCTATGGTGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTG
GTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGACTACGTTGCACAGGACTCCAAG
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ACCCGCGGCTGCCCTAAAGGCGCCATTGCTTCCATGAGCCTGGGAGGTGGCTA
CTCGGCGTCCGTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTCAATTCTGGTGTCTTCCT
TGCCGTCGCCGCTGGCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGCTT
CCGAGCCTTCTGCCTGCACTGTTGGTGCCACTGATTCAAATGACAACCGATCTT
CCTTCTCCAACTACGGCAAAGTTGTCGATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTC
TTTCCACCTGGATTGGTGGCAGCACTGTAAGTATTGTACCTACCTCGATAAGCT
TAAAAACAGGCTTTTTGCTTCAAAACCAGCTCTAACAAGGTTTAGAACACCAT
CTCTGGGACCTCCATGGGTACTCCCAATGCGGTGGGGGGCGCCACTAGAAAAA
AAAAAAAATCCACCACCTCCCATGCTCCCCTCTC

Ek 3. Metarhizium anisopliae KTU-2’nin Pr1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GGGCATCTTCGTCATCCTCAGGCTGAGAGCTCATTGCCGACAAGTATATTGTCA
AGTTCAAGGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGACACGGTCAGCGCTCTT
ACCTCCAAAGCCGACTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGGCTCC
CTCACCAAGGAGGAGCTGAAGATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTACCCC
CTCCCACTTACCTAGGTAGTCAAGGGAGACATGTAGGTGTTTGTTGCTGACCCG
CTGCCCCATAGGTCGATTTCATTGAGAAGGACGCCGTGATGCGTATCAGCGGC
ATCACTGAGCAGAGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCATCTCACACCGCCA
GAAGGGAAGCACCACCTATCGCTACGATGATAGTGCCGGTGAGGGTACTTGCG
TATATATCATTGACACTGGTATTGAGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGCCA
AAACTCCATAGTGCGGAGTAGGAAATTTACCAATATCATCCAGGATTTTGGGG
GTCGCGCCACTTTTCTTAAGAGCTTCATCAGCGGTCAAAACAGTGATGGCCAC
GGCCATGGGACTCACTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAGCTACGGTGTTGC
CAAAAAGGCTAAGCTCTATGGTGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTGGTT
CCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGACTACGTTGCACAGGACTCCAAGACC
CGCGGCTGCCCTAAAGGCGCCATTGCTTCCATGAGCCTGGGAGGTGGCTACTC
GGCGTCCGTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTCAATTCTGGTGTCTTCCTTGC
CGTCGCCGCTGGCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGCTTCCG
AGCCTTCTGCCTGCACTGTTGGTGCCACTGATTCAAATGACAACCGATCTTCCT
TCTCCAACTACGGCAAAGTTGTCGATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTCTTT
CCACCTGGATTGGTGGCAGCACTGTAAGTATTGTACCTACCTCGATAAACTTAA
AGACAGGCTTTTTGCTTCAGAACCAGCTCTTAACAAGGTTTAAAACACCATCTC
TTGGCACTCCCTGGGTACTCCCAATGCGGGGGGGGGGCCCACTAGAATAAAAT
AAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAAAAAAACACAAAGCACCTCCCTGCTCCCC
ATC

Ek 4. Metarhizium anisopliae Gg-12’nin Pr1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

ATTTTGGGGGGATGCCTTTTTTTTTTTTAATTAAATTAAAAAGCTTTTTCTGCCA
ATTATTGGGGCGGGCGCTGAGCCAGTTCCTCTCTTCACTTCTCCAGGTTGAGAG
CATCATTGGCGGCCAAGTATATTGTCAAGTTCAAGGACGATATTGCCCGTATC
GCTACCGATGATACGGTAAGCGCTCTTACCTCCAAAGCCGACTTCGTCTACGA
GCACGCCTTTCCATGGGTTTGCAGGCTCCCTCACCAAGGAGGAGCTGAAGATG
CTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTACCCCCTCCCACTTACCTAGGTAGTCAAA
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GGAGACATGTAGTTGTTTGTTCCTGACCCGCTGCGCCATAGGTCGATTTCATTG
AGAAGGACGCTGTGATGCGTATCAGCGGCCTCACTGAGCAGAGCGGTGCTCCC
TGGGGTCTTGGGCGCATCTCTCACCGCAGTAGGGGAAGCACCACCTATCGCTA
CGATGATAGTGCTGGTGAGGGTACTTGCGTATATATCATTGACACTGGTATTGA
GGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGTCAAAACTCCATAGTGCGGAGTAGGAA
ATTTAACAATATCATCCAGGAGTTTGAGGGTCGCGCCACTTTTCTCAAGAGCTT
CATCAGCGGTCAAACCACTGATGGCCACGGCCATGGGACTCACTGCGCTGGTA
CCATTGGTAGCAGAAGTTACGGTGTTGCCAAAAAGGCTAAGCTCTATGGTGTC
AAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTGGTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCAT
GGACTACGTTGCACAGGACTCCAAGACCCGCGGCTGCCCCAAAGGCGCCATTG
CTTCCATGAGCCTCGGAGGTGGCTATTCGGCGTCCGTCAACCAAGGTGCTGCT
GCTTTGGTCAATTCTGGTGTCTTCCTTGCCGTCGCCGCTGGCAACGATAACCGG
GATGCCCAGAACACCTCTCCCGCTTCCGAGCCTTCTGCCTGCACTGTTGGTGCC
TCTGCGGAAAATGACAGCCGATCTTCCTTCTCCAACTACGGCAAAGTTGTCGAT
ATTTTCGCTCCTGGTAGCAATGTTCTTTCCACCTGGATTGGTGGCCGCACAGTA
AGTATTGTACCTCGATAAGCTCGGAAAACCGCCTTTTGCTTCAGCACCAGCCCT
AAAAAGGTTTAGAACACCATCTCCTGGTACCTCCATGGGTACTCCCATATGCTG
GGGGGGGGCGCCCCTACATAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAGG
GGGGTTGGCACAAG
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