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Bu calismada, Orta Karadeniz Bolgesinin farkli tarim ve ormanlik alanlarinda yayilis
gosteren Amerikan beyaz kelebegi (Lepidoptera: Arctiidae) popiilasyonlarina ait 73
kadavradan 7 granuloviriis (GV) tanmimlandi. Izolatlarin tamaminin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve cogaltilan dizilerin analizi ile Hyphantria cunea granuloviriis
(HycuGV) oldugu belirlendi. Biitiin izolatlarin karakterizasyonu yapild1 ve 3. evre H.
cunea larvalarina karsi insektisidal aktiviteleri test edildi. Isik mikroskobunda parlak
yapilar olarak goriilen granuloviriislerin boyutlari elektron mikroskobunda yaklagik 318 -
546 nm x 174 - 240 nm olarak 0lciildii. Her bir grantiliin, ortalama biiyiikliigii 35 - 51 nm
x 202 - 341 nm olan tek bir ¢ubuk sekilli virion igerdigi belirlendi. Restriksiyon
endoniikleaz analizi ile genomun yaklagik 112 kbp biiyiikliiglinde oldugu hesapland.
Granulin (gran), gec¢ ckspresyon faktorii 8 (lef-8) ve gec ekspresyon faktorii 9 (lef-9)
genlerinin kismi sekanslarmin filogenetik analizleri, viral izolatlarin, HycuGV’ler ile
yakin iligkili oldugunu ortaya koydu. HycuGV izolatlari, ayn1 familyaya ait HycuGV AS5-
1, HycuGV A18-3 izolatlar1 ile birlikte gruplasma gosterdi. Insektisidal aktivite
calismalarinda HycuGV-Hcl'in 3. evre H. cunea larvalan iizerindeki LCso degeri 2,6 x
10* OB/ml olarak hesapland1. HycuGV izolatlarmn 2. ve 3. evre larvalar iizerinde yiiksek
Olim orani gosterdigi belirlendi. Saksi denemelerinde de HycuGV-Hcl’in 2. evre H.
cunea larvalar1 tlizerinde %80.7 6liim etkisi meydana getirdigi gozlendi. Bu ¢aligma
Tiirkiye’den ilk kez izole edilen HycuGV’nin, H. cunea’nin miicadelesi i¢in etkili bir

biyopestisit olarak 6nemli potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Hyphantria cunea, granuloviriis, HycuGV, filogeni, biyolojik
miicadele
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PhD. Thesis
SUMMARY
CHARACTERIZATION OF A HYPHANTRIA CUNEA GRANULOVIRUS FROM TURKEY
Zeynep BAYRAMOGLU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. ismail DEMIR
2018, 99 Pages, 9 Pages Appendix

In this study, 7 granuloviruses (GVs) were identified from 73 cadavers belonging to the
populations of the American white butterfly (Lepidoptera: Arctiidae) spreading in
different agricultural and forest areas of the Central Black Sea Region. All of the isolates
were identified as Hyphantria cunea granulovirus (HycuGV) by polymerase chain
reaction and sequence analysis of these sequences. All isolates were characterized and
tested against the third instar H. cunea larvae. The dimensions of the granuloviruses,
which are seen as bright structures in light microscopy, were measured approximately as
318 - 546 nm x 174 - 240 nm at electron microscope. Each granule was found to contain
a single rod-shaped virion with an average size of 35 - 51 nm x 202 - 341 nm. The
genome was calculated to be ~112 kb in size by restriction endonuclease analysis.
Phylogenetic analysis of partial sequences of granulin (gran), late expression factor 8 (lef-
8) and late expression factor 9 (lef-9) genes showed that viral isolates are closely related
to HycuGVs. HycuGV isolates were grouped together with HycuGV A5-1 and HycuGV
A18-3 isolates of the same family. In the insecticidal activity studies, the LCso value of
HycuGV-Hc1 from isolates was calculated as 2.6 x 10* OB/ml on the 3" stage H. cunea
larvae. HycuGV isolates showed high mortality on 2" and 3" instar larvae. It was
observed that HycuGV-Hcl caused 80.7% mortality against 2. instar H. cunea larvae in
pot experiments. This study showed that HycuGV, isolated in Turkey for the first time,

has significant potential as biopesticide against H. cunea.

Key Words: Hyphantria cunea, baculovirus, granulovirus, virus phylogeni, biological
control
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1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Insanlhigin diinyadaki yasaminin siirdiiriilebilirligi i¢in tarimsal {iretim vazgegilemez
bir zorunluluktur. Ozellikle bitkisel {iretim tarimsal faaliyetler] igerisinde en énemli kismi
olusturmaktadir. Sadece besin gidasi olarak degil ayn1 zamanda siis bitkileri ve ormanlik
alanlardaki bitkilerin de insanlik i¢in gerekli oldugu unutulmamalidir. Bitkisel iiretimin her
asamasinda irlinlerin zarar goérmesine neden olan bircok faktdr bulunmaktadir. Bu
faktoOrler arasinda bocekler onemli bir kismi olusturmaktadir. Yillardir {irtinlerin korunmasi
amaciyla bircok yontem boceklerle miicadelede uygulanmaktadir. Ozellikle ikinci diinya
savagindan sonra bir¢ok kimyasal ila¢ diinyada yogun bir sekilde kullanilmaya baglamistir.
Kimyasal ilaglarin kullanimi zararlilarla miicadelede olduke¢a etkili olmustur. Ancak, bu
ilaglarin kalint1 birakmasi, topragi ve suyu kirletmesi, insanlar ve diger canlilar ve yararh
organizmalar i¢in tehlike olusturmasi, boceklerin bu ilaglara kars1 direng gelistirmesi gibi
olumsuz etkileriyle beraber zararlar1 goriilmeye baslamistir. Bu nedenle zararlilarla
miicadelede kimyasal ilaclarin olumsuz etkilerini ortadan kaldiracak, tarimsal {iretimde
cevreye zarar vermeyecek miicadele yontemlerinin gelistirilmesi ve kullanilmasi
gerekmektedir. Boylece miicadele yontemlerinin zararlilarin belirli bir seviyede tutulmasi
icin kullanilan Entegre Miicadele Yontemlerine (IPM) ek olarak biyolojik ve biyoteknik
miicadele yontemlerinin kullanilmasi i¢in ¢aligmalara 6nem verilmelidir. Bu zamana kadar
zararlilarla miicadele noktasinda diinyada yapilmis bilimsel caligmalara bakildiginda,
biyolojik miicadele ¢alismalar1 oldukc¢a dikkat ¢ekmektedir.

Biyolojik miicadele, hedeflenen bir zararli bocek tiirline karst predator, parazit ve
patojen gibi dogal diigmanlar kullanilarak yapilan uygulamalar1 kapsamaktadir. Bu zamana
kadar fungus, nematod, bakteri, protozoa ve virlisler bircok zararli bdcekte tespit
edilmistir. Bu etmenler hedeflenen zararli boceklerin miicadelesinde Onemli bir role
sahiptir.

Bu etmenlerin bir¢ogu konak bdcege 6zgii olabilmektedir. Bdylece ortamda bulunan
diger yararli organizmalar bu etmenlerden etkilenmemekte, sadece miicadele edilmek

istenilen organizmalar etkilenmektedir. Bu etmenler ekosistemde herhangi bir kirlilige de



yol agcmamaktadir. Bu sahadaki basar1 ile gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu
mikrobiyal miicadele yontemlerinin alacagi diisiiniilmektedir.

Zararl boceklere karsit miicadelede yaygin olarak kullanilan kimyasal insektisitlerin
cevreye yapmis olduklart olumsuz etkilerden kurtulmak ve gelecegimizi giivence altina
almak i¢in biyolojik miicadeleye yonelim kaginilmaz olmustur. Biyolojik miicadelede
kullanilan etmenlerden virilisler, zararlilarin dogal diismanlar1 olup cogunlukla sadece
hedef zararh iizerinde etkiye sahiptir. Bocek virlislerinin izole edilip gelistirilerek zararh
boceklerle miicadelede kullanilmasi, siirdiiriilebilir {irtin {iretiminde kimyasallarin
kullanimini biiyiik dl¢iide sinirlayabilecektir.

Viriislerin biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilmalarinin pek ¢ok faydasi
vardir. Bunlar arasinda dar konak spektrumuna sahip olmalari yani dogrudan hedefledikleri
organizmalar lizerinde etkili olmalart gelmektedir. Ayrica, insanlarda hastalik
olusturmamalar olduk¢a dikkat ¢eken 6zellikleri arasindadir (Demirbag ve Beldiiz, 1997).
Viriisler boceklerin dogal diismanlaridir. Bu dogal diismanlar arasinda ozellikle
bakiiloviriisler yalnizca boceklerde hastalik olusturduklarindan, diger omurgalilarda
enfeksiyon olusturmadiklarindan giivenli biyolojik miicadele materyalleridirler. Ayrica, bu
viriisler lizerinde genetik modifikasyonlar yapilarak sadece bir tiir zararli bocegi oldiiren
etmenler gelistirilebilir. Yine amaca uygun olarak, birden fazla zararli bocek, molekiiler
tekniklerle gelistirilen rekombinant bir viriis ile de 6ldiiriilebilir (Martens vd., 1990).

Viriisler bircok konukgu bdcekten izole edilerek tanimlanmistir. Bunlarin biiylik bir
cogunlugu eklembacaklilardan izole edilen bakiiloviriislerdir (Murphy vd., 1995).
Bakiiloviriisler  bircok  biyolojik mekanizmanin aydinlatilmasinda yararli  olan
arastirmalarda 6nemli materyaller olarak kullanilmaktadir (Bilimoria, 1991; Demir, 2004).
Bu virtisler, biyolojik miicadelede bir¢ok bocek zararlisina karsi tarim ve ormancilikta
yaygin kullanilan etmenlerdir (Flexner ve Belnavis, 2000; Harrison ve Bonning, 2000).
Bakiiloviriisler tibbi, ekonomik ve endiistriyel bakimdan onemli, ¢esitli proteinlerin
tiretildigi gen ekspresyon vektorleri olarak biyoteknolojide kullaniimaktadir (King ve
Possee, 1992; Demirbag vd., 1998; Demir vd., 2000; Beljelarskaya, 2002). Ayrica, bu
viriisler memeli hiicre sistemlerine gen transferinde kullanilmalartyla ilgili arastirmalarda
gen terapi vektorleri olarak kullanilmaktadir (Ghosh vd., 2002; Hu, 2006). Bu viriislerin
yeni izolatlarinin veya yeni tiirlerinin kesfedilmesi daha verimli ve daha giivenilir

materyallerin elde edilmesini saglamaktadir. Ayrica, yeni izolatlar1 ile birlikte yeni



molekiiler mekanizmalarin kesfedilmesi ve bu mekanizmalarin calisma sistemlerinin
ortaya konulmasi da bocek virtislerinin bu alanlardaki kullanilabilirligini arttirmaktadir.

Cogu virlis bocekleri hastalandirarak bocek salginlarini meydana getirmektedir
(Steinhaus, 1956). Cigneyici agiz yapisina sahip yaprak yiyen bdcekler viris
enfeksiyonlarma karst daha duyarlidir. Ornegin yaprak yiyen Lepidoptera tirtillari ve
Hymenoptera’nin yalanci tirtillart viral etmenlere karsi1 daha hassastir (Weiser, 1969). Bu
virlisler genelde 2 — 3 yilda bir meydana ¢ikan epidemilerde artarak bir¢ok larvay: 6ldiiriir
ve boOylece zararlarini ortadan kaldirir (Lipa, 1975). Virisler bircok bdcek takimiyla
iligkilidir. Buna ek olarak c¢ogunlugunu Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve
Diptera (%4) takimlar olusturmaktadir (Ignoffo, 1974).

Boceklerden izole edilen 16’dan fazla viriis familyas1 bulunmaktadir (Posse ve King,
2014). Bunlar arasinda Baculoviridae, Nodaviridae, Picarnoviridae, Polydnaviridae,
Rhabdoviridae, Tetraviridae, Poxviridae, Ascoviridae, Reoviridae, Iridoviridae,
Dicistroviridae ve Parvoviridae familyalar1 yaygin olarak bulunmaktadir (Fauquet vd.,
2005). Bu bocek viriislerinden, Baculoviridae familyas:1 yaygin olarak galisilan bocek
gruplarindan biridir (Demirbag ve Beldiiz, 1997).

Bakdiloviriisler, bocekleri hastalandiran faydali viral patojenlerdir (Miller, 1997).
Virlis familyalar1 arasinda Baculoviridae familyasinda yer alan Niikleopolihedroviriis
(NPV) ve Granuloviriis (GV) baslica biyolojik miicadele etmenlerini olusturmaktadir.
Cogu Lepidoptera ve Hymenoptera takiminda bulunan 600’den fazla bdcek tiiriiniin
Bakdiloviriis’lerin konukgusu oldugu rapor edilmistir (Lacey, 2001; Rohrmann, 2013;
Dhladhla, 2012). Bakiiloviriisler yakin iligkili bocek tiirlerinin dar bir yelpazesinde oldukca
etkili oldugundan bu virlislerin enfekte ettigi bocek tiirlerinin sayis1 Baculoviridae
familyasinin gesitliligine ve dagilimina dikkat ¢ekmektedir (Lapied, 2009; Szewczyk vd.,
2006; Cory ve Bishop, 1997; Moscardi vd., 1999). Ulkemizde bu zamana kadar
niikleoplihedroviriisler izole edilmesine (Toprak ve Giirkan, 2004; Demir vd., 2013; Demir
vd., 2014; Bayramoglu vd., 2018; Gencer vd, 2018) karsin granuloviriis izolasyonu
yapilmamustir.

Kuzey Amerika orijinli bir bocek olan Amerikan beyaz kelebegi (Hyphantria cunea
Drury, Lepidoptera: Arctiidae) polifag bir zararlidir. Diinyada 230 bitki tiirii tizerinde
beslenerek gelistigi bilinen zararlinin Tiirkiye’de 48 bitki taksonu lizerinde yasadigi
goriilmistlir. Etkili oldugu konukgular1 arasinda ¢ok sayida orman, siis ve endiistriyel

oneme sahip agag tiirleri bulunan H. cunea, iilkemizde en 6nemli findik zararlilarindan



biridir. Giiniimiize kadar, mekanik yontemler, kimyasal uygulamalar, Bacillus
thuringiensis preparatlar1 ve kitin inhibitori (diflubenzuron) kullanimi gibi yontemlerden
yararlanilarak zararli ile miicadele edilmeye c¢alisilmistir. Ancak, mevcut uygulamalarin
yeterli olmadig1 ve zarar boyutunun giin gegtikge arttigr goriilmektedir. Bu durum yeni
etmenlerin izole edilerek ilave miicadele tedbirlerinin acilen gelistirilmesine biiyiik ihtiyag

oldugunu ortaya koymaktadir.

1.2. Bocek Viriislerinin Genel Ozellikleri

Bocek viriisleri boceklerden izole edilmis en kiigiik formlardir. Bu viriisler, bir
niikleik aside ve bunu igerisine alan protein bir ortiiye (kapsid) sahiptir. Bazilarinda da
niikleik asit ve kapsidi ¢evreleyen lipit bir zarf bulunmaktadir. Baz1 viriisler etraflarim
kusatan protein oOrtiiden baska farkli bir protein yap1 igine de gomiilii halde olabilir. Bu
yap1 inkliizyon cisimcigi olarak adlandirilir. Inkliizyon yapilar igerisine gomiilii olarak
bulunan viriisler gomiilii virtisler (OB) seklinde adlandirilir. Bu yapilar bu zamana kadar
sadece Baculoviridae, Reoviridae ve Poxviridae gibi virlis familyalarinda kaydedilmistir
(Hunter-Fujita vd., 1998). Boceklerden izole edilen virlislerin, genom ozellikleri,
kaydedildikleri konukgu takimlari ve konukgularinin biyolojik donemleri Tablo 1’de

Ozetlenmistir.



Tablo 1. Boceklerden izole edilen viriislerin familyalari, genom ozellikleri ve tespit

edildikleri konukgu takimlar*®

Kaydedildigi Konuk¢u Genel Konukcu
Viriis Familyalarn ~ Genom
Takimlar Donemleri
o Coleoptera, Diptera,
Baculoviridae: NPV _
Hymenoptera, Lepidoptera, Larva, bazen
ve GV dsDNA ) )
Neuroptera, Siphonaptera, pupa veya ergin
Thysanura, Trchoptera
Diptera, Hymenoptera, Larva, pupa,
Reoviridae: CPV dsRNA P .y P p P
Lepidoptera ergin
o Coleoptera, Diptera,
Entomopoxviridae: _
EpV dsDNA Hymenoptera, Lepidoptera, Larva
Orthoptera
S Hemen hemen tiim bocekler ve Larva
Iridoviridae: IV dsDNA
diger omurgasiz familyalari
o Lepidoptera (sadece Noctuidae
Ascoviridae dsDNA Larva
familyas1)
Polydnaviridae dsDNA Parazitik Hymenoptera Ergin
Diptera, Blattoidae,
.. i Larva, pupa,
Parvoviridae: DNV~ ssDNA Lepidoptera, Odonata, )
ergin
Orthoptera
) o Diptera (sadece Drosophila )
Birnaviridae dsRNA Ergin
cinsinde kaydedilmis)
o Lepidoptera (sadece Noctuidae
Caliciviridae sSRNA Larva
familyas1)
o Diptera, Coleoptera, )
Nodaviridae SSRNA _ Larva, ergin
Lepidoptera
Diptera, Lepidoptera,
Picornaviridae SSRNA Orthoptera ve genis bocek Larva, ergin
familyalar
Rhabdoviridae sSRNA Diptera Ergin
Tetraviridae sSRNA Lepidoptera Larva

*Cizelgenin orijinali Evans ve Shapiro (1997)’dan alinmistir.



Ozellikle bakiiloviriisler, reoviriisler, entomopoksviriisler ve iridoviriisler olmak
lizere neredeyse biitiin bocek viriisleri biyoteknolojik arastirmalarda kullanilmaktadir
(Nalgacioglu, 2003; Demir, 2004; Sezen, 2004). Fakat simdiye kadar en ¢ok calisilan ve
biyoteknolojik olarak en yogun kullanilan bocek viriisleri bakiiloviriislerdir (Possee, 1997;
Inceoglu vd., 2001; Kost vd., 2005; Knipe vd., 2007).

Viriisler yeryiiziinde canli hayatin oldugu her yerde bulunan, muhtemelen en yaygin
ve ¢esitlilikte biyolojik varliklar olarak bilinirler (Suttle, 2005a; Suttle, 2005b; Suttle,
2007). Cesitlilikleri ve evrimsel siireglerinin anlasilmasimna ek olarak asagidaki bdcek
viriislerini 6ne ¢ikarmaktadir.

i. Faydali bdceklerin viriis enfeksiyonlarindan korunmasi [Ornegin, bal arisi (Apis
mellifera L.) ipek bocegi (Bombyx mori L.)] (Maori vd., 2009)

ii. Istilac: tiirleri de igeren zararli boceklerin miicadelesinde bdcek viriislerinin pratik
kullanim:1 [Ornegin, elma i¢ kurdu (Cydia pomonella L.) ve fasulye tirtilimi
(Anticarsia gemmatalis'i Hiibner) iceren cesitli lepidopter zararlilarina karsi gesitli
viral preparatlarin kullanilmasi] (Moscardi, 1999)

iii. Boceklerde tanimlanan vektor viriislerinin insan, hayvan ve bitki sagligi i¢in 6nemi
(Gray ve Banerjee, 1999)

iv. Bocek viriislerinin protein ifadesi ya da gen susturma vektorii olarak kullanimi
(Bonning, 2006; van Oers, 2011).

1.2.1. Bakiiloviriisler

Bakiiloviriisler, genis bir virlis grubu olup, farkli takimlara ait ¢cok sayida zararli ve
hatta faydali boceklerde de bulunur (Volkman vd., 1995). Ayrica, cesitli Crustacea
(kabuklu) tyelerinde de tespit edilmislerdir (Blissard vd., 2000). Konaklar1 sadece
omurgasizlarla smirli oldugundan, bakiiloviriisler tek basina veya pestisitler ve diger
kimyasal etmenlerin birlikte kullanildig1 ekolojik zararli miicadele programlarinda, 6nemli
tarim, orman ve siis bitkisi zararlilarinin miicadelesi i¢in potansiyel olarak kullanilan
faydali etmenlerdir (Moscardi, 1999).

Dar konak spektrumuna sahip olmalari, yani direkt hedeflendikleri organizmalar
tizerinde etkili olmalarindan dolayr bakiiloviriisler biyolojik miicadelede yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, insanlar tizerinde etkili olmamalari ve ¢evreyi kirletici etkilerinin

bulunmamasi da bu viriislerin kullanimi agisindan oldukga biiyiik 6nem tagimaktadir.



Rekombinant bakiiloviriisler, farkli dkaryotik genleri arastirmak ve biyoteknolojik
arastirmalar i¢in bocek hiicre kiiltiirlerinde tiretilir (Luckow, 1991; O’Reilly vd., 1992). Bu
virtisler, giinlimiizde ihtiya¢c duyulan bazi proteinlerin liretilmesinde ve cesitli genlerin
tanimlanmasinda, oldukga gecerli olan ve etkili sonuglarin alindigi biyoteknolojik
caligmalarda da Onemli bir arastirma materyali haline gelmistir (Ghosh vd., 2002).
Bakdiloviriis ekspresyon vektor sisteminin kullanilmasiyla, birgok hastaliga karsi tedavi
amaciyla kullanilan proteinlerin iiretilmesi, ilag hammadde eksikliginin giderilmesi (Vlak
ve Keus, 1990) ve c¢esitli organizmalara ait genlerin tanimlanmasi saglanmistir.
Bakiiloviriisler araciligi ile insanlar dahil bircok memeli organizmaya ait hiicrelere gen
transferi yapilabilmektedir. Ote yandan, tibbi ve endiistriyel agidan énemli olan gesitli
prokaryotik, dkaryotik, viral ve fungal genlerin bu viriisler araciligiyla ekspres edilmeleri,
bu viriisleri biyoteknolojide dnemli kilmaktadir (Demirbag vd., 1998; Beljelarskaya, 2002)
(Tablo 2).

Bakiilovirtisler prokaryotik ve Okaryotik organizmalarin genomlarina yap1 ve gen
diizeyleri agisindan kismen benzerlik gosterdiginden, molekiiler biyoloji ve rekombinant
DNA arastirmalari i¢in de iyi bir model olarak goriilmektedir (Blissard ve Rohrmann,
1990).

Tablo 2. Bakiiloviriis’lerin kullanildig1 ¢calisma sahalari

Kullanilan saha Kullanim sekli
Biyolojik Tarim ve orman zararllarina karsi tek basina ya da
miicadele diger etmenlerle birlikte

Okaryotik hiicrelere benzedikleri igin molekiiler
biyoloji ve rekombinant DNA c¢alismalarinda
model olarak

Tibbi, endiistriyel ve zirai miicadelede ilgi duyulan
gen Uriinlerinin {iretilmesi i¢in ekspresyon vektorii
olarak

Kusurlu  genlerin  normal  genlerle  yer
degistirilmesi, kusurlu gen islevlerinin geri
Gen tedavisi doniisimiiniin ~ saglanmas1 ve Dbelirli genleri
regiilasyonlarinin uyarilmasi seklinde hastaliklarin

Molekiiler
biyoloji

Bakiiloviriis’ler ~ Gen
ekspresyonu

tedavisinde gen tedavi vektorii olarak




1.2.1.1. Bakiiloviriislerin Taksonomisi

Bakiiloviriis izolatlar1 izole edildikleri konak tiirlere ve gomiilii yap1 tipine bagh
olarak ilk olarak niikleopolihedroviriis veya granuloviriis ile iligkilendirilerek
adlandirilirlar (Hunter-Fujita vd., 1998).

Bakiiloviriisler, niikleopolihedroviriis (NPV) ve granulovirlis (GV) olarak farklh
gomilii yapilardaki morfolojilerine bagl olarak iki cinse ayrilarak gruplandirilmaktadir.
Son zamanlarda, Uluslararast Viriis Taksonomi Komitesi (ICTV), DNA dizi verilerine
gore Baculoviridae ic¢in yeni bir siniflandirma kabul etmistir. Bu hem gomiilii yap1
morfolojisi hem de konak taksonomi siniflandirmasi ile iligkileri korumaktadir. Yeni
siniflandirmada Baculoviridae familyasi 4 cinse bolinmistir: Alfabakiilovirtisler
(Iepidopterden izole edilen niikleopolihedroviriisler), Betabakiiloviriisler (lepidopterden
izole edilen granuloviriisler), Gamabakiiloviriisler (hymenopteradan izole edilen
niikleopolihedroviriisler) ve Deltabakiiloviriisler ~ (dipteradan izole edilen
niikleopolihedroviriisler) (Jehle vd., 2006).

Niikleopolihedroviriislerde bulunan baslica protein, enfeksiyonda ¢ok ge¢ ifade
edilen polihedrindir. Cok katli gémiilii yap1 partikiillerinin her biri bir gokgen igerisinde
gomiilidiir ve bir veya birden fazla niikleokapsid icerebilirler. Bu gézlem virion bagina
bir¢ok zarfli niikkleokapsid igeren ¢oklu niikleopolihedroviriisler (MNPV’ler) (Sekil 1A) ve
bir niikleokapsid igeren tek niikleopolihedroviriisler (SNPV’ler) (Sekil 1B) olarak
NPV'lerin gruplasmasina neden olmaktadir. Diger 6nemli bakiiloviriis cinsi olan GV'ler
ana protein bileseni olarak graniilin ile ovoidal (oval sekilli) graniiller olarak goriinen
karakteristik gomiilii yapilara sahiptir. Genellikle GV'ler tek bir niikleokapsid ile gomiilii
yap1 basina tek bir virion igermektedir (Sekil 1C) (Funk vd., 1997).



Bakiilovirtisler

| |

Niikleopolihedroviriis Grantilovirtis

B C

Sekil 1. Bakiiloviriislerin - morfolojisi. A: Coklu niikleokapsidli NPV; B: Tekli
niikleokapsidli NPV; C: Granuloviriis (Haase vd. 2013).

Granuloviriisler her koruyucu gomiilii kristalde normal olarak tek viriyona sahip
olmalar1 bakimindan NPV’lerden biraz farklidir. Graniil ya da kapsiil olarak isimlendirilen
kristaller polihedralardan daha kii¢iik, yuvarlak uglu ¢ubuk seklindedir. Isik mikroskobu
altinda 1000X’lik biiylitmede graniillerin boyutlar1 0.2 — 0.4 um parlak oval kristaller
olarak gorilmektedir (Rohrmann, 2013). Her graniil igerisindeki tek bir virion kimyasal
olarak 25 — 30 kilodalton (kDa)’luk polipeptitten olusan NPV’nin polihedrinine ¢ok
benzeyen bir kristal protein matriks tarafindan ¢evrelenmistir. GV’deki bu protein graniilin
olarak isimlendirilmektedir.

Yiiz elliden fazla bocek tiirtintin (lepidopterler) GV’lere duyarli oldugu bilinmektedir
(Rohrmann, 2013). GV’ler genellikle NPV’lerin etkisine benzer sekilde orta bagirsak epitel
hiicreleri vasitasiyla bocekleri enfekte etmektedir. Kapsiiller orta bagirsagin alkali
kosullarinda ¢6ziindiiglinde orta bagirsak epitel hiicrelerini istila eden virionlar salinir. Bu
hiicrelerde viriisler ¢ogalir ve 6nemli hedef organ olan yag dokularimi enfekte etmek icin

viriyonlar tretilir. GV’lerin baz tiirleri de hipodermal ve trakeal dokulara saldirabilir. Yag
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dokunun isgal edildigi yerde ana enfeksiyon belirtileri biiylime oranimi azaltir. Bazi
tiirlerde biiyiime normal larva dmriiniin Otesine gecebilir ve hatta enfekte olmamis larva
boyutundan daha biiyiik larva olusturabilir. Bu larvalar giderck daha zayif ve
halsizlestikten sonra oliirler ve morfolojik olarak benekli veya diger renk degisikliklerini
gosterirler. Bu enfeksiyonlar NPV’lerinkinden ¢ok daha yavas (genellikle 6liimler 20 - 30
giin stirmekte) olmaktadir. Yag doku disindaki diger dokulara saldir1 yapan GV tiirlerinde
belirtiler 4 - 7 giin ile sonug¢lanan liimler ile NPV’lere benzerdir. Enfekte olan larvalarin
cildi solgun halde ve sonraki asamada kopma egilimi gosteren ¢ok kirilgan bir sekildedir.
Bagda liziim yaprak zararlist olan Harrisina brillians (Lepidoptera: Zyganenidae)’1
etkileyen bir GV, enfeksiyon ve virlis replikasyonunu sadece orta bagirsak dokusunda
sinirlamaktadir. Bu larvalar solmus ve sikc¢a biiziismiis ve koyulasmis renkli olurlar.
Bagirsaktan bosalan bir disk1 yaygin olarak bir¢ok enfektif GV kapsiilii igermektedir.
Sonug olarak, yag dokudan baska dokulara saldiran GV’ler hizli 6liime neden
olduklarindan mikrobiyal insektisitler olarak dikkat c¢ekicidirler. Bunlardan Cydia
pomonella GV elma ig giivesi (C. pomonella)’nin miicadelesi igin ticari olarak mevcuttur.

Pieris rapis GV ve Plutella xylostella GV gibi diger GV’ler de ticari dneme sahiptir.

1.2.1.2. Bakiiloviriis Genomu

Bakiiloviriisler 200-400 nm uzunlukta, 36 nm genislikte ¢ubuk seklinde olan bir
viriis partikiiliinde 80-180 kb arasinda degisen kapali, dairesel, ¢ift zincir DNA genomuna
sahiptir (Funk vd., 1997). Bakiiloviriis genomlar1 bazi 6nemli biyolojik fonksiyonlarda rol
oynayabilen ve virlis familyasinin ayirt edici bir 6zelligini temsil eden temel genler olarak
bilinen 31 geni kodlamaktadir (Miele vd., 2011). Temel genler islevlerine gore;
replikasyon, transkripsiyon, paketleme, hiicre dongiisii durdurma ve agizdan bulasicilik
gibi fonksiyonlarina gore siniflandirilmaktadir. Bu viriislerin ayiric1 patojenitesi ile iliskili
olabilen NPV'lerde olmayan, yalnizca GV'lerde mevcut olan bazi genler de vardir.
Bakiiloviriis genom yapist tanimlandig1 i¢in bir model olarak sik¢a kullanilan ve yonca
bocegi tiirlerini enfekte eden Autographa californica MNPV (AcMNPV) en fazla galisilan
bakiiloviriis genomudur (Possee ve Rohrmann, 1997; Friesen, 2007). Giiniimiizde 40’dan
daha fazla bakiiloviriis genom sekansindan dort bin civarinda genin bulundugu bir veri
taban1 mevcuttur (NCBI, GenBank, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Otuz bir temel genin,

dizi analizi yapilmis tiim genomlarda korunmus oldugu rapor edilmistir (Ferelli vd., 2012).
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Bu durum bu genlerin bakiiloviriis yasam dongiisiinde 6nemli rollere sahip olduklarin
gostermektedir (Hiscock ve Upton, 2000; McCarthy ve Van Beek, 2008).

Gliniimiize kadar 200’den fazla bakiiloviriis tanimlanmis ve veri tabanlarinda
kaydedilmistir (NCBI, GenBank). Ozellikle son yillarda artan bir sekilde bakiiloviriislerin
tim genom sekans analizi yapilmaktadir (Willis vd., 2005; Ikeda vd., 2006; Jakubowska
vd., 2006; Harrison ve Popham, 2008; Cuartas vd., 2015).

1.2.1.3. Bakiiloviriis Hayat Dongiisii

Bakiiloviriisler hayat dongiileri sirasinda iki farkli virion fenotipi iretir (Sekil 2).
Tomurcuk Viriis-Budded Virus (BV) enfekte hiicrelerde erken goriilen ve bdcek
viicudunda hastaligin yayilmasindan sorumludur. Ikinci virion, gémiilii viriis (OV) bir
bocekten digerine viriistin yatay iletilmesinden sorumludur. Polihedrin/graniilin proteini
olarak bilinen bu protein enfeksiyonda ¢ok ge¢ safhada iiretilir (Bergold, 1963). Bu
gomiilii yapilar viral hayat dongiisiinde virionlar: abiyotik faktorlerden korur (Ferelli vd.,
2012).

Tomurcuklanan virtis
(BV) Gomiili yapisi uzaklasmis

(ODV)
0 33

Sapka Yapis1

Gomiili Yapi

Biiytik zarf
glikoproetin gp64

Kapsid

Polihedrin ag1

Kapsid tabani

Sekil 2. Tipik bir NPV'de tomurcuk viriis ve gomiilii iiretilen viriis yapisi1 (Slack ve
Arif, 2006).
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GOmiilii yapilar besin ile birlikte duyarli konak tarafindan yutuldugunda bakiiloviriis
enfeksiyonu baslar. Bocek sindirim sisteminin yiiksek alkali kosullarinda OB'nin koruyucu
proteini ¢ozlinlir ve gémiilii yapisi ¢ikarilmis enfektif virionlar (ODV) serbest kalir
(Pritchett vd., 1984; Rohrmann, 2013) (Sekil 3). Bu ODV'ler bagirsak peritrofik
membrandan gecer ve kolumnar epitel hiicrelerdeki mikrovilluslarla kaynasir (Faulkner
vd., 1997; Haas-Stapleton vd., 2004) (Sekil 3A). Stoplazmaya girip ¢ekirdege go¢ edecek
niikleokapsidler serbest kalir. Bu, bagirsak hiicreleriyle sinirli olan viriisiin ilk replikasyon
dongiisiinli baslatir. Coziilmelerden sonra viriis replikasyonu baslar (Friesen, 1997; O'
Reilly vd., 1992). Enfekte olan hiicrenin ¢ekirdegi yeni viriisler iiretilmeye baslandiginda
enfeksiyondan 8 saat sonra sismis ve genislemis olur. Bu yeni viriis parcaciklari tomurcuk
virtisdiir ve ¢iplak niikleokapsidlerden olusur. Hiicre disina ¢iktiklar1 yerde bir zarf ve
hiicreyi terk etmeden dnce virionun bir ucunda 6zel bir 64 kDa protein igeren peplomerler
denen protein yapilar1 kazanirlar (Washburn vd., 2003). Bu noktada viral replikasyonun
birinci agamasi tamamlanir ve bunu diger viicut dokularinda enfeksiyonun ikinci asamasi
takip eder.

Bir bocek larvasindan digerine enfeksiyonun taginmasi i¢in olusturulan viriis formu
olan OB gibi BV enfeksiyonun bagirsakta basladigi ilk yerden diger dokulara yayilan viriis
formudur. Bagirsak dongiisiinden sonra BV partikiilleri hemolenfe viicut boyunca yayilir
ve konakta diger dokular1 enfekte eder (Harrap, 1970; Washburn vd., 2003). Bu dokularda
enfeksiyonda ikinci bir dongii olusur ve OB'ler iiretilir. Niikleokapsidler niiklear
membrandan zarflarin1 kazanir. Enfeksiyonun sonraki bir evresinde polihedrin/graniilin
sentezlenir ve yeni OB'leri olusturmak icin niikleokapsid goémiilii halde kristallerden
olusarak yogunlasir ve boylece dongii tamamlanir. Yiiksek miktarlarda OB igeren hiicreler
patlar ve pargalanir ve OB'lerin iiretimi beraberinde viicudun kitlesel yikimi sonunda
bocegi oldiirtir (Sekil 3B). OB'ler konagin besinleri iizerine yayilir ve viral hayat dongiisti

tekrar baglar. Viriis herhangi bir viral belirti géstermeden de konuk¢uda mevcut olabilir.



13

Peritrofik membran

Gomiilii yap1 (OB)

ODVler 0|
“ @

Orta bagirsak liimeni

Sekil 3. Bakiiloviriislerin hayat dongiisii. A: Bir bocek larvasinin kesit semasi. Bulasik bir
besin ile alinan gomiilii yap1 (OB) yeni bir enfeksiyon dongiisiinii baglatir (1).
OB’lerin protein kiliflar1 orta bagirsakta ¢ozinlr (2) ve gOomili yap:
uzaklastirilmig virtis (ODV) salinir (3). Peritrofik membran viriis tarafindan
pargalanir ve ODV’ler hiicre icine girer (4). B: Viriis ¢ogaltma dongiisii semasi.
ODV’ler hiicre igerisine girer (1) ve stoplazma igine niikleokapsid (NC) salinir
(2). NC niikleusa girebilir (3), genomu serbest birakabilir (4). Daha sonra erken
genler kopyalanir (6) ve ifade edilir (7). Proteinlerin bazilar1 ¢ekirdege geger (8),
genomun transkripsiyon/replikasyonunda, NC ve virionun birlegsmesinde yer alir
(9). Viral enfeksiyonun ilk evrelerinde NC sitoplazmaya tasmir (10), hiicre
membranina yaklasir (11) ve tomurcuklanan viriis (BV) olarak (12) viral zarf
proteinin bulundugu yerlerde ortaya c¢ikar (14), salgi yolunu kullanarak birikir
(13). Enfeksiyonun ¢ok geg¢ evrelerinde, NC’ler ¢ekirdekte zarflanir ve polihedral
sekilli protein matriksle (OB) kaplanir (15) (Haase vd., 2013).

1.2.2. Bakiiloviriislerin Morfolojik ve Genetik Karakterizasyonlari

Bakiiloviriisler tarafindan enfekte edilen boceklerde, patojenin 6zelligine bagl olarak
bazi karakteristik hastalik belirtileri goriiliir. Bu belirtileri ¢cogu kez makroskobik olarak
gozlemlemek miimkiindiir. Bu belirtiler; renk degisimleri, fiziksel degisiklikler ve davranig

anormallikleri olarak goriilebilmektedir.
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Renk degisimleri, enfeksiyonlu boceklerin belirlenmesiyle ilgili olarak en kolay
gbzlemlenebilecek hastalik belirtilerindendir. Bakiiloviriislerle enfekte olan ¢ogu
Lepidoptera larvalarinin renkleri beyaz, kahverengi ya da sartya doniisiir.

Bakiiloviriislerin  etkisiyle enfekte olmus boceklerde bazi fiziksel degisimler
goriilebilir. Enfeksiyon sonucu Olmiis boceklerin kadavralart ¢ogu kez mumyalasir,
yumusar, sivi hale geger, katilasir veya kurur. Viriis enfeksiyonlar1 sonucu birgok anatomik
bozukluk ortaya c¢ikabilir. Ayrica, entomopatojenlerle enfekte olan boceklerde bazi
davranis bozukluklar1 gozlemlenebilir. Bu bozukluklar arasinda ¢ok obur olan boceklerin
beslenmeyi birakmasi, agresiflik, alisilmadik yayilis ve ciftlesme davraniglart sayilabilir
(Eberle vd., 2012). Ornegin; bakiiloviriisler tarafindan enfekte edilen baz1 bocekler konak
bitkinin en yiiksek noktasina tirmanir ve arka bacaklarindan asilarak Oliirler (Lacey ve
Brooks, 1997).

Arazi ¢aligmalarinda canli, hastalikli veya 6lii bocekler toplanirken bu semptomlar
g6z oniinde bulundurulmali ve not edilmelidir. Cogu durumda bu makroskobik incelemeler
hastaligin dogru teshisini yapmak i¢in gerekli bilgiyi vermektedir (Lipa, 1975).
Makroskobik incelemenin sonuglandirilmasindan sonra mikroskobik incelemeye baslanir.
Viriislerin neden oldugu enfeksiyonlarda, bozulma ve hiicre dagilmasi hipodermiste
kolaylikla goriilebilir. Yag dokularinda kristale benzer inkliizyon yapilarin varligi bir viral
hastaligin oldugunu gosterir. Cesitli viral hastalik tipleri, farkli inkliizyon yapilarin varlig
ile karakterize edilir. Gomilii yapidaki viriislerin biytikliikleri 0.5 ile 15 um arasindadir ve
151k mikroskobu altinda goriilebilirler. Gomiilii viriisler 151k mikroskobu altinda
incelenirken, bocek dokularinda bulunan ve organik olmayan kristallerin varligi
unutulmamalidir. Bu kristaller sekil ve hacim olarak gémiilii viriislere benzerler ve yanlis
teshislere yol agabilirler. Bu durumda en iyi metot hiicre sitoplazmasini ve ¢ekirdegini
incelemektir. Enfekte edilmis hiicre c¢ekirdekleri onemli bir sekilde genigler. Viral
hastaliklarin en sik gozlendigi yag dokusundaki hiicre boliinmesinde artis meydana gelir
(Lipa, 1975).

Viral bir hastaliktan stiphelenildiginde uygulanilmasi gereken diger bir yontem de
boyamadir. Giemsa boyama yontemi, kolay uygulanabilirligi bakimindan tercih edilen bir
yontemdir. Bu yontem bakiiloviriis enfeksiyonlari i¢in negatif bir yontemdir. Yani 151k
mikroskobu altinda bakiiloviriislerin polihedralar giemsa ile boyanmaz (Lacey ve Brooks,
1997).



15

Transmission elektron mikroskobu (TEM) ve Taramali elektron mikroskobu (SEM)
tan1 i¢in ¢ok faydali araglardir. Virislerin, 6zellikle GV’lerin 1sik mikroskobunda ayirt
edilmeleri zor oldugundan SEM ve TEM’de kolayca gozlemlenebilirler. TEM ile
incelemede tabaka tizerindeki virion katmanlarini direkt olarak veya ultra ince boliimlerin
kullanim1 ile virion yapisinin tanimlanmasi sonucu viriis taksonu i¢in 6nemli bilgileri
saglar.

Istk ve elektron mikroskobu kullanarak viriislerin yapisinin aydinlatilmasi
yapilabilmesine ragmen, bunlarin kesin gruplarinin belirlenebilmesi i¢in molekiiler
tekniklere ihtiyag vardir. Bu teknikler virlisiin restriksiyon kesim (REN) haritasinin
cikarilmasi, dizi analizinin yapilmasi, filogenetik analizler gibi tekniklerdir. Aym
familyadaki viriislerin morfolojik ve immiinolojik ozelliklerinin daha hassas ayirt
edilmesinden dolay1 genotipik o6zellikleri esas alan analitik yOntemler tiir ve sus
seviyelerinin bilinen en giiclii viriis tanimlanmasi olmustur. Cift zincir DNA’ya sahip
bakiiloviriisler icin, agaroz jel elektroforezi ile REN kesim kombinasyonu, bakiiloviriis
izolatlarinin ayirt edilmesinde ve tanimlanmasinda hizli ve giivenilir olmasi igin segilen bir
metottur (Goto vd., 1992). Bu teknik ayn1 zamanda genom biiyiikligiiniin tahmin
edilmesine izin verir.

Virilis tamimlamasi i¢in REN analizindeki sinirlamalar1 agsmak i¢in, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile korunmus olan gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasi, devaminda bu
bolgelerin dizilenmesi ve filogenetik analizlerinin son derece etkili ve yararli oldugu
kanitlanmigtir. Bakiiloviriisler i¢in gelistirilen, diger viriis familyalarininin tiyeleri i¢in de
ilke olarak kabul edilebilir (Lange vd., 2004; Jehle vd., 2006).

Geleneksel olarak viriis izolasyonu, enfeksiyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikan
anormal fenotipe sahip boceklerden gercgeklestirilmektedir. Bakiiloviriisler gibi baz1 bocek
viriisleriyle enfeksiyonda semptomlar agik¢a goriiliir, hatta bu enfeksiyonlar ¢cogunlukla

6liimle sonuclanir.

1.2.3. Bakiiloviriislerin Biyolojik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Biyolojik deneyler doz-6liim ve O6liim-zaman iligkilerinin tahmin metotlaridir
(Finney, 1971). Bu deneyler viriis izolatlarinin o6ldiirme hizlarin1 ve viriilanslarini
belirlemek i¢in gereklidir. Doz-6lim deneyleri test bocek popiilasyonunun %50'sini

oldiirmek igin gerekli konsantrasyon olan medyan oOldiiriicii konsantrasyonu (LCsp)
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belirlemek igin yapilir. Bu deney ayni zamanda belirli bir test bocek popiilasyonunun
%50'sini 6ldiirmek i¢in gerekli doz olan medyan 6ldiiriicii dozu (LDso) tahmin etmek igin
de kullanilabilir. Larva tarafindan yutulan kesin doz belirlenmesi miimkiin olmadigi
hallerde LCsp hesaplanir. Ayrica, formiile edilecek viriis miktarinin belirlenmesinde LCso
degerinin LDso degerinden daha 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Moore, 2002).

Bir biyotest kurgulanirken hedef bocek igin belirli bir konsantrasyonda etmenin
(viriis gibi) uygulanmasini ve hem Olim hem de biiylime tepkisini gozlemlemeyi
kapsamaktadir (Finney 1971). Bocek {iizerindeki etkinligin belirlenmesi i¢in kullanilan
metotlar, yiizey dozlama, damlacik beslenme, yapay besinle birlesme, parga diyet ve
yumurta daldirma biyotestlerini igeren teknikleri kapsayan uygulamalardir (Hunter-Fujita
vd. 1998; Jones 2000).

Yiizey dozlama testi igin, bilinen bir viriis konsantrasyonu yaprak yiizeyine ya da
yapay bir besin iizerine esit bir sekilde yayilir. Virlis uygulanan besin belirli bir siire igin
larva beslenmeden 6nce havada kurumaya birakilir. Viral besinle beslenen larvalarin pupa
olana kadar davraniglar1 gézlemlenir. Bu test sonucunda sadece LCso degeri belirlenebilir.
Bu metot boceklerin dogal beslenme aligkanligini yansitir (Moore, 2002).

Hazir besinle karistirma, bilinen bir viriis konsantrasyonu yapay besin ile karistirilir.
Larvalar tepki verene ya da pupa olana kadar viriislii besin ile beslenir ve LCsg belirlenir.
Bu yontem, yiizey yerine besine karistirilmis olan viriis haricinde yiizey dozu metodu ile
benzerdir (Hunter-Fujita vd., 1998; Jones, 2000).

Damlacik yedirme denemelerinde yeni dogan larvalar damlaciklar olarak uygulanan
belirli bir konsantrasyondaki viriis siispansiyonu ile beslenir. Viriis siispansiyonu, bagirsak
renklendirilmesinde viriislii besini yutan larvalar1 belirlemek i¢in gida boyasi ile karigtirilir
(Hunter-Fujita vd., 1998). Larvalar viriis olmayan besin ortamina aktarilir ve pupa olana
kadar larvalarin davranislar1 gdzlemlenir. Oldiiriicii doz-LD bu ydntem kullanilarak
hesaplanabilir. LD degeri, her larva tarafindan alinan viriis miktar1 hesaplanabilir oldugu
icin farkli deneylerle karsilastirma i¢in daha uygundur.

Bir yumurta daldirma testinde, yumurtalar belirli bir zaman periyodunda bilinen bir
viriis konsantrasyonuna daldirilir ve havada kurumaya birakilir. Yumurtadan ¢ikan larvalar
taze besin malzemesi iizerine aktarilir ve pupa olana kadar davranislart gozlemlenir.
Oldiiriicii konsantrasyon, bu yontem kullanilarak hesaplanabilir (Jones, 2000).

Parga diyet denemelerinde viriis siispansiyonunun bilinen bir konsantrasyonu belirli

bir periyot igerisinde test larva tarafindan tiiketilebilen besinin kii¢iik bir boliimii iizerine
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esit olarak yayilir. Besin tiiketiminden sonra larvalar taze besin iistiine aktarilir ve pupa
olana kadar davranislar1 gézlemlenir. Bu metot ile hem 6ldiiriicii konsantrasyon hem de

oldiirticii zaman (LT) hesaplanabilir (Hunter-Fujita vd., 1998; Jones, 2000).

1.2.4. Biyolojik Miicadelede Bakiiloviriisler

Bakiiloviriisler, zararlilarla miicadelede kendi potansiyelleri acgisindan bdcek
virtislerinin olduk¢a faydali bir familyasidir (Funk vd., 1997). Bakiiloviriis orjinli ¢esitli
uirtin, farkli zararlilarin miicadelesi igin ticari olarak gelistirilmistir (Szewczyk vd., 2011)
(Tablo 3). Hem NPV'ler hem de GV'ler pestisit olarak kullanilmaktadir. Fakat, NPV
formiilasyonlarmin sayist GV'lerden daha fazladir (Szewczyk vd., 2011). Cryptogran® ve
Cryptex® gibi bazi formiilasyonlar, aynm1 bakiiloviriis tiirlerininin farkli izolatlarini
icermekte ve farkli ticari isimler altinda satilmaktadir.

Giiney Afrika'da kullanilan baglica bakiiloviriis biopestisit liriinleri Cryptogran®
(River Bioscience, Giiney Afrika), Cryptex® (Andermatt, Isvicre), Helicovir™ (River
Bioscience), Bolldex®, Madex® (ikisi de Andermatt) ve Carpovirusine® (Arysta
LifeScience, Fransa)'dir. Cryptogran® ve Cryptex® aktif bilesen olarak Cryptophlebia
leucotreta graniilovirus (CrleGV) Giiney Afrika izolat: ile olusturulmustur. Uriinler Giiney
Afrika’da en dnemli narenciye zararlis1 olan Thaumatotibia leucotreta'nin miicadelesi igin
kullanilmaktadir. Moore vd. (2004a) Cryptogran® ile uygulama sonrasi 7 haftalik bir
periyod igerisinde Thaumatotibia leucotreta istilasinda %70'lik bir azalma oldugunu
kaydetmislerdir. Helicovir™ ve Bolldex®, pamuk, turunggiller, bugday, domates, misir ve
slipirge darist gibi ekonomik acgidan Onemli bitkilerde zararli olan Helicoverpa
armigera’nin miicadelesi i¢in kullanilan Giiney Afrika'da gelistirilmis biyopestisitlerdir.
Helicovir™ Helicoverpa armigera NPV Giiney Afrika izolat: ile formiile edilmistir. Dogu
Cape'deki HearNPV ile alan denemeleri iirlin zararinda %84 azalma ve ihracat fazlaliginda
%96'lik bir azalma gdstermistir (Moore vd., 2004b). Helicovir™ formiilasyon iiriinii ile iki
alan calismasi uygulama yapilmamis agaclarla karsilastirildiginda verimin %67 ve %99
arttig1 ortaya c¢ikmistir (Moore ve Kirkman, 2010). Madex® ve Carpovirusine® elma,
armut, ceviz, kayisi ve seftalinin 6nemli bir zararlis1 olan Cydia pomonella'nin miicadelesi

icin kullanilmaktadir.
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Tablo 3. Baz ticari bakiiloviriis biyopestisitlerinin drnekleri (Moscardi vd., 2011).

Konak Bocek Bakiiloviriis Uriin Ad1 Kaynaklar
Cunningham (1995);
Adoxophyes orana GV Capex® 2
Erlandson (2008)
Anticarsia gemmatalis NPV Coopervirus® Moscardi (1999, 2007)

Cydia pomonella GV Madex®, Virosoft® Vincent vd. (2007)
_ Cryptex®, Kessler ve Zingg (2008);
Cryptophlebia leucotreta GV
Cryptogran® Moore vd. (2004a)
) Moscardi (1999);
Helicoverpa zea NPV Elcar™, GemStar®
Erlandson (2008)
Helocoverpa armigera NPV Helicovir™ Moore ve Kirkman 2010
Lymantria dispar NPV Gypcheck® Erlandson (2008)
Neodiprion abietis NPV Abietiv® Lucarotti vd. (2007)
Phthorimaea operculella GV Matapol® Moscardi (1999)
Spodoptera exigua NPV Spod-X®,Ness-A®  Erlandson (2008)

1.2.5. Bakiiloviriis Biyopestisitlerinin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

Bakiiloviriislerin -~ konak  6zgilligii, hedef olmayan tehdit

olusturmadigindan IPM programlari i¢in onlarin kullanimini glivenli hale getirir.

organizmalara

Bakiiloviriisler en giivenli biyolojik miicadele etmenleri arasinda olarak Avrupa Birligi
tarafindan kabul edilmistir (Black vd., 1997). Giivenli olduklarinm1 belirlemek i¢in hedef
olmayan organizmalara kars1 birgok bakiiloviriis test edilmistir ve herhangi bir yan etki
rapor edilmemistir (McWilliam, 2007). Bakiiloviriisler spesifik boceklerle miicadele
edilebilir oldugundan ve faydali boceklerin saglam kalmasina izin verdiklerinden zararh
yOnetimi i¢in ise yarar araglardir.

Ikinci olarak, bakiiloviriisler ¢evrede kullanilmak icin giivenlidir. Ciinkii, onlar
cevreye toksik kalintilar birakmaz (Szewczyk vd., 2011). Bu, insanlar ve diger faydali
organizmalar igin zararli olabilen iriinlerde ve alanda aktif kimyasal kalinti birakan

kimyasal pestisitlerle karsilastirildiginda 6nemli bir avantajdir.
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Bakiiloviriislerin diger bir avantaji, viriis partikiillerini etkilememesi nedeniyle diger
pestisitler ile birlikte kolayca uygulanabilir olmasidir. Arastirmalar, ¢ogu diger pestisitlerle
karistirildiginda konak iizerinde bakiiloviriislerin viral aktivitesinin daha az oldugunu
gostermistir (Moscardi ve Sosa-Gomez, 1992). Bu yaklasim diren¢ yonetimi ve IPM
programlar1 i¢in Onemlidir. Bakiiloviriislerin kimyasal pestisitler ile karistirilmasi bu
kimyasallarin ¢evrede zararli etkilerini azaltacaktir. Ciinkii, kullamlan kimyasallarin
konsantrasyonlar1 azalacaktir. Diger yandan, bakiiloviriis biyopestisitlerinin dezavantajlar
genis spektrumlu bir miicadele etmeni isteyen ciftgiler i¢in onlarin kabul edilebilirligini
sinirlayan dar konak araligi igermeleridir (Szewczyk vd., 2011). Bu faktér de bazi viral
pestisitlerin satisin1  ve iretime yatirmrmini O6zel sirketler igin zorlastirmaktadir
(Cunningham, 1995). Ayrica, gerekli olan biiyiik bir bocek kolonisinin saglanmast igin is
giicliniin yiiksek maliyetinden ve bdylece nihai iirliniin pahali hale gelmesinden dolayi
biyopestisitlerin {iretim maliyeti gelismis iilkelerde pahalidir. Bu faktor, biyopestisitlerin
kimyasallarla maliyet bakimindan rekabetine izin vermez (Black vd., 1997).
Bakiiloviriislerin diger sinirlihigi sadece larval evrelerde enfekte edici ve birinci evreye
karst1 hedefleyici olmasidir ¢ilinkii biiyiik larvalar etkili olmas1 i¢in yiiksek
konsantrasyonlara gerek duymaktadirlar (Washburn vd., 2003). Ortamda viriis
partikiillerinin siirekliliginin kisa olmasi bir dezavantaj olarak da dikkate alinmaktadir
clinkii ciftciler alanda uzun siire i¢in siirekli olabilen bir miicadele etmeni isteyebilir. Viriis
partikiilleri solar radyasyon tarafindan ¢ogunlukla alanlarda hizli bir sekilde bozulmaktadir
(Moscardi, 1999). Viriis partikiillerinin yar1 6mrii ortamda 2-5 giin arasindadir (Jaques,
1985). Shapiro (1986) tarafindan yapilan bir ¢alisma bakiiloviriislerin 280-310 nm dalga
boylarinda ultraviyole radyasyon tarafindan inaktif oldugunu gostermistir. Giines 15181
tarafindan peroksit, hidroksil ve tek oksijen gibi yliksek Olgiide aktif radikallerin
olusturulmasi, cevrede virilis partikiillerinin bozulmasinda katki sagladigr goriilmiistiir
(Ignoffo ve Gracia, 1994). Son olarak, yavas Oldiirme hizi bakiiloviriislerin biiyiik
eksikliklerinden biri olarak kabul edilir (Ignoffo ve Gracia, 1992). Enfekte larva
enfeksiyon siireci boyunca bitki iizerinde beslenmeye devam etmekte ve bu nedenle

bitkinin gordiigii zarar siirmektedir.
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1.3. Amerikan Beyaz Kelebegi (Hyphantria cunea, Lepidoptera: Arctiidae)

Amerikan beyaz kelebegi (H. cunea Drury) birgok tarimsal iiriin bitkisinin yan1 sira
slis agaglar1 ve calilarda da 6nemli bir zararlidir. Larvalar, gruplar halinde beslenmekte ve
agac ve calilarin tamamen yapraksiz kalmalarina neden olmaktadir. Kuzey Amerika yerlisi
olan bu tiir, Avrupa ve Asya’ya yayilan zararh tiirlerden biri oldugu i¢in bilim diinyasi
tarafindan incelenmeye alinmaistir.

Bu tiir Tiirkiye’de yilda 2 dol vermesine ragmen, ABD’nin bazi giliney eyaletlerinde
4 dol verebilmektedir. DSl sayist bolgenin sicakligina ve giin uzunluguna gore degisir.
Anavatan1 ABD’de, siyah ve kirmizi bagli olmak {izere 2 tirtil tipi vardir. Tiirkiye de
sadece siyah basli larvalara rastlanmaktadir. Popiilasyon diisiik oldugunda ilk dol fark
edilmeyebilir. Ancak, 2. dolden itibaren popiilasyon artar ve dikkat ¢ekici hale gelir.
Amerikan beyaz kelebegi %70-80 civarindaki nem ve 22-25 °C arasindaki sicakliklarda
daha iyi gelismektedir. Ulkemizde hemen her 4-6 yilda bir salgin yapmaktadir.

1.3.1. Yayihs1

Amerikan beyaz kelebegi aslen Kuzey Amerika'da Giliney Kanada sinir1 boyunca
bulunmaktadir (Morris, 1963). Amerika yerlisi olan bu bocek kazayla Avrupa ve Asya’nin
bircok bolgesinde yayilmis ve ciddi bir zararli haline gelmistir (Warren ve Tadic, 1970;
Deseo vd., 1986; Johnson ve Lyon, 1988; Gomi ve Takeda, 1996; Park vd., 2000; Li vd.,
2001; Kiyota vd., 2011). H. cunea 1940'larda Yugoslavya’da ortaya ¢ikmis ve o zamandan
beri Avrupa'nin ¢ogu yerini istila etmistir. Daha sonra Cin ve Kuzey Kore’de yasamaya
baglamis ve Japonya'da da bulunmustur (Sekil 4). Bu tiiriin Amerika’dan ticari mallarla
Macaristan’a tasinarak 1940 yilinda Budapeste civarinda goriildiigii ve daha sonra
Avrupa’ya yayildigi bildirilmistir (Bovey, 1954). Kuzey yarim kiirede 50-55° enlemlere
kadar yayilabilmektedir.
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Sekil 4. H.cunea’nin Diinya’daki dagilimi

Tiirkiye’de ilk kez 1975°de Edirne, Istanbul (Catalca, Silivri) ve Tekirdag’da
goriilmiis olan H. cunea daha sonra Marmara ve Karadeniz bolgeleri ile Kuzey Ege’de
yayilim gostermistir (Sekil 5). Zararli Tiirkiye’deki yayilis alanlarinda 2 dol vermektedir.
Ulkemizde 1982 yilinda Orta Karadeniz Bolgesi’nde findik alanlarinda yogun olarak
goriilmekle birlikte nerdeyse biitlin meyve agaclarinin énemli bir zararlis1 haline gelmistir
(Ozay, 1997; Selek, 1998; Bas, 1982; Tuncer ve Kansu, 1994). H. cunea’nin Istanbul,
Kocaeli ve Sakarya’da sogiit tiirlerinde, Sakarya ve Kocaeli’nde ise kavak tiirleri tizerinde

zarar yaptig1 tespit edilmistir (Ozay, 1997; Selek, 1998).

Sekil 5. H. cunea’nin Tiirkiye’deki yayilist
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1.3.2. Tammmm ve Biyolojisi

Ergin, kelebek formundadir ve kanat agikligi 25-30 mm kadardir. Ergin viicut
uzunlugu ortalama olarak erkeklerde 11, disilerde 15 mm’dir. Erkeklerin iist kanatlar
tamamen beyaz veya siyah lekelerle bezenmis durumundadir. Ust kanatlar1 siyah lekeli
olan erkekler genellikle ilk baharda (Sekil 6A), lekesiz beyaz kanatlilar ise yazin goriiliir
(Sekil 6B). Antenler kirli beyaz, ince ve kisa tiiylerle kaphdir. Birinci déliin erginleri
Mayis-Haziran, ikinci doliin erginleri Temmuz-Agustos arasinda pupadan c¢ikmaktadir.
Pupadan ilk ¢ikanlar erkekler olup, bunu 2-3 giin ara ile disiler izlemektedir. Disi
kelebekler tamamen beyazdir (Sekil 6C). Kanatlar iizerinde nadiren siyah lekeler
bulunabilir. Disi karn1 yumurtlamadan 6nce acik yesil renktedir ve iizeri beyaz killarla
kaplidir. Bu killar1 daha sonra yumurtalarin {izerini 6rtmede kullanirlar.

Ciftlestikten sonra yumurtalarini yapraklarin alt ya da iist yiizlerine tek tabakali kiime
goriiniimiinde olmak {izere yan yana diziler halinde birakirlar (Sekil 6D). Yumurta
kiimeleri yesil renktedir ve beslendigi bitkiye bagli olarak 400-2500 yumurta igermektedir.
Yumurtalarin lizeri disi tarafindan karin sonundaki killarla kismen gizlenmeye calisilir.
Erkek erginler ciftlestikten, disiler ise yumurta koyduktan sonra oSliirler. H. cunea’nin
yumurta siiresi birinci délde 10-14, ikinci dolde 7-9 giinde tamamlanmaktadir.

Yumurtadan ¢ikan larvalar, ipegimsi iplik seklinde bir salgi salgilayarak yumurta
kiimesinin bulundugu yaprakta ag goriiniimiinde bir yuva yapmakta ve s6z konusu yuvanin
icinde toplu olarak yasamaktadir (Sekil 6E). Larvalar genellikle kahverengimsi gri
renktedir. Son doneme ulastiginda boyu 2.5-3.5 cm’ye ulagir. Larvalarin viicudunda farkli
boyutta, siyah ve her halkasinda dorder adet olmak ftizere portakal renkli benek ve bu
beneklerden ¢ikan killar bulunmaktadir. Tirtilin sirt kisminda koyu renkli, yan kisimlarda
ise sar1 renkli boyuna seritler bunmaktadir (Sekil 6F). Larvalar ilk yapragi yedikten sonra
komsu yapraklara gecer. Bu arada yuvalarini, dallardaki yapraklarin bazilarini i¢ine alacak
bicimde olmak iizere biiyiitiirler. Larvalarin toplu yasami 3. larva evresinin ortasina kadar
devam eder. Bundan sonra larvalarin bir kismi yuvayi terk etmekte, bir boliimii de 1-2 giin
daha yuvada kalmaktadir. Dérdiincii larva donemi basinda yuvada hi¢bir larva kalmamakta
ve larvalarin tiimii agacin diger kisimlarindaki yapraklarla tek tek beslenmektedir. Larva
yumurtadan yeni ¢iktiginda 1-2 mm kadardir ve rengi daha agiktir. Olgun larva oldukca
killidir. Larva rengi beslendigi bitkiye ve mevsime gére degisebilir. ilkbaharda renk daha
acik iken sonbahara dogru renk koyulasir.
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Ag goériniimiindeki, yuvalarin i¢inde yaklasik 180-500 adet larva bulunmaktadir.
Larva evresinin ilerlemesiyle larvalarin besin ihtiyaci artar, bunun sonucu olarak konukg¢u
bitkilerin yapraklarindaki zarar da artar. Larvalar gelisimlerini 35-50 glinde tamamlar.

Pupa mumya pupa tipinde koyu kahverengidir (Sekil 6G). Boyu 10-15 mm’dir. Disi
pupalar erkeklerden daha biiyiik ve daha agirdir. Kis1 pupa halinde gecirir. Zarar gérmiis
agaclarin toprak ile birlestigi yerlerde, aga¢ kabuklarinda, agaglarin kovuklarinda, binalarin
catt sacaklarinda, konukcularmin altinda bulunan c¢ali tabakasinin topraga yakin
kisimlarinda, topragin ve 6lii ortliniin 5 - 6 cm asagisinda ve kayalarin altinda tek tek veya
toplu olarak pupa olurlar. Birinci doliin pupalart 10-13 giinde olgunlasir. Fakat, ikinci
doliin pupalart kis1 pupa halinde gegirir. Kislayan pupalardan ¢ikan kelebeklerin ugusu,
Mayis’in ilk haftasi ile tiglincli haftasinda, ikinci dole ait kelebek ¢ikislar ise Temmuz’un
liclincli haftasinda gerceklesir. Her iki doliin kelebek ugus siiresi 24-33 giin siirmesine

karsilik, ergin 6mrii 4-15 giindiir.

Sekil 6. H. cunea’nin biyolojisi. A: Birinci délden ¢ikan erkek; B: ikinci dolden ¢ikan
erkek; C: Disi; D: Yumurta; E: Ag icerisinde beslenen H. cunea larvalari; F:
Larva; G: Pupa (URL-1, 2018; URL-2, 2018; URL-3, 2018).
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1.3.3. Zarar Sekli

Yilda birden fazla d6l olusturmasi, disilerinin ¢ok sayida yumurta tiretmesi, cinsiyet
oraninin 1/1 civarinda bulunmasi ve larvalarin olduk¢a polifag olmasi bakimindan, bu
tiirtin 6nemli bir tarim ve orman zararlis1 oldugu anlasilmaktadir. Birinci dolde larva sayisi
daha az oldugu icin asil zararnn 2. doldeki larvalar olusturmaktadir. Geng¢ larvalar
yapraklarin sadece parankima dokusunu yiyerek yapragin yesil rengini kaybetmesine ve
kahverengi renk almasina neden olurlar. Larvalar 2. ve 3. gelisme donemlerinde epidermis
ve mezofil tabakalariyla yapraklarin ikincil damarlarin1 da tiiketirler. Daha sonra biiyiiyen
larvalar damar aralarin1 da yemeye bagslar. Bu donemde zarar goren yapraklar tiil gibi delik
desik olur (Sekil 7). Son larva doneminden itibaren tirtillar ana damar ve sap harig biitiin
yaprag yiyebilir hale gelir. Boyle yapraklarda sadece yaprak sapi, orta ve yan damarlardan
kalin olanlar1 kalir. Ozellikle Eyliil ayindan itibaren zarar goren agaglar tamamen yapraksiz
kalabilir. Salgin yillarinda ise 6zellikle dut ve akgaagaclar haziran ayinda bile yapraklarini

tamamen kaybedebilirler.

Sekil 7. H. cunea’nin zarar sekli. A: Findiktaki zarart; B, C ve D: Dut agacindaki zarari
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1.3.4. Konukcular

Amerikan beyaz kelebegi oldukg¢a polifag olan zararli bir bocektir. Meyve agaglari,
orman ve siis bitkileri ile bazi otsu bitkiler dahil olmak tizere 600°’den fazla bitki {izerinde
beslenmektedir. En tercih edilen konukgu bitkiler dut ve akgaagactir. Ayrica findik, elma,
armut, ayva, erik, kiraz, ceviz, kizilagag, kavak gibi diger bitkilerde de ¢ok sik rastlanir. Bu
tiirtin larva dénemi konukgu bitkilerin genis bir yelpazesinde miikemmel bir gelisme
yetenegine sahiptir. Tirkiye ve Glircistan’da daha ¢ok findik bahgelerinin 6nemli bir
zararlist konumundadir. Tiirkiye’de Karadeniz Bolgesi’nde genellikle bahge iclerindeki
dut agaglari ile yol kenarlarindaki ak¢aagaglar énemli bulagma kaynagi durumundadir. Ik
larval koloniler genellikle bu bitkilerde goriiliir. Karadeniz bdlgesinde oldugu gibi bitkisel
cesitlilik, ¢ok fazla bitki cesidi ile beslenen bu bdcek igin bir avantaj saglar. Ureme

gliclinilin yiiksekligi ve polifag olusu, bocegin popiilasyonunu artirmaktadir.

1.3.5. Miicadelesi

Amerikan beyaz kelebeginin miicadelesinde mekanik, kimyasal ve biyolojik
miicadele dikkat ¢ekmektedir. Mekanik miicadelede ¢ok yiiksek olmayan agaglardan ve
findik ocaklarindan larvalarin bulundugu keseler toplanarak imha edilmelidir. Amerikan
beyaz kelebegi popiilasyonlar1 belirli dallarla simirli olduklarindan pek c¢ok durumda
kolonilerin bulundugu dallarin budanmasi ya da tahrip edilmesi uygun bir se¢enek haline
gelmektedir (Johnson ve Lyon, 1988). Zamaninda yapildiginda bu yontem oldukg¢a
etkilidir. Yiiksek agaclar i¢in teleskobik budama makaslari kullanilabilir. Bu ig haziran ve
agustos basi ve ortalarinda tekrar edilerek yapilmalidir. Amerikan beyaz kelebegi larva
aglar1 metrelerce uzaktan rahatlikla goriilmektedir. Bu durum mekanik miicadeleyi
kolaylastirmaktadir. Dordiincii evreden sonra larvalar dagilmaya baslar. Bu nedenle bu
zamandan sonra mekanik miicadele gii¢lesir ve zaman alir.

Kimyasal miicadelede bu tiiriin larvalart miimkiin oldugunca erken tespit edilerek
agaclar ilaclanmalidir. Kimyasalin piiskiirtme zamani olduk¢a Onemlidir. Geng larva
dénemi daha hassas oldugu i¢in miicadele etkinliginde erken dénemde uygulama
yapilmalidir. Tercih edilmemekle beraber zararli popiilasyonunun yogun oldugu ya da

epidemi yaptig1 yillarda kimyasal ilaglarla miicadele 6nemli olmaktadir.
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Bu tiirlin, aralarinda kuslarin da bulundugu oldukca fazla sayida parazitoit ve
predator gibi dogal diismanlari bulunmaktadir. Aver arilar, oriimcekler ve kuslara ilave
olarak degisik asalak ve avCi bocekler bu tiir lizerinde beslenmektedir. Parazitoitleri
Hymenoptera ve Diptera takimina ait familyalarda bulunur. Predatérleri ise Arma custos
(Fabr.) (Hem: Pentatomidae), Chrysoperla carnea (Steph.) (Neur: Chrysopidae),
Rhinocerus iracundus, Dermestes lardarius, oriimcek, karinca ve kuslardan olusmaktadir.
Predatorler arasinda Ichneumonidae, Braconidae, Pteromalidae,
Torymidae, Trichogrammatidae, Tachinidae ve Sarcophagidae familyalarina mensup birgok
tir bu bocegin dogal diismanlar1 olarak kaydedilmistir. Bunlardan bazilar1 Pimpla
hypochondriaca (Retz.), P. turionella L., Theronie atalantae (Poda), Psychophagus
omnivorous, Chouioia cunea, Conomorium amplum, Pales pavida ve Exorista lavorum
gibi tiirleri icermektedir.

Entomopatojen bakteri olan Bacillus thuringiensis o6zellikle larvalar gen¢ iken
oldukca etkilidir. Biitiin bitkiyi ilaglama yerine sadece kolonilerin bulundugu dallar
ilaclanmalidir. Ulkemizde yapilan denemeler biyopestisitlerin oldukg¢a etkili oldugunu
ortaya koymustur. Dipel, Delphin WG, Foray, Rebound gibi B. thrungiensis preparatlari ile
havadan uygulamalar yapilmaktadir. Amerikan beyaz kelebegi popiilasyonlar1 ayrica
bakiiloviriisler (Niikleopolihedroviriis-NPV ve Granuloviriis-GV) tarafindan da kontrol
altina alinmaktadir (Boucias ve Nordin, 1977; Kaya, 1977).

1.3.5.2. Hyphantria cunea Granuloviriis

Hyphantria cunea granuloviriis (HycuGV) ilk kez 1958’de izole edilmistir (Schmidt
ve Philips, 1958). Bu granuloviriisiin etiyolojisi, belirti ve bulgular1 ve epidemiyolojisi
calisiimasina ragmen, ayrintili tanimlama ¢alismalar1 hentiz yapilmamustir (Kovacevic,
1958; Weiser, 1958; Hukuhara ve Hashimoto, 1966; Hukuhara vd., 1969). HycuGV,
Yugoslavya’da (Vasiljévic, 1968) ve Cekoslovakya’da (Weiser, 1962) H. cunea’nin alan
popiilasyonlar: tizerinde baskin bir faktér olmustur. Zararli, Amerika’da ise diisiik bir
etkinlige sahiptir (Oliver, 1964).

Bu viriisiin morfolojik tanimlanmalart ile ilgili calismalar 1970’ yillarda
yapilmistir. Molekiiler tanimlanma ile ilgili ¢calismalara bakildiginda, Jehle vd. (2006)’nin
HycuGV’nin Rusya izoaltina ait lef-8, lef-9 ve graniilin gen bolgelerine ait diziler (NCBI)
ve Choi vd. (2012)’nin HycuGV komple genom dizileme ¢aligmasi bulunmaktadir. Fakat,
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bu genom dizisi verileri GenBank’ta bulunmamaktadir. Sadece poster 6zeti olarak
yayinlanan bu ¢aligma verilerine ulagim saglanamamustir.

Amerikan beyaz kelebeginin biyolojik miicadelesine yonelik ¢aligsmalar Riley (1887),
Baird (1916), Tothill (1922) ve Tadic (1958 ve 1960) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu
calismalardaki miicadele etmenleri predatdrleri, parazitleri, hastaliklar1 ve ¢evre kosullarini
kapsamaktadir. HycuGV’nin zararh {izerindeki etkinliginin arastirilmasina yonelik birgok
calisma yapilmistir (Oliver 1964; Hukuhara vd., 1969; Hukuhara, 1975; Boucias ve Nordin
1977; Boucias ve Nordin 1978; Hukuhara vd., 1978). Bu viriisle enfekte olan bir larva az
ya da ¢ok sismekte ve enfeksiyonun ileri evresinde larvanin alt kismi sarimsi bir renge
doniismektedir. Agir hastalikli larvalarda viicut sivist siit rengine doniismekte ve bol

miktarda kapsiil icermektedir

1.4. Tezin Amaci

Bocek viriisleri ¢evresel, zirai, molekiiler ve tibbi biyoteknolojideki Onemleri
bakimindan biitiin diinyada yogun olarak calisilan arastirma materyalleri haline gelmistir.
Bu viriislerin yeni izolatlarinin veya yeni tiirlerinin kesfedilmesi daha verimli ve daha
giivenilir materyallerin elde edilmesini saglamaktadir. Yeni tanimlama tekniklerinin
kullanilacak olmasi ve buna bagli olarak biyolojik cesitlilige katkilar saglanmasi da bu
calismalarin 6nemini arttirmaktadir. Ayrica, yeni izolatlar ile birlikte yeni molekiiler
mekanizmalarin  kesfedilmesi ve bu mekanizmalarin c¢alisma sistemlerinin ortaya
konulmasi da bocek viriislerinin bu alanlardaki kullanilabilirligini arttirmaktadir.

Ulkemizin kuzey kisminda yaygin olarak bulunmasi ve meydana getirdigi zararlar
g0z oniine alindiginda, Amerikan beyaz kelebegi (Hyphantria cunea Drury, Lepidoptera:
Arctiidae)’nde yeni viriislerin tespit edilmesi, bunlarin karakterizasyonlarinin yapilmasi ve
bu viriislerin zararlinin biyolojik miicadelesinde kullanilmasini 6nemli kilmaktadir.

Bu calismada, Orta Karadeniz Bolgesi’nden toplanan Amerikan beyaz kelebegi
(Hyphantria cunea) larval popiilasyonlarinda giincel teknikler kullanilarak tespit edilen
Hyphantria cunea granuloviriis (HycuGV) suslarinin biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

ve bunlarin biyolojik miicadelede kullanilma potansiyellerinin arastirilmasi amaglanmaistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Boceklerin Toplanmasi ve Laboratuvarda Yetistirilmesi

Bu ¢alisma igin gerekli olan Hyphantria cunea larvalari, 2014-2017 yillar1 arasinda
haziran ve temmuz ayinda Trabzon, Samsun/Carsamba ve Ordu illerinden farkli konuk¢u
bitkiler tizerinden topland1 (Sekil 8) (Tablo 4). Bu zararli yumurtadan ¢iktiktan sonra
pupaya girene kadar larval donemlerde zarar verdigi i¢in bu ¢alismada larvalar kullanildu.
Larvalar 6zellikle dut agaglar1 basta olmak lizere ak¢aagag, findik, erik, ceviz, elma ve
ayva agaclarindan keseleri ile birlikte bitki kism1 da beraberinde alinarak havalandirmasi
olan kutulara yerlestirilerek laboratuvara getirildi. Arazi caligmalar1 sirasinda 6li ya da
hastalikli olan larvalar ayr1 ayr tiiplerde toplandiklart yer ve tarih not edilerek muhafaza
edildi. Laboratuvara getirilen larvalar her giin taze besin ile (dut ve ak¢aagag) beslenilerek
takip edildi. Olen larvalar daha sonra viriis taramas yapilmak {izere tiiplere konularak — 20
°C’de muhafaza edildi.

Laboratuvara getirilen birinci kusak H. cunea larvalari taze besinle beslendi ve her
giin temizlenerek uygun kosullarda (26 = 1 °C, 12:12 gece ve giindiiz, %50 £ 10 nem)
pupaya girmeleri saglandi. Pupalar yaklasik 10 — 14 gilinde olgunlagmaya baslad1 ve ergin
kelebekler goriildii. Ergin kelebeklerin ¢iftlesip yumurta birakmasi saglandi. Kelebekler
yumurtalarin1 yapraklarin alt ya da iist ylizeylerine biraktiklari i¢in kabin igerisine uygun
kagitlar yerlestirildi. Kelebeklerin beslenmesi i¢in ortama su ile nemlendirilmis pamuk
konuldu. Yumurta birakilan kagitlar iki giinde bir degistirildi. Ikinci kusak larvalar
yaklasik 7 — 9 giin igerisinde yumurtalardan ¢ikmaya basladi. Laboratuvarda yetistirilen
ikinci kusak larvalar izole edilen viriislerin ¢ogaltilmasi ve biyolojik aktivite deneyleri i¢in

kullanildi.
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Sekil 8. Arazi calismalar1 yapilan lokasyonlar (% : drnek toplanan noktalar)

Tablo 4. Arazi ¢alismalarinda H. cunea ile ilgili kaydedilen bilgiler

Istasyon . Dogada  Laboratuvarda Alindig Alindig1 Konukgu
sayisg  ATmdigryer slii slii tarih Bitki
Samsun / Temmuz Dut, Findik,
6 9 larva -
Carsamba 2014 Akcaagag
Dut, Findik, Ceviz,
Ordu, Samsun Temmuz ]
22 5 larva 59 larva Elma, Erik,
/ Carsamba 2015
Akcaagac, Ayva
o Ordu, Samsun Temmuz Dut, Akgaagag,
/ Carsamba 2016 Findik
Haziran Dut, Akc¢aagac,
2 Trabzon - - Faaes
2017 Ihlamur

2.2. Viriis Taramasi

Viriis taramast Ordu ve Samsun il/ilgelerinde toplanan H. cunea larvalarinda yapildi

(Tablo 4). Olii larvalardan bakiiloviriis taramasi yapild.
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2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Arazide toplanan larvalar toplandiklari istasyonlara gore numaralandirilarak ayri
tiplerde muhafaza edildi. Arazi sirasinda ayri olarak saklanan o©li larvalar ve
laboratuvarda Glen larvalarla toplamda 73 adet Ornekte virlis tarama yapildi (Tablo 4).
Ornekler steril dH2O ile birlikte ezilerek bdcek dokularinin dagilmasi saglandi. Homojen

bir sekilde ezilen 6rnekler viriis taramasi i¢in kullanildi.

2.2.2.  Olii Larvalarda Viriis Taramasi

2.2.2.1. Orneklerin Makroskobik Incelenmesi

Mikroorganizmalar tarafindan enfekte edilen bdceklerde, patojenin 6zelligine baglh
olarak bazi karakteristik hastalik belirtileri goriiliir. Renk degisimleri, enfeksiyonlu
bdceklerin belirlenmesiyle ilgili olarak en kolay gézlemlenebilecek hastalik belirtileridir.
Bu belirtileri ¢ogu kez makroskobik olarak gézlemlemek miimkiindiir. Bu ¢alismada 6l
larvalarda renk degisimi gozlendi. Fiziksel olarak larvalarin sivilasarak akiskan bir hal alip

almadig1 kontrol edildi. Larvalarin boylar1 ve davranislar1 incelendi.

2.2.2.2. Orneklerin Mikroskobik incelenmesi

Gomiili yapidaki viriisler faz-kontrast ya da karanlik alan mikroskobunda
goriilebilmektedir. Makroskobik incelemelerden sonra Orneklerde mikroskobik goézlem
yapilarak gomiilii yap1 olup olmadigi kontrol edildi. Larvalar disekte edildikten sonra steril
dH20 damlatilan lam iizerine bir miktar larval doku aktarildi. Lamel kapatildiktan sonra
bir siire bekletildi. Faz kontrast ve karanlik alan mikroskoplar altinda incelemeler yapildi.

Orneklerde parlak kristal yapilar arandi1 ve kayitlar tutuldu.

2.2.2.3. Orneklerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Incelenmesi

Orneklerde bakiiloviriis taramasi yapilmasi igin Tablo 5°de bulunan primerler

kullanildi. Bakiiloviriis taramasinda DNA izolasyonu i¢in DNeasy Tissue Kit (QIAGEN)
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kullanildi. Ornekler ezilerek homojenize edildikten sonra 6000 x g’de (8000 rpm) 5 dk.
santrifiij edildi ve st faz uzaklastirildi. Pellet iizerine yaklasik 400 pl dH.O eklendi,
vorteksle karistirildi. Bu karisimdan 50 pl eppendorf tiipe aktarildi. Bunun tizerine 5 ul 0.1
M NaOH (pH 12.5) eklendi ve oda sicakliginda 30 dk. bekletildi. Daha sonra tizerine 5 pl
0.1 M Tris-HCI (pH 8.0) eklenerek noétralize edildi. Gomiili yapidaki viriisler igin bu 6n
uygulamadan sonra kit talimatlarina gore isleme devam edildi. Prosediire gore 60 ul’lik
viral 6rnek tizerine 180 pul Buffer ATL ve 20 ul Proteinaz-K (20 mg/ml) eklendi, karisim
gece boyu 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 15 sn vorteks edildi ve iizerine
200 pl Buffer AL eklenerek karistirildi. Karisim 70 °C’de 10 dk. bekletildi. Uzerine 200 pl
etanol (%96 — 100) aktarildi ve alt iist edildi. Karisim spin kolona aktarildi ve 6000 x g’de
1 dk. santrifiij edildi. Toplama tiipli uzaklastirildi. Kolona 500 pl Buffer AW1 eklendi ve
6000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi. Toplama tiipii uzaklastirildi. Kolona 500 pl Buffer AW2
eklendi ve 20000 x g’de 3 dk. santrifiij edildi. Kolon temiz bir eppendorf tiipe aktarildi.
Kolon tizerine 200 pl Buffer AE birakildi ve oda sicakliginda 1 dk. bekletildi. Daha sonra
6000 x g’del dk. santrifiij edilerek izolasyon tamamlandi. Izole edilen DNA’lar + 4 °C’de
bir gece bekletilerek nanodrop-spektrofotometre (Thermo Scientific, NanoDrop 2000)
miktar1 6lctildii.

Izole edilen DNA‘lardan bakiiloviriis i¢in polihedrin/graniilin (polh/gran) ve gec
ekspresyon faktor 8 (lef-8) gen bolgesini ¢ogaltacak dejenerat primerler kullanilarak PCR
yapildi (Tablo 5). PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken polh/gran i¢in sonuglara gére BGHrev
primeri de kullanildi. Bakiiloviriislerin taramasinda, PCR reaksiyonu karigimi 1 pl DNA
stispansiyonu (40-50 ng), 10 pl (5X) PCR tamponu, 3 pl MgCl, (25mM), 1.5 pul ANTP
karisimi (her birinden 10 mM), her bir primerden 1.5 ul (500 nM), 0.25 ul GoTaq G2
FlexiDNA polimeraz (5U/ul) ve ddH20 ile son hacim 50 pl’ye tamamlanarak hazirlandi.
PCR kosullar1 95 °C’de 2 dk. denatiirasyondan sonra 95 °C’de 30 sn., 53 °C (polh/gran) ve
48 °C (lef-8)’de 1 dk. ve 72 °C’de 1 dk. seklinde 35 dongii halinde tamamlandi. Son olarak
72 °C’de 5 dk. bekletilerek eksik kalan hibridizasyon reaksiyonlarinin tamamlanmasi
saglandi (Phan vd., 2005). PCR {riinleri, %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii ve jel goriintiileme
sistemi (Gel Logic; Kodak) ile goriintiilendi. Pozitif kontrol olarak bakiiloviriis igin
laboratuvarda onceki ¢aligsmalarda izole edilen Malacosoma neustria nucleopolihedroviriis
kullanild: (Demir, vd. 2013). Ornekler DNA dizi analizi i¢in Macrogen (Amsterdam,
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Netherlands) firmasina gonderildi. Elde edilen sekans verileri GenBank (NCBI) verileri ile

karsilastirildu.

Tablo 5. Bakiiloviriis taramasinda kullanilan primerler (Herniou, 2003; Lange vd.,
2004; Jehle vd., 2006).

Gen bp Baz Sirasi

Fw: TGTAAAACGACGGCCAGTNRC
Polh/gran 510  Rv: CAGGAAACAGCTATGACCDGG
BHHrev: TAGAAGGCACAGTCGAGGNRC

Fw: GTAAAACGACGGCCAGTTYTTYCAYGGNGA
Rv: AACAGCTATGACCATGGNAYRTANGGRTCY

Lef-8 800

2.3. Viral Suslarm H. cunea’da Cogaltilmasi ve Saflastirilmasi

Bakiiloviriis primerleri ile yapilan PCR sonucunda pozitif bant gézlemlenen 7
ornegin ayrmtili tamimlamalarinin yapilmasina baslandi. Oncelikle bu 6rneklerdeki
virtislerin ¢ogaltilmasi i¢in 3. evre H. cunea larvalar1 bu 6rneklerle ayr1 ayr1 enfekte edildi.
Bunun igin larvalar 20’serli gruplar halinde plastik kutulara aktarildi ve enfeksiyondan
once yaklasik 4 saat a¢ birakildi. Enfeksiyon i¢in dut yapraklar lizerine viriis oldugu tespit
edilen orneklerden alinarak bulastirma yapildi. Daha sonra viral 6rnek bulunan yapraklar
larvalarin bulundugu kutulara aktarildi. Yaprakla beslenen larvalar takip edildi ve 6l
larvalar alinarak steril tiiplerde muhafaza edildi.

Elde edilen enfekte bocek larvalarindan virtislerin izolasyonu igin enfekte larvalar
steril dH20 ile homojenize hale getirildi. Iyice ezilen larvalar 1000 x g’de 30 sn santrifii]
edildi. Ust faz alinarak temiz bir tiipe aktarildi ve 5000 x g’de 10 dk. santrifiij edildi, iist
faz uzaklastirildi. Pellet %0,1’lik SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) ile iyice ¢oziildi ve 5000
x g’de 10 dk. santrifiij edildi. Ayn1 sekilde tist kisim uzaklastirilarak pelletin 0.5 M NaCl
ile ¢dziilmesi sagland1 ve 5000 x g’de 10 dk. santrifiij edildi. Ust faz uzaklastirild: ve pellet
500 pl dH20 ile ¢oziildii. Bu sekilde viriis izolasyonu gergeklestirildi. Bu asamadan sonra

virisiin saflastirilmasi igin %30, %50 ve %70 konsantrasyonlarda siikroz ¢ozeltisi
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hazirlandi. Ultrasantrifiij tiiplerine en yogun olandan baslayarak virlis miktarinin 3 kati
olacak sekilde siikrozlar aktarildi. Aralarindaki yogunluk fark: bant seklinde gézlemlendi.
Izole edilen viriisler en son olarak yavas bir sekilde siikrozun iizerine aktarild1 ve 96000 x
g’de 1 saat 4 °C’de ultrasantrifiijde santrifiij edildi. Yogunluk olan kisim pipetorle dikkatli
bir sekilde alindi ve temiz ultrasantrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine steril dH.O ilave edildi
ve ayn1 kosullarda tekrar ultrasantrifiij yapildi. Ust kisim uzaklastirilarak pellet steril dH,O
ile ¢6ziildii ve mikroskopta incelendi. Saflastirilan viriisler — 20 °C’de muhafaza edildi
(Sekil 9).

HycuGV ile Homojenize Viriis Siikroz gradient Saflagtirilnug
enfekte larva edilen larvalar saflagtirma OB’ler
baslangig

Sekil 9. Viral suslarin izolasyon ve saflastirma asamalari

2.4. Viriis Tammlanmasi
2.4.1. Morfolojik Tanimlanma
Tespit edilen, cogaltilan ve saflastirilan viral suslarin mikroskopik ¢alismalari

yapildi. Viral suslarin 151k, taramali ve transmisyon elektron mikroskobu ile morfolojik

tanimlamalarina yonelik ¢caligsmalar yiiriitiildii.
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2.4.1.1. Viral Suslarin Isik Mikroskopisi

Bakiiloviriislerin 1s1k mikroskopisinde incelenmesinde faz kontrast ve karanlik alan
mikroskoplar1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Hunter-Fujita vd., 1998). Fakat NPV’lerden
kiiglik olduklar1 i¢in GV’lerin karanlik alan mikroskopisinde gézlemlenmesi daha zordur.
Bu mikroskopi deneyim gerektirir ve zaman alicidir (Hunter-Fujita vd., 1998). Saflastirilan
virislerden hem lam-lamel arasi1 preparat hazirlanarak hem de Giemsa ile boyama
yapilarak viriis gomiilii yapilarin varligina bakildi. Saf viriis siispansiyonunda 10 pl
almarak lam iizerine birakildi. Uzeri lamel ile kapatilarak siispansiyonun dagilmasi igin bir
stire bekletildi. Daha sonra mikroskop (Nikon Eclipse LH-M100C-1) altinda goémiilii
yapilar incelendi. Giemsa i¢in 10 pl viriis siispansiyonu lam {izerine aktarildi ve yayildi.
Acik havada kurumasi saglandi. Daha sonra metanol igerisinde 2 dk. bekletilerek fikse
edildi. Suyla yikandiktan sonra 1 saat boyunca %15’lik Giemsa boyasinda bekletildi.
Preperat tekrar suyla yikanarak kurumasi saglandi. Mikroskop (Nikon Eclipse LH-M100C-
1) altinda immersiyon yagi kullanilarak 1000X’lik biyiitmede incelendi. Mikroskop
gortintiileri dijital kamerada kaydedildi (Nikon Coolpix 5000).

2.4.1.2. Viral Suslarin Elektron Mikroskopisi

Elektron mikroskobu (EM), yiiksek ¢oziiniirliklii goriintiileme i¢in 6nemli bir
platform saglamanin yaninda bdcek viriisleri de dahil olmak {iizere biyolojik sistemlerin
morfolojisini incelemek i¢in tip ve biyoloji bilimlerinde kapsamli bir sekilde
kullanilmaktadir. ki tiir elektron mikroskobu vardir. Bunlar, taramali elektron mikroskopu

(SEM) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM)’dur.

2.4.1.2.1. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

SEM dokular, hiicreler, viriisler ve diger bilesenler gibi biyolojik materyallari,
metallerin  ylizeylerini veya topolojilerini  goriintilemek i¢in  kullanilmaktadir.
Saflastirilmis virlis siispansiyonu yuvarlak lamel {izerine yerlestirildi ve havada
kurumasina izin verildi. Numune, piskiirtmeli bir kaplayicida (Quorum Technology
SC7620-CF) altin piiskiirtiilerek kaplandi ve taramali elektron mikroskopu (Zeiss EVO
LS10) kullanilarak incelemeler yapild1 (biiyiitme giicii: 13,95 KX ve 16,25 KX).
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2.4.1.2.2. Transmisyon Elektron Mikroskopisi (TEM)

Transmisyon elektron mikroskobu, biyolojik materyal kesitlerindeki kii¢iik yapilarin
incelenmesinde kullanilir. Saflagtirilmig viris gomiilii yapilarini iceren pellet Karnovsky
fiksatifinde (0.05 M pH 7.2’de kakodilat tamponda %?2 glutaraldehit, %2 paraformaldehit
+ 0.001 M CaCl; / kalsiyum kloriir) 2 saat boyunca fikse edildi. Fiksasyondan sonra ayni
tamponda %1°lik OsO4 (osmiyum tetroksit) ile 1 saat boyunca fikse edildi ve rezine
gomiuldii. Bloklar Leica Ultracut UCT ultra mikrotomda kesitlendirildi ve %3’liikk sivi
uranil asetat Reynold’un kursun sitrat1 ile boyandi. Zeis EM 99 transmisyon elektron
mikrsokobunda 80kV’de ¢alisildi. Gomiilii yapilarin (30 tane OB) c¢aplar1 SmartSEM
programi kullanilarak 6l¢tildii (biiyiitme giicii: 20 KX ve 60 KX).

2.4.2. Viral Suslarin Molekiiler Tanimlanmasi

Restriksiyon endoniikleaz (REN) analizi, segilen viral genlerin g¢ogaltilmasi ve
dizilimine ek olarak tiim genom dizilimi gibi viriislerin genetik olarak karakterize edilmesi
icin c¢esitli yontemler kullanilabilir. Genomik DNA'nin REN analizi, iiretilen DNA
profillerinin gozlemlenmesi ve karsilastirilmasi yoluyla viriis izolatlar1 arasinda genetik

farkliliklarin belirlenmesi amaciyla kullanilan uygun bir yontemdir.

2.4.2.1. Genomik DNA’nin izole Edilmesi ve Konsantrasyonun Belirlenmesi

Saflastirilmis viriis OB’lerinden genomik DNA izolasyonunda MasterPure™ DNA
Purification Kit (Epicentre, Illumina® Company) kullanildi. Bakiiloviriis DNA
izolasyonuna baslamadan 6nce gomiilii yapilarin ¢oziinmesi i¢in 150 pl vortekslenmis saf
viriis siispansiyonundan alinarak tiipe aktarildi. Uzerine 15 ul 0.1 N NaOH (pH 12.5)
eklendi. lyice karistirilarak 37 °C’de ~ 1 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda
15 pl Tris-HCI (pH 8.0) eklenerek notralizasyon saglandi ve kit talimatlarina gére DNA
izolasyonuna baslands. Ik olarak gomiilii yapidan arindirilmis ¢iplak virionlarm bulundugu
tipler — 70 °C’de donmas i¢in bekletildi. Sonraki asamada kullanilmak {izere her bir
ornek i¢in 2XT & C Lysis Solution’dan 150 ul temiz bir tiipe alindi ve tizerine 1 pl

Proteinaz K (50 pg/ul) ilave edildi. Bu karisim donan 6rnek {izerine aktarildi ve 65 °C’de
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15 dk. (her 5 dk.’da bir vorteks yapildi) bekletildi. Sonrasinda 6rnekler alindi ve
sogumalari i¢in beklendi. Soguyan &rneklere (37 °C) 1 ul RNaz A (5 pg/ul) eklendi ve
yavasca karistirildi. Devaminda 37 °C’de 30 dk. inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
ornekler 3 — 5 dk. buzda bekletildi. Ardindan MPC Protein Precipitation Reagent adindaki
reaktiften (~ 300 ul 6rnege) drnek iizerine 175 pl aktarildi ve 10 sn. vorteks edildi. Ornek
4 °C’de > 10000 x g’de 10 dk. santrifiij edildi. Ust faz alind1 temiz bir tiipe aktarildi.
Uzerine 500 ul izopropanol eklendi ve 30 — 40 kez alt iist edildi. Aym kosullarda tekrar
santrifiij edildi. izopropanol dikkatlice uzaklastirildi. iki kere %70’lik etanol ile temizleme
yapildi. Kalan alkoller pipetle dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Tiipteki DNA 35 ul TE
Buffer ile ¢oziildii. Izole edilen DNA’lar + 4 °C’de bir siire bekletilerek nanodrop-
spektrofotometre (Thermo Scientific, NanoDrop 2000) ile miktar1 6lgiildii.

2.4.2.2. Restriksiyon Endoniikleaz Analizi ve Agaroz Jel Elektroforezi

Viral DNA’larin restriksiyon enzim kesim reaksiyonu 30 ul toplam hacimde, 4 ul
10X restriksiyon enzim tamponu, EcoRI (12 U/ul) ve Hindlll (10 U/ul) (Promega, USA)
enzimleri, 10 ul genomik DNA (~1 — 2 pg) ve 14 ul ddH2O olacak sekilde hazirlandi.
Reaksiyonlar kisa bir santrifiijden sonra 4 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda reaksiyonlarin igerisine yiiriitme boyasi (6X DNA Loading Dye)
eklenerek 15 dk. 65 °C’de bekletildi. Hazirlanan %0.6’lik agaroz jelde 1X TAE
tamponunda (40 mM Tris-asetat, 20 mM asetik asit, ImM EDTA) 30 V’de 16 saat
boyunca yiiriitiildii ve etidyum bromiirde (EtBr) bekletildikten sonra jel goriintiileme
sistemi (Gel Logic 200 Imagine System; Kodak) goriintiilendi. Kodak Molecular Imaging
Software 4.0.5 programi kullanilarak kesim sonucundaki bantlarin molekiiler agirliklar

hesaplandi.

2.4.2.3. Viral Suslarin gran, lef-8 ve lef-9 Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi

Gran, lef-8 ve lef-9 genleri ilgili primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi (Tablo 6).
PCR reaksiyonu icin karistm 1 pl DNA siispansiyonu (40 — 50 ng), 10 pl (5X) PCR
tamponu, 3 pl MgCl> (25mM), 1.5 pl ANTP karisimi (her birinden 10 mM), her bir
primerden 1.5 pl (500 nM), 0.25 ul GoTaq G2 FlexiDNA polimeraz (5U/ul) ve ddH20 ile
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son hacim 50 pl’ye tamamlanarak hazirlandi. PCR kosullart 95 °C’de 2 dk.
denatiirasyondan sonra 95 °C’de 30 sn., 48 °C (lef-8) / 49 °C (lef-9) / 53 °C (polh/gran)’de
1 dk. ve 72 °C’de 1 dk. seklinde 35 dongii tamamlandi. Son olarak 72 °C’de 5 dk.
bekletilerek eksik kalan reaksiyonlarin tamamlanmasi sagland: (Phan vd., 2005). PCR
riinleri, %1°lik agaroz jelde yiriitiildii ve jel goriintiileme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile
gortintiilendi. Pozitif kontrollerde bakiiloviriis i¢in laboratuvarda onceki ¢alismalarda izole
edilen ManNPV kullanildi. Ornekler DNA dizi analizi i¢in Macrogen (Amsterdam,
Netherlands) firmasina gonderildi. Elde edilen sekans verileri GenBank (NCBI) verileri ile

karilagtirildi.

Tablo 6. Viral suslarin gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler (Herniou,
2003; Lange vd., 2004; Jehle vd., 2006).

Genin ad1 Fonksiyonu Baz Sirasi
Fw:
. TGTAAAACGACGGCCAGTNRC
_ _ _ Yapl_sal_ gen, protem RV
Polihedrin/Granulin matriksinin bir CAGGAAACAGCTATGACCDGG
pargasini olusturur BGHrev:
TAGAAGGCACAGTCGAGGNRC
Fw:
Late expression factor Transkripsyonel gen, GTAAAACGACGGCCAGTTYTTY
P viral DNA’nin geg CA YGGNGA

8 / ge¢ ekspresyon

faktorii 8 (Ief-8) transkripsiyonunda Rv:

yer alir AACAGCTATGACCATGGNAYRT
AN GGRTCY

Fw:

Transkripsyonel gen, TGTAAAACGACGGCCAGTTTGT

Late expression factor

9 / geg ekspresyon

viral DNA’nin geg

CD CCR

g transkripsiyonunda Rv:
fakiorit 9 (lef-9) yer alir CAGGAAACAGCTATGACCAARA
AY GGITA

2.4.2.4. Sekans Analizi ve Filogeni

Polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilan viral gen bolgeleri sekansa gonderilmek
iizere hazirlandi. Cogaltilan PCR ornekleri NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kiti
kullanilarak saflastirildi. Jelde yiiriitiilen 6rnekler jelden kesilerek temiz tiiplere aktarildi
ve kit talimatlarina gore saflagtirma yapildi. Kesilen 6rnek hacminin 2 kat1 olacak sekilde

NTI Buffer eklenerek 50 °C’de 5 — 10 dk. bekletildi. Arada alt iist edilerek jelin erimesi
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saglandi. Daha sonra kitte bulunan érnek toplama tiipiiniin igerisine koyulan “NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up” kolonuna aktarildi. Kolonlar 11000 x g’de 30 sn. santrifiij edildi.
Toplama tiipii bosaltildi. Iki kere kolonlara 700 pl NT3 Buffer ilave edildi ve aym
sartlarda santrifiij islemi tekrarlandi. Daha sonra 11000 x g’de 1 dk. ek bir santrifiij
yapildi. Kolonlar yeni santrifiij tiiplerine alindi ve kolonlarin tizerine 15 — 30 pl Buffer NE
eklenerek oda sicakliginda 1 dk. bekletildi. Son olarak 11000 x g’de 1 dk. santrifiij yapildi
ve temiz PCR &rnekleri elde edildi. Ornekler DNA dizi analizi igin Macrogen (Amsterdam,
Netherlands) firmasina gonderildi. Elde edilen sekans verileri GenBank (NCBI) verileri ile
karsilastirildi. Diziler GeneDoc programinda diizenlendi. Daha sonra bu spesifik gen
bolgelerin filogenetik analizi BioEdit 7.0.5.3 (Hall, 1999) ve MEGA 7 (Tamura vd., 2007)
programlart kullanilarak tespit edildi ve bootstrap agaglar olusturuldu. HycuGV-Hcl
izolatina ait li¢ gen bolgesi ayr1 ayr1 ¢oklu dizi hizalama yapilarak diziler arasindaki
farkliliklar analiz edildi. Bu hizalamalar www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ adresinde
Multiple Sequence Alignment kullanilarak ¢oklu hizalama yapildi. Analizde GenBank
karsilagtirmasinda yakin benzerlik bulunan tiirler kullanildi (Jehle vd., 2006; Lange vd.,
2004) (Tablo 7). Bu tiirler, HycuGV A5-1 ve A18-3 izolatlari, EsacGV, Choristoneura
murinana GV ve Pandemis limitata GV (gran/AY519246, lef-8/AY519247 ve lef-
9/AY519248)’dir.

Tablo 7. Filogenetik analizde kullanilan referans tiirler (Jehle vd., 2006).

Viriis Ad1 (Kisaltma) Konak Familyasi Acc. No. Acc. no. Acc. no. Izolat

polh/gran lef-8 lef-9 Adi
Euxoa ochrogaster GV Noctuidae AY70666 AY70655 AY70661 A24-1
(EuocGV) 6 0 5
Scotogramma trifolii GV Noctuidae AY70667 AY70658 AY70664 A26-3
(SctrGV) 6 3 8
Peridroma morpontora . AY70667 AY70657 AY70663
Noctuidae A25-3
GV (PemoGV) 2 3 8
Spodoptera frugiperda . AY70667 AY70658 AY70664
Noctuidae Al2-4
GV (SpfrGV) 7 4 9
Cydia pomonella GV Tortricidae AY70666 AY70655 AY70662 AB-4
(CpGV) 7 6 1
Cydia pomonella GV Tortricidae AY70666 AY70655 AY70662 M39-1
(CpGV) 8 7 2
Cydia pomonella GV Tortricidae AY70667 AY70656 AY70662 A11-2

(CpGV) 0 1 6
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Tablo 7’nin devami

Adoxophyes orana GV
(AdorGV)

Adoxophyes orana GV
(AdorGV)

Andraca bipunctata GV
(AnbiGV)

Erinnyis ello GV
(ErelGV)

Pieris brassicae GV
(PbGV)

Pieris rapae GV
(PiraGV)

Clostera anachoreta GV
(ClanGV)

Agrotis exclamationis
GV (AgexGV)

Agrotis segetum GV
(AgseGV)

Agrotis segetum GV
(AgseGV)

Estigmene acrea GV
(EsacGV)

Hyphantria cunea GV
(HycuGV)

Spodoptera androgea
GV (SpanGV)
Choristoneura murinana
GV (ChmuGV)
Autographa biloba NPV
(AbNPV)

Autographa gamma
NPV (AgNPV)
Hyphantria cunea NPV
(HycuNPV)

Lymantria monacha
NPV (LymoNPV)
Lymantria xylina NPV
(LyxyNPV)

Lymantria dispar NPV
(LANPV)

Tortricidae

Tortricidae

Bombycidae

Sphingidae

Pieridae

Pieridae

Notodontidae

Noctuidae

Noctuidae

Noctuidae

Arctiinae

Arctiidae

Noctuidae

Tortricidae

Noctuidae

Noctuidae

Arctiidae

Lymantriidae

Lymantriidae

Lymantriidae

AY70665
8

AY70665
7

AY70666
2

AY70666
5

FJ151541

AY70667
3

AY 70666
4

AY70665
9

AY70666
1

AY70666
0

DQ23525
0

AY70666
9

AY70666
3

AYT73772
4

JNG674788

AY70670
0

AY70670
2

AY70670
3

AF49968
7

AY70653
0

AY70652
9

AY70653
8

AY70654
8

AY70657
5

AY70654
4

AY70653
1

AY 70653
4

AY70653
3

AY70655
9

DQ23524
8

AY70654
3

AYT73772
2

JN674649

AY70656
0

AY70656
3

AY 70656
4

KF69506
3

AY70659
5

AY70659
4

AY70660
3

AY70631
3

AY70664
0

AY70660
9

AY70659
6

AY70659
9

AY70659
8

DQ23525
1

AY70662
4

DQ23524
7

AY70660
8

AYT73772
3

JNG674812

AY70662
5

KF69507
1

KF69506
8

KF69506
6

S45

AB-5

S48

M34-4

S1

S55

S49

S46

S47

Al7-5

M30-3

A5-1/
Al8-3

A25-7

All-1
M50-3

A23-1

474

S27

463

3061

3152
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2.5. Viral Suslarin Insektisidal Aktivite Calismalar

Biyolojik testlerde uygulanacak etmenlerin konsantrasyonlarinin dogru bir sekilde
hesaplanmasi elde edilecewk sonuglarin degerlendirilmesi bakimindan olduk¢a dnemlidir.
Bakiiloviriislerde mikroskop altinda OB’lerin sayilmasi ile viriis konsantrasyonlar
hazirlanmaktadir. Saflastirilan viriis izolatlarinin stok konsantrasyonlart hemoaitometre
kullanilarak hesaplandi. Sayim i¢in 10 pl viriis siispansiyonu kullanildi. Bir kareye 100
— 200 OB gelecek sekilde siispansiyon seyreltildi. OB’lerin sayimi ¢apraz bes biiyiik kare
iizerinden yapildi. Ay seyreltik, tekrar sayildi. Daha sonra ayni stoktan tekrar seyreltik
hazirlanarak islem ikinci kez tekrarlandi. Stok viriis konsantrasyonu 10° OB/ml olarak
hazirlandi. Her viral izolat i¢in doz denemelerinde; 1 x 103, 1 x 104, 1 x 105 1 x 108 ve 1 x
10" OB/ml konsantrasyonlar1 olacak sekilde diliisyonlar yapildi. Deneylerde kullanilan H.
cunea larvalar laboratuvarda yetistirilen 1. dolden elde edilen yumurtalardan ¢ikan 2. dol

larvalarla yapildi.

2.5.1. Viral Suslarin H. cunea Larvalar1 Uzerindeki Doz Denemeleri

Literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda doz-6liim iligkileri ile ilgili denemelerde
uygulama metotu hazir besin kullanilarak yapilmaktadir. Bu c¢alismalar sonucunda elde
edilen verilerin degerlendirilmesi arazi kosullari dikkat alindiginda gegersiz olabilmektedir
(Bianchi vd, 2001). Denemelerde H. cunea’nin dogal konukgularindan biri olan dut
(Morus sp.) bitkisinin yapraklarinin kullanilmasinin uygun olacagi diistiniildii.

Tiim viral izolatlar igin hazirlanan (HycuGV-Hcl — Hc7) 1 x 103, 1 x 104 1 x 10°, 1
x 10% ve 1 x 10" OB/ml konsantrasyonlarindaki viriis siispansiyonlar1 H. cunea 3. evre
larvalart iizerinde 25 + 2 °C’de laboratuvar kosullarinda test edildi. Taze dut yapraklar
oncelikle saf suyla silinerek temizlendi. Deney diizenegi her bir izolat igin 3 tekrarli olacak
sekilde 30’arli gruplar halinde (toplamda 90 larva) hazirlandi. Larvalar enfeksiyon
oncesinde ~ 5 saat kadar a¢ birakildi. Taze dut yapraklarinin her iki yiizeyine de ddH.O ile
hazirlanan viriis siispansiyonu iyice yayildi ve yapraklarin kurumasi saglandi. Viris
bulastirilmis dut yapraklari kaplara birakildi ve larvalar bu kaplardaki taze dut
yapraklarinin iizerine aktarildi. Kontrol grubu olarak dut yapragina steril ddH.O yayilarak
kaplara koyuldu. Yaprakla beslenen larvalar takip edildi ve 1. gliniin sonunda 6len larvalar

kaplardan uzaklastirilarak kaydedildi. Kalan canli larva sayist esas alinarak deney
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sonuglar1 hesaplandi. Deney farkli zamanlarda 3 kez tekrarlandi ve veriler larvalar pupaya

girinceye kadar (17 — 21 giin boyunca) kaydedildi.

2.5.2.  Viral Suslarin H. cunea’nin Larval Evreleri Uzerindeki Denemeleri

Amerikan beyaz kelebeginden izole edilen viral suslarin (HycuGV-Hcl — Hc7) bu
bocegin farkli larval evreleri lizerindeki insektisidal etkisini arastirmak amaciyla deney
diizenegi hazirlandi. Bu test diizeneginde tiim viral izolatlar i¢in 1 x 107 OB/ml dozu ve
kontrol grubunda ise sadece ddH.O kullanildi. Deney kaplarina viriis bulastirilmis dut
yapraklar1 koyularak toplu dozlama olacak sekilde 2., 3., 4. ve 5. evre H. cunea larvalar
30’arli gruplar halinde 3 tekrarli bir sekilde birakildi. Bu ¢alisma farkli zamanlarda 3 kez
tekrarland1. Ilk giin &lii larvalar uzaklastirildi ve canli larva sayisi hesaplamalarda esas
alindi. Deney larvalar pupaya girene kadar (15 — 21 giin boyunca) takip edilerek
kaydedildi.

2.5.3. Farkh Besinlerin Insektisidal Aktivite Uzerindeki Etkilerinin Tespit
Edilmesi

Farkli besinlerin Amerikan beyaz kelebeginden izole edilen viriisiin insektisidal
aktivite lizerindeki etkisini arastirmak amaciyla deney diizenegi hazirlandi. Deneylerde
HycuGV-Hcl susu kullanildi. Bu test diizenegi i¢in 1 x 107 OBs/ml dozu ve kontrol
grubunda ise sadece ddH>O uygulandi. Deney kaplarina viriis bulastirilmis dut, elma,
ceviz, findik ve thlamur yapraklar1 koyularak 3. evre H. cunea larvalar1 30’arl1 gruplar
halinde 3 tekrarli bir sekilde birakildi. Bu ¢alisma farkli zamanlarda 3 kez tekrarlandi. flk

giin 0lii larvalar uzaklastirildi ve canli larva sayisi hesaplamalarda esas alindi.

2.5.4. HycuGV-Hcl Susunun Konak Spektrumlarimin Belirlenmesi

Amerikan beyaz kelebeginden izole edilen HycuGV-Hcl susunun Malacosoma
neustria, Spodoptera exigua ve Helicoverpa armigera 3. evre larvalari iizerindeki

insektisidal etkisi arastirildi. Deneylerde kullanilan M. neustria larvalart Haziran 2017
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tarithinde bocek istilasina ugramis kusburnu bitkilerinden toplanarak laboratuvara getirildi.
S. exigua ve H. armigera ise laboratuvar kiilttirlerinden saglandi.

Bu test diizenegi i¢in 1 x 10’ OB/ml dozu ve kontrol grubunda ise sadece ddH.O
kullanildi. Deney kaplarina M. neustria i¢in viriis bulastirilmis berberis (Kadin tuzlugu-
Hanim tuzlugu) bitkisinin yapraklari, S. exigua ve H. armigera icin viriis bulastirilmisg
marul yapraklar1 kullanildi. Daha sonra a¢ birakilan larvalar 30’arli gruplar halinde 3
tekrarli olarak kaplara birakildi. Her deney farkli zamanlarda 3 kez tekrarlands. i1k giin 6lii
larvalar uzaklastirildi ve canli larva sayist hesaplamalarda esas alindi. Deney, larvalar
pupaya girene kadar (15 — 21 giin boyunca) takip edilerek kaydedildi. Olii larvalar
morfolojik ve molekiiler olarak incelenerek oOliimlerin HycuGV-Hcl susundan kaynakli

olup olmadig teyit edildi.

2.5.5. HycuGV-Hcl Susunun Alanda Saksi Denemeleri

H. cunea’dan izole edilen HycuGV-Hcl susunun H. cunea larvalarmin dut
fidelerinde neden oldugu beslenme hasarini azaltma potansiyelini degerlendirmek igin sera
calismalar1 yapildi (Sekil 10). Deneyde kullanilacak dut fideleri (Morus sp.) Nisan 2017
tarihinde Karadeniz Teknik Universitesi Orman Fakiiltesi sera alaninda saksilara (45 cm
derinlik, 30 cm ¢ap) dikildi (Sekil 10A). Temmuz 2017 tarihine kadar fidelerin
yesillenmesi saglandi (Sekil 10B).

Deneyde kullanilan H. cunea larvalar1 4 Temmuz 2017 tarihinde Trabzon’da bdcek
istilasina ugramis dut agaglarindan toplanarak laboratuvara getirildi. Deneylerde
laboratuvarda agilan yumurtalardan ¢ikan larvalar kullanildi. Uygulama igin 50°ser adet 2.
evre ve 4. evre H. cunea larvalan secildi. Bu test diizenegi i¢in HycuGV-Hcl susu 1 x 10°
OBs/ml dozunda kullanildi. Kontrol grubunda ise sadece ddH>O kullanildi. Deneylerde
yaklasik olarak ayni ebattaki yesillenen fideler se¢ildi ve uygulama 8 yaprak (yaklasik 14
cm?) iizerinde yapildi. Yapraklara 10 ml 1 x10° OB/ml HycuGV-Hcl susundan
puskdrtiildii (Sekil 10C). Kontrol gurubuna ise sadece steril su uygulandi. Yapraklarin
kurumasindan sonra dnceden segilerek ayr1 kutulara birakilan 50’ser adet 2. ve 4. evre H.
cunea larvalart ayri ayri uygulama yapilan yapraklara birakildi. Uygulamalar tiil keselerle
sartlarak kontrol altina alind1 (Sekil 10D). Fidelerdeki yapraklarin beslenme hasarini ve
yesillik korumasii gostermek amaciyla uygulamadan 7 giin sonra fotograflama yapildi.

Toplanan canli larvalar ayr1 ayr1 kaplara aktarildi ve taze dut yapraklariyla beslenerek
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deney devam ettirildi. Larvalar pupaya girinceye (10 — 15 giin boyunca) kadar her giin 6li
olup olmadig1 kontrol edilerek kaydedildi. Her iki evre i¢in deneyler 3 kez tekrarlandi.

Sekil 10.  Sera denemeleri. A: Fidelerin saksilara dikilmesi (Nisan 2017); B: Fidelerin
yesillenmesi (Temmuz 2017); C: Deney gruplarin uygulamalarin yapilmasi; D:
Dut yapraklarinin uygulama sonrasi tiillerle sarilmasi

2.5.6. Istatistiksel Analizler

Oliim oranlar1 Abbott formiiliine gore (Abbott, 1925) hesaplandi. Tiim insektisidal
aktivite ¢calismalar1 sonucunda kaydedilen veriler ToxRat Professional Yazilim programi
(version 3.2.1.) kullamlarak probit ve tek-yonlii ANOVA ile analiz edildi. Istatistiksel

analizlerde tiim deneylerde 14. glindeki 6liimler dikkate alinarak sonuglar degerlendirildi.



3. BULGULAR

3.1. Viriis Taramasi

3.1.1. Larvalarin Makroskobik incelenmesi

Arazi calismalarinda konukgu bitki lizerinde 6lii olarak bulunan larvalarin yapraga
yapismis ve renklerinin koyu oldugu gozlendi. Olii olarak bulunan larvalarin &zellikle
erken evre H. cunea larvalari oldugu, bunun yaninda laboratuvara getirildikten sonra 6len
larvalarin ise birgogunda renk degisikligi oldugu ve daha ¢ok geg¢ evrelerdeki larvalarin
enfekte oldugu tespit edildi. Bu larvalarin 6lmeden 6nce beslenmelerinde azalma meydana
geldigi ve hareketlerinin yavasladigi gozlemlendi. Genel olarak 6len larvalarda turuncu-
kahvemsi ve siyahimsi renklenmenin oldugu belirlendi. Larvalarda viicut dokusunun

yumusadigi siv1 ya da akiskan bir hal aldig1 goriildii.

3.1.2. Larvalarin Mikroskobik incelenmesi

Cesitli viral hastalik tipleri, farkli inkliizyon yapilarin varlig: ile karakterize edilir.
NPV ve GV bir protein matrix igerisine gomiilii yapiya sahiptir. Bu gomiilii viriislerin
biuiytiklikleri 0.5 ile 15 wm arasindadir ve 1sik mikroskobu altinda goriilebilirler.
Mikroskobik incelemede drneklerden hazirlanan preparatlar incelendi ve gémiilii yapilarin
varlig1 arastirildi. Viral yapilari iceren bazi 6rneklerden dijital kamera ile goriintii alindi
(Sekil 11). Makroskobik olarak bakiiloviriis ile enfekte oldugu belirlenen larvalardan
hazirlanan lam-lamel arasi1 preparasyonun incelenmesinde farkli dokular arasinda

granuloviriis benzeri kiigiik kristaller gézlendi.
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Sekil 11. Mikroskopik incelemede GV’lerin goriintiisii (400X)

3.1.3. Larvalarin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Arastirilmasi

Bakiiloviriis i¢in kullanilan gen bolgelerini ¢cogaltan polh/gran ve lef-8 primerleriyle
yapilan PCR sonuglarinda, tarama yapilan 6lii larva 6rneklerinin 7 tanesinde agaroz jel
tizerinde bant gozlendi (Sekil 12). Kontrol olarak kullanilan ManeNPV DNA’sinda ayni
biiyiikliikte bant tespit edildi. Negatif kontrolde bant gozlenmedi.

PCR g¢aligmalar1 sonucunda pozitif bant tespit edilen Orneklerin dizi analizleri
yapildi. GenBank (NCBI)’ta yapilan karsilagtirma ¢alismalar1 sonucunda 7 6rnegin de %99
— 100 oranlarinda Hyphantria cunea granuloviriis (HycuGV) A5-1 (gran) ve A18-3 (lef-8)
izolatlarina benzerlik gosterdigi belirlendi. Kullanilan bu primerler ile yapilan bakiiloviriis

taramasi sonucunda elde edilen granuloviriis ile ¢alismalara devam edildi.
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Hcl He2 He3 Hed HeS He6 He7 + Hcl Hc2 He3 Hed4 He5 He6 He?

.
: 800 by

IIIIIIIIISIMP 9 IIIIHIIHI |
700

polh/gran lef-8

Sekil 12. H. cunea olii larvalarinda PCR ile bakiiloviriis tarama sonuglari. polh/gran ve
lef-8’¢ ait ¢cogaltilan bolgelere ait %1°lik agaroz jel goriintiileri. M: 1 kb markar,
+: ManeNPV, —: negatif kontrol

3.2. Tespit Edilen Viral Suslarin Cogaltilmasi ve Saflastiriimasi

Viriis tespit edilen drneklerden izole edilen HycuGV suslar1 ayr1 ayr1 H. cunea 3.
evre larvalarinda c¢ogaltildi. Virislerle enfekte edilen larvalarin  beslenmesinde
enfeksiyondan 5 giin sonra azalma oldugu gozlemlendi. Turuncu-kahverengi olan olii
larvalar toplanarak — 20 °C’de saklandi (Sekil 13). Daha sonra sukroz gradienti ile

saflagtirilan virlis suslar1 sonraki caligmalarda kullanilmak iizere + 4 °C’de muhafaza

edildi.

Sekil 13. Enfeksiyon yapilan H. cunea larvasi. A ve B: Viriisle enfekte olan larva; C: Viriis
uygulamasi yapilmamis saglikli larva
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3.3. Viral Suslarin Morfolojik Tanimlanmasi

3.3.1.Isik Mikroskopisi

HycuGV suslarmin karanlik alan faz-kontrast mikroskobunda incelemeleri
sonucunda, karanlik alanda GV’ler parlak kristal yapilar olarak goriildii (Sekil 14). Bu
yapilarin lam-lamel arasi preparatin her alaninda yogun bir sekilde oldugu gozlendi. Ayni
viral suslarin giemsa boyamasi sonucunda preparatin her alaninda koyu renkli nokta

seklinde viral yapilar gorildi (Sekil 15).

Sekil 14. HycuGV suslarinin faz-kontrast mikroskobu karanlik alan goriintiileri (1000X)
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Sekil 15.  Giemsa boyama sonucu HycuGV suslarmin faz kontrast mikroskobu
goriintiileri (1000X)

3.3.2.  Elektron Mikroskopisi

HycuGV-Hcl susunun taramali elektron mikroskobu incelemeleri sonucunda, viral
partikiillerin oval sekilde oldugu belirlendi (Sekil 16). Goriintiilerde elips seklindeki viral
yapilarin granulovirlis morfolojisine benzer sekilde oldugu belirlendi. Boylece izole edilen
suslarm GV oldugu teyit edildi. Transmisyon elektron mikroskobu incelemeleri
sonucunda ise her viriis partikiiliiniin oval bir matriks icerisinde ¢omak seklinde bir virion
icerdigi tespit edildi (Sekil 17).

TEM sonuglarina gére gomiilii yapilarin boyutlarinin ortalama 368 nm (318-546 nm)
boyunda ve 201 nm (174-240 nm) eninde oldugu belirlendi. Viriis partikiillerinin i¢erdigi
cubuk seklindeki kapsiillerin 43 um capinda 250 nm uzunlukta oldugu hesaplandi.
Kapsiillerin ¢aplar1 35-51 nm ve uzunluklar1 202-341 nm arasinda degismektedir.
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EHT = 10.00 kV Signal A = SE1

- Karadeniz Technical University
WD = 65mm Mag = 1395 K X |Probe= 100PA 4 otailurgical and Materials Enginesring

2im EHT=1000kV  Signal A = SE1 |Probe= 100pA  Karadeniz Technical University
WD=110mm  Mag= 1625KX Metallurgical and Materisls Engineering

Sekil 16. HycuGV-Hcl susuna ait taramali elektron mikroskobu
gorilntiileri

Sekil 17. HycuGV-Hc1 susunun transmisyon elektron mikroskobu
goriintiileri
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3.4. Viriislerin Molekiiler Tanimlanmasi

3.4.1. Restriksiyon Endoniikleaz Analizi

Bu ¢alismada izole edilen 7 granuloviriis susunun DNA’lartyla EcoRI ve HindlIll enzimleri
kullanilarak kesim reaksiyonu hazirlandi. Enzimle kesilen DNA’lar agaroz jelde yiiriitiildi
ve gorintilendi (Sekil 18). Her iki enzim ile kesim haritalarina bakildiginda 7 izolat
arasinda farklilik olmadigi belirlendi. EcoRI enzimi ile kesim sonucunda 14 fragment
olusurken, HindIII kesiminde 13 fragment olustugu tespit edildi. Bantlarin biiyiikliikleri
Lambda DNA/HIndIII markir ve 1 kb’lik markir esas alinarak hesaplandi. Hesaplamalar
sonucunda viral genom biiyiikligii 112 kb olarak belirlendi (Tablo 8).

EcoRI HindIIl
He4 HeS  Hce6 Hel He2  He3 Hed He5  He6  He7

Hel He2  He3
23130
9416
6557
4361 —
2322
2027

Sekil 18. HycuGV suslarma ait EcoRI ve Hindlll restriksiyon profilleri. M1: 1 kb
markir, M2: Lambda DNA/HindlIlI
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Tablo 8. HycuGV-Hcl susunun EcoRI ve Hindlll restriksiyon
endoniikleaz analizine gore fragment sayisi ve genom
biyiikligi

Fragmentler EcoRlI (bp) Hindlll (bp)

1 27188,5 233129
2 21011,4 15181,6
3 13821,6 14353,0
4 8621,8 13073,1
5 7615,9 8057,2
6 5973,5 7721,4
7 5461,6 6325,5
8 4569,2 5970,7
9 4569,2 5436,8
10 41241 4050,2
11 31425 4050,2
12 2412,6 2367,1
13 2256,4 2129,1
14 1269,8 =
Toplam 112038 112028

3.4.2. Viral Suslarin gran, lef-8 ve lef-9 Gen Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi
ve Filogenisi

Granuloviriis oldugu tespit edilen suslarin gran, lef-8 ve lef-9 gen bolgeleri PCR ile
cogaltild1 ve agaroz jelde yiirtitiildii (Sekil 19). Her sustan sirasiyla kullanilan genlere uyan
yaklasik 510, 800 ve 400 bp biiyiikliigiinde bantlar tespit edildi. DNA dizi analizi yapilan
ilgili genlere ait diziler GenBank siralar ile karsilagtirildiginda, ¢alismada elde edilen
suglara ait gran ve lef-9’un HycuGV A5-1 izolatina benzedigi, lef-8’in ise HycuGV-A18-3
izolatina %99 - 100 benzerlik gosterdigi belirlendi. Sekans sonuglari GenBank’daki
verilerle karsilastirildiginda HycuGV-Hcl izolatinin gran sekansi 457 bp iken, A5-1 izolati
461 bp uzunlukta diziye sahip oldugu goriildii. Aymi sekilde lef-8 i¢in 837 bp (HycuGV-
Hcl)’e karst 742 bp (A18-3) ile lef-9’a kars1 284 (HycuGV-Hcl)’e karst 266 bp (A5-1)
uzunlukta oldugu belirlendi. Bu sekans dizileri her ii¢ gen bolgesi igin de
karsilagtirildiginda HycuGV-Hcl izolat1 ile HycuGV-A5-1 ve Al18-3 izolatlarinda 4 — 11
niikleotid farklilik ile %99 — 100 oraninda yakin benzerlik gosterdigi goriildi. Ayni
izolatin gran ve lef-9 sekans dizilerinin EsacGV izolatinin 27 ve 23 niikleotid farkla %94 —

95 benzerlik gdsterdigi tespit edildi.
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DNA dizi analizleri yapilan, granuloviriis izolatlarinin gran, lef-8 ve lef-9 gen
bolgeleri esas alinarak MEGA 7 filogenetik aga¢ programi ile referans bakiiloviriis
dizileriyle karsilastirilarak filogenetik analiz yapildi (Sekil 20, 21 ve 22). Elde edilen
veriler sonucunda H. cunea granuloviriis izolatlarinin HycuGYV izolatlar1 (HycuGV A5-1 ve
Al18-3) ile yakin iliski gosterdigi belirlendi. Coklu hizalama yapilan HycuGv-Hcl
izolatinin HycuGYV izolatlar1 ile benzer oldugu desteklendi (Sekil 23, 24 ve 25).

M Hecl He2 He3 Hed HeS He6 He7 +

Hcl He2 He3 Hed HeS He6 He7 + - M Hel He2 He3 Hed HeS He6 He7 +

1500
1200-
1000-
900
800
700
600
500
400
300
200
100

lef-9 ~400 bp

5
150 >
120
100
900
800
700
600 5
500
400
300 P
200 1
100

A polh/gran~500 bp B lef-8 ~800 bp C

Sekil 19.HycuGV suslariin PCR goriintiisii. A: gran gen bolgesine ait jel goriintiisii; B:
lef-8 gen bolgesine ait jel goriintiisii; C: lef-9 gen bolgesine ait jel goriintiisii. M:
100 bp’lik markir. +: ManeNPV, —: negatif kontrol
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100

Agse V. AY7 06661
Agse GV AY706660
| Agex GV AY706650
Cp G AF706670
499‘ Cp T AY706667

77| Cp i A7 06668

Erel RV AY706665
Chmu GV AY7 06663
 AnbiV AYT06662
- PBOV DO235253
99 | Pira GV AY70667 3

100 | Ader G AYT06658
_4{ AdorGl A¥YT06657
Clan GV AY7 06664
Pemo GV AY706672
Sefr GV AY706677
- Eroc(FV AY706666
—99[ SetrGV AY706676
L Pl GV AYTO667 S
— Esac GV D(0235250
W SeuGlHe7

99|

96

99

B Sven GV HeZ
B Svon GV Hed
Hven GV AY7 06660
— W S GV Hed
W Heu - Hel

W SeuGVHe s
L B Svou GV Hed
ag | ABNPV AY737724

AgNFV TNG747 88

99

0.1

Hyeu NPV AY706700

- — LymoNPV A¥706702
TyxyNEV A¥706703

99 lj
ol ZANPY AF400657

Sekil 20. HycuGV suslarinin gran genine ait filogenetik analizi
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CoGFAY7 06357

1) w3 AYT06561

CoGF A7 06356
Anbi GV AF706338

£ Eral GV AY7 06548
Ul GV AY706543

rPE:GVDQ235252

100 L Bipg (7 A¥706575
Agse GV A¥7 06534

T Wﬂg@xﬁf/’ﬂ}?ﬂﬁﬂf
Agse GV AY706533
Plac GV AY706579

i

B HycuGi-Het
B HeuGl-He7

1000 | W HeuGl-Hel

B HeuGli-Hel?

B HyouGi-Hed

85 | Ml HyeuGV-Hed

B HeuGl-Hes
Hyeu GV A¥7 06559
[ﬂdorGVﬂ}?ﬂﬁﬂﬂ

100 L ddar3l AY706520
PemoV AY706573

100 | BuocGV AY706350

ek

)

| SeerGY AY706583
SpanGl DO235248
SpfrGV AY706584
ClanGl AY706544

100 |ABNPY A¥737722

)

01

| Ag NPV JNE7 4649
HyculNPV A¥7 06360

LymaNFV AY706563

100 — Lyxy NP A7 06564
osl JANPIERFGRI063

Sekil 21. HycuGV suslariin lef-8 genine ait filogenetik analizi




55

B Hveuw G- Hel
B Hveuw G- Hel
B Hveuw GV Hed
on | I Hven GV Hed
B Hveuw GV Hes

- B Hveuw G- Hedi

g4

B Hveuw GV He7
HyeuGW AF706624
BsacGV DO235251
|AgexGVAIf?G§59§

3

—

Agse GV AY7 06599
Agse GV AY706508
SpanGV DO235247

1|:u:||

SpfrGV AY706649
PemaGV A¥706633

el

|EuocGVA}?G§§I5

100 | Segril AY706648
Chamn GV AY706608

Erel GV AY70601 3

AnbiGE A7 00603

Flee GV AF700644

100 | AdorGV AY706393

| AderG AY7 06504

FiraGV AF706640
|CpGVA}?G§§2£
CpGV AY706626

1|:u:||
CpGF AF706622

ClanGV AY706600
100 — ABNPY AY737723

L AgNFY JNG7 4812

100

0.05

HyeuNFV AY706625
Lymo NPV KFGO5071

LAMNPV KF695066
100
i Lyxy NPV KF605068

Sekil 22. HycuGV suslarinin lef-9 genine ait filogenetik analizi
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EzacGV-DQ235258
Hcl-KX156844

AS-1-AYTOE86D.1
ChmuGgy-4Y7@6663
PaliGV-AY519246

EsacGV-DQ235256
Hcl-KX156844

AS-1-AYTERE69.1
Chmuay -aY¥706663
PaligV-A¥519246

EsacGV-DO235258
Hcl-KX156844

AS-1-AYT7ER669.1
ChmuaV-AY706663
PaliGV-AYS519246

EsacGV-DO235258
Hcl-KX156844

AS-1-AY7ER669.1
ChmuGV-AY706663
PaligV-4Y¥519246

EsacGV-DQ235258
Hcl-KX156844

AS-1-AY7050659.1
ChmuGV-AY7@6663
PaligV-AY¥519246

EsacGV-DQ235258
Hcl-KX156844

AS-1-AYT7OE86D.1
ChmuGV-AY7A6663
PaliGgV-AYS519246

EsacGV-DQ235258
Hcl-KX156844

AS-1-AYTOE86D.1
ChmuGgy-4Y7@6663
PaliGV-AY519246

EsacGV-DQ235256
Hcl-KX156844

AS-1-AYTERE69.1
Chmuay -aY¥706663
PaligV-A¥519246

EsacGV-DO235258
Hcl-KX156844

AS-1-AYT7ER669.1
ChmuaV-AY706663
PaliGV-A¥519246

-COTEEACCTGECAARAATOT TAGAATCACTTTGTTCAAAGAGATTCGTCGCGTCCAGCC
- - --GEACCTGECAARAATOT TAGGATCACTTTGT TCAAAGAGAT TCGTCGCGTCCAGCC
TCOTGEACCTOOCAAAAATET TAGGATCACTTTGT TCAAAGAGATTCGTCGCGTCCAGLC
TCGTGEACCCOEAMAGAACGTACGAATTACCCTTTTCAAGGAAATTAGGCGCGTTCAALC
-COTEEACCCGOCAAGARCOTACGAATTACCCTTTTTAAGOAAAT TAGGCGCGTTCAACT

HwHEREE HE kR 2E RN L S #®Ook®m OBk kE ommd ok mRXxEk =BR ER

AGACACTTTAARATTAGT TTETAATTGGEAGCGOAAAGGAAT TTCTACGCGAAACT TGGALC
AGACACTTTEAAATTAGT TTGCAATTGGAGCGOAAAGGAATTTTTACGCGAAACT TGGAC
AGACACTTTEAAATTAGT TTGCAATTGEAGCOOAAAGGAAT TTTTACGCGAAACT TGGALC
AGACACCATEARATTGGTATGCAACTGLRAGTGOAAAAGAATTCCTTCGCGAAACATEGALC
AGACACTATEAAATTOGTATGCAACTGEAGCOOAAAGGAAT TCCTTCGCGAAACATEEALC

HEEEEE OB REEEE SE B R FHERESSHERES SREEES ¥ REESSSEH SRS

TCOATTCATTTGCOAAGAGT TCCCCATCACCACAGACCAAGAAATTATGEATTTGTGAETT
TCGATTTATTTGCGAGGAGT TCCCCATCACTACAGACCAGOAAATCATGGATTTGTGATT
TCOATTTATTTGCOAGGAGT TCCCCATCACTACAGACCAGOAAATCATGEATTTGTGAETT
ACGCTTCATTTCTGAAGAGT TTCCCATCACTACTGACCAGEAAATCATGEATTTGTGATT
ACGCTTCATTTCTOAAGAGT TTCCCATCACTACTOACCAGOAAATCATGEATTTGTGGTT

% ok kEEE  kE EEEEF FEEEFEEE FF FEEEF FEREF KEREEERRRESEEE

TEAAATTARACTCTTACCCATGCACCCTAATCOCTGCTACAAATTCTTGTTGCAATACGC
TGAAATTARACTTTTACCCATGCACCCAAATCOCCOCTACARATTTTTGTTGLAATATGC
TEAAATTARACTT TTACCCATGCACCCAAATOOC TG TACAAATTTTTGTTGCAATATGC
TEAAATTCAACTCAGACCAAT GCAACCCAATCOCTOTTACAAATTTACCATGCAATACGC
TGAGATTCAACTGAGACCAAT GCAACCTAATCGCTGTTACAAATTCACCATGCAATACGC

R L w&E kEEEE FE FEERER F SFEEEEES EEEHRfEE EE

TCTETGTECECCGCCAGECTACATCOCTCACGATGT TATCAGAGCACAGGATCCTTATTA
TCTATGTECACCECCAGECTACATCGCTCACGATOT TATAAGAGCACAAGATCCTTATTA
TCTATGTGCACCGCCAGECTACATCGCTCACGATOT TATAAGAGCACAAGATCCTTATTA
TCTTOOTECTAACCCCGATTACGT TECACATEATOGTAATCCOTCAACAGBATCCTTACTA
GCTTGOTECCCACCCTOAATACGTTGCACATGATGTAATCCOTCAACAAGATCCCTACTA

= EkEE EE A kkEk % kEk =R kkkEkR Sk = wkdk mEEER ER Rk

TGTAGGACCCOACAACACGRAACGCATCAACTTGACTCGAAMAGGATGCECGTTCCCACT
TETAGGATCCOACAACACGRAACGCATCAACTTOACTCOAAAGGOATGCGCATTCCCALT
TETAGGATCCGACAACACGRAACGCATCAACTTEACTCGAAAGGOATGCECETTCCCALT
COTTGOACCTAACAACATGRAACGCATCAACTTGTCCAAGAAAGGGTTCGCATTCCCGLT
CeTCOOTCCTAACAACATGRAACGCATCAATTTOTCCAAGAAGGOATTCGCATTCCCGLT

I 2 = kR RE kkkmRmkEhRkEs kEk = EE A

ARCATGCCTECAGGCAGC TTACAACGATTATTTCOAAAAATTCTTCGACAATTTCCTGTG
AACATGCTTACAGGCAGC TTACAACGATTOTTTCGAAAAATTCTTTEACAATTTCCTATG
ARCATGCTTACAGGCAGC TTACAACGATTETTTCOAAAAATTCTTTRACAATTTCCTATG
CACGTGTCTTCAGTCCGTTTACAATGACAACTTCGAGAGATTCTTCGACGACATTCTTTG
CACATOTCTTCAATCCGTCTACAACGACAACTTTOAAAGATTTTTCOACGACATTCTTTG

®E N ® o= =R EEE S HE OEER OB ER®R EXx RER B E S

GCCCTATTTCTATCGACCATTGATTTGRETEEOCACCACGTCCOATEAAGTEGEAGGAAAT
GCCCTATTTCTATAGACCATTGATTTGGETAGGCACCACTT- -~~~ -~ ---------- -~
GCCCTATTTCTATAGACCATTGATTTGEETAGOCACCACTT - -~~~ ------------ -~
GCCATATTTCCACCOGTCCTCTAGTGTATGTGEOAACCACTTCCGCCGARATCGAAGAAAT
GCCATATTTCCACCOGTCCTCTGATAGTATETEOOAACTACT TCAGCCOAAATCOAAGAGAT

HEE CEEEBEE E B BE® 3 ®E ® RE HE RS 2E ¥

TTTGATTEAAGTATCTCTT - - - - - - - - 493
------------------------------- 457
------------------------------- 481
TATGATCGAGGTGTCECTAT - - - - —- - -~ 56

TATGATTGAGGTGTCACTOGTTGTTTARAATT 51a

59
56
=]
Ge
59

119
116
128
1z@
119

179
176
188
13@
179

239
236
248
248
239

299
296
3e0
3@e
299

359
356
368
368
359

419
416
428
420
419

479
457
451
48@
479

Sekil 23. HycuGv-Hcl izolatina ait gran DNA dizisi hizalamasi
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Hcl-KX156845
AlB-3-AY7E6559
ChmuGV-AY7@6543
PaliGV-AY519247

Hcl-KX15684%
Al8-3-AYTB6559
Chmu@v-AY785543
PaliGV-AY519247

Hcl-KX156845
Al8-3-AYTB6559
ChmuGV-AY785543
PaliGV-AY519247

Hc1-KX156845
Al1B-3-AYTOE559
ChmuGV-AY7@6543
PaliGgV-AY519247

Hc1-KX156845
AlB-2-AYT7BE559
ChmuGV-AY7@6543
PaliGgV-AY519247

Hcl-KX156845
AlB-2-AYT7@E559
ChmuGV-AY786543
PaliGqV-AY519247

Hcl-KX156845
AlB-3-AYT7O5559
ChmuGV-AY786543
PaliGV-AY519247

Hcl-KX156845%
AlB-3-AYTOE559
ChmuGv-AY7B6543
PaliGv-AY519247

Hcl-KX156845%
Al8-3-AYTB6559
Chmu@v-AY7B5543
PaliGV-AY519247

Hcl-KX156845
Al1B-3-AYTEE559
ChmuGV-AY7@6543
PaliGV-AY519247

GCAGACGTGECGGETAARATTTTTTTTGTGCCACAACACCACGTTACCTGACGTGAATTAC
------------------------------------ GCCACGTTACCTGACGTGAATTAC
--AETAGCGEETAAAARATTTTTCTTOTGCCACARCATTGTTTTACCCGATATCOATTAT
- - -GTAGCGEECAAAGAGTTTTTCTTOTGCCACARCATTGTTTTACCCGATATCOATTAT

wEmEEE BmE =mE  wE=EF

ARACATOTTAACGAGCTGT TTCACTTATTAATAAATARAAAMATTATTATT TAACAATALS
AAACATOTTAACGAGCTOTTTCACTTATTAATAAATAAAAAATTATTATT TAACAATALAL
AAACGCOTCACAGATTTAT TTAGACATCTCATAAATTCACGATTATTAT T TAATATARAT
ARACGCOTCACAGATTTGT TCAAACACCTCATAGATTCACAATTATTATTTAAT -~~~ -~

EEE S wH mEEE ® mEE KE OF  WEE EERE®S ¥

ACCAACGATACCTOTEAAAATTOCOACCAAGATTTTAATTGTAATTCTGATCCOOCAGAL
ACCAACGATACCTOTOAAAATTOCOACCAAGATTTTAATTGTAATTCTGATCCOOCAGAL

L o AA
TTTACAA -~ ~ =~ === = m == oo mmmmm oo m e AL
= £

ARATCTTTTTTTAAAAATTATAATTTGCACAATATCOAGCCCAARATTAAAACARARGATC
ARATCTTTTTTTAAARATTATAATTTGCACAATATCEAGCCCAARATTAAAACARARGATC
AAT---GAGTGCGAGATAAAAGACCARAATAATTTCOGAARAATATTACCAAATAAACTC
AAT---GAGTGCGAGATGAAAGACCARAATAATTTCOGAARARAAT TACCAAATARACTC

B = EE S Ed ® ® EkE kEX ® & & wE kEE *

COBACCCACAAGCTTTTAGTETCTTTTAACAATAGECCAACAATATTTTGATGCACCCAG
CCGACCCECAAGCTTTTAGTETCTTTTAACAATAGGCCAACAATATTTTGETGCACCCAG
GCACTCATAAACATGCTTGTTGCTTTTAACAATCOTCCGACTAAGTATTATTGCGATAAS
GCACTCATGACCATACTTGTTGCTTTCAACAATCGTCCGACTAAATATTATTGCGATAAG

= * = * O 2 Exkk EEBEEEE F XX kk ® N EE *

TCGAATETTTGCCGAATTTATTATTACGT TAAACGARACATETCCCCAGTTOAGE TTAAS
TCGAATGTTTGCCGAATTTATTATTACGTTAAACGARACATETCCCCAGTTOAGE TTAAS
AGTAATTTGTACGACATTTATTACATTCTGAARAGARATCGTTCTCCGATCGAAATAARS
AGTAATTTGTATGACATTTATTACATTTTGAAAAGGAATCGTTCTCCGATCGAAATAALS

wkE = o= ® ok o ® EEkE ok E= % kE ® mE ® EEE

ATGAATGACAACACATTATTTTTARACCACCACGAAGGTATGATTATGTTGCGCAAAGTT
ATGAATGACAACACATTATTTTTARACCACCACGAAGGTATGATTATGTTGCGCAAAGTT
GTEECTAACAACATATTGTTTGTAAACCATCACGAAGGTATGETAATGT TAAAAAAAAGT
ATOECTCACAATATATTGT T TETARACCATCACGAAGGTATEETGATGTTAAAGAAATGET

=x ok EEEE ¥ EEE FEF FEEREREE FRERERIERERR £ ERERE EE S

GTOOAAATTGATAAAGAAAT TAAAAT TAACACACT TCAAACTCCATTTGAGTATCATAAT
GTOAAATTGATAAAGAAAT TAAAAT TAACACACT TCAAACTCCATTTGAGTATCATAAT
GTTTGTATCAATAACGAAATACACATAAACACTTTACAAACTGCTTACGAATACCACAAC
GTTTGTATCAATAATOAGATACGCATAAACACTTTACAAACTGCTTACGAGTACCACAAC

f® #® mEFE EE EE EE OEEEEE R EXRFERE R E R BE KE EE
GAAAAAAGTOTOOTOAACATETTATCAGTTTTGOAATTTTGCGACAAC - - -~ -~ GACGAC
GAAAAANGTOTOOTGAACATETTGTCAGTTTTGEAATT T TGEGACAAC - - - - -~ GACGAC

ARACATAGTATAAT TAAT AACGACACTOT T T TAAATTT TOAGEATAAATTAAGTEAAAAC
GAACACAGTATAAT TAATAACGACAGTOTTTTOAAT TTCOAGRATAAATTGAGTGAAAAC

=® E RE® B % EE EEEE T w8 E® EEE S

GACATTGTTTCACTTACGTCCACCATTGTTCAAAATTACTACAARAATTATTTGCACATT
GACATTGTTTCACTTACGTCCACCATTOT TCARAATTACTACAARAATTATTTGCACATT
ACTACAGCCGCTTTAATGTCTACCATGATTTTGRAATATTACAAGAATTATTTGCATATC
ACCACAGCCGCTTTAATGTCTACCATGATTTTGGAATATTACAAAAATTATTTGCATATT

= S = EE N e = ® oEE kkERREE ERRkRRzRERRE =%

G
24
53
57

12@

113
111

138
144
127
128

24@
264
134
177

E{cls]
264
244
237

368
324
304
297

420
334
364
357

488

424
417

534
493
434
477

594
5538
544
537

Sekil 24. HycuGv-Hcl1 izolatina ait lef-8 DNA dizisi hizalamasi
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Hcl-KX156845%
AlB-3-AY7OE559
ChmuaVv-AY7@5543
PaliGgv-AY519247

Hcl-KX156845
Al3-3-AYTOE559
Chmu@V-AY786543
PaliGv-AY519247

Hcl-KKX156845
Al3-3-AYTOE559
ChmuGy-AY706543
PaligV-AY519247

Hcl-KX156845
AlB-3-AYTOE559
Chmuay-AY785543
PaligV-AY512247

Hcl-KX156845
AlB-3-AY706559
ChmuGV-AY785543
PaliGgV-AY519247

TTTTATTCGATTCCCTTACCCAAGTTAATTGTEAGCCTGACTAATTTGAAAAACGOTATG
TTTTATTCGATTCCCTTACCCAAGTTAATTATEAGCCTGACTAATTTGAAAAACGEATATG
TTTGACTCTATTCCTATAGCAARACTCATAGTTAGTTTGACCAAT TTAAAAAACEGCATG
TTTEACTCTATTCCCATTECAARACT TATAGT TAGT TTGACCAAT TTAAAAAATEACATG

wEE ok kR RExdkkEdk = * &k * k® o ®k kk dokkk mEdkkk ®Rkdk k® Sk

GETTGTTCAAACACCTTTAAAATTAAAATCTTTAGATTATTTACCTCTAGGCACTAGCGTG
ETTaTTCAAACACCTTTAAAATTAAAATCTTTAGATTATTTACCTCTAGGCACTAGCGTG

GTCOTCCTAAAAMACAAT T -~ === - = m == = ATGAATTTTTGCCATTGGGETAACAGTGTG
GTCGTTCAAAAMMACAATT -~ = == - == = ATGAAATTTTGCCTTTGGGETAACAGTGTA
R omE R =R R B Wk mR EE T B

ACCOTAAGTCCATCTATGATETACAACGACCGCATGTTTTATCTATGOACTC TAGTGCGL
ACCOTAAGTCCATCTATGATGTACAACGACCGCATGTTTTATCTGTGOACTC TAGTGCGL
GTEGTECATGATTCAATATAT TACAACGATCGCACTTTTTGT TTATGOACAATCETAATG
GTGETACATGATTCGATCTATTACAACGETCOCACTTTTTGTTTATGRACAATTGTAATG

ETS = g wE ® mEEEF  EFEFE O RERE ¥ ¥ EREER ok E=

GATAATAAACTEAAAACGECCGAGEACCCTTACGTGCATACCAAALMACCTTTTARAATTT

-

Ty Ny B L e e e
BACAAT AT TAA A GA A -~ —mmmmmm s e m e e
EEE

TTT 837

--- 742

--- 727

- - 723

654
618
Ga4
597

714
673
652
645

774
738
712
7es

334
742
727
723

EsacGV-DQ235251
Hcl-KX156846
AS-1-AYTOE624
ChmuGY-AY705688
PaliGgV-AY519248

EsacGV-DQ235251
Hcl-KX156846
AS-1-AYTOE624
ChmuGV-AY705688
PaliGgV-AY519248

EsacGV-DQ235251
Hcl-KX156846
AS-1-AYTOE624
ChmuGV-AY705683
PaliGV-AY519248

EsacOV-DQ235251
Hcl-KX156848
AS-1-AYTOE624
ChmuGV-AY705683
PaliGV-AY¥519248

EsacOV-DQ235251
Hcl-KX156846
AZ-1-AYT7OB624
ChmuGV-AY706688
PaliGV-4A¥519248

__________________ CAGTATTTATATTCCACTTTTTTGAACACATCAAGTTTTTAC
AAGAATGGETATEGCGEGETCAGTATTTGTATTCTACTTTTTTAAACACATCAAGTTTTTAC
________________ GTCAGTATTTGTATTCTACTTTTTTARACACATCAAGTTTTTALC
________________ GACAATATTTGTATTCGACTTTTTTAAACACCAGCAGTTTTTAT
__________________ CAATATCTGTATTCCACTTTTTTARATACCAGCAGCTTTTAT

ek mEmE ok kEEmEdk kdkmssdddk =E kk ik hEE&E

ACCAATOTTCAATGTATGAACGETATARACGAAATAGTGCCACCTCTTGCTGOGETCCAA
ACCAACOTTCAGTOTATGAACGATATAAACGAAATAGTECCACCTCTTECTGCGOTCCAA
ACCAACGTTCAGTOTATOAACGETATARACGAAATAGTGCCACCTCTTGCTGOGOTCCAA
GCTAATGTGCAATGTTTTAATGGGAT TAATGAAATAATACCACCAARAATOAGCATTGAT
GCCAATGTGCAATOTTTTAATGOTAT TAATGAAATAATACCACCAARAATGAGCATCGAC

x %k kE XX kkE X kk EHE kk kEx EHkkkkE % kkEXEX *= &

COCTACTATGETCGTEAGGACATGACCAATTGTCGAGCOTOGAACACCAGACACCCTAAT
COCTACTATGGTCOTGAGEATATGACCAAGTATCGAGCOTEEAACACCAGACATCCTAAL
COCTACTATGETCOTEAGEATATGACCAAGTGTCGAGCOTORAACACCAGACATCCTAAC
COATATTATGECAGA- - - AAGGTAAACAATGTAAAAGCOTOGAACACGCGACACCCAAAC
COATATTATGGECAGA- - - ARAGTGACCAATGTAARAGCOTOGAACACGCGACACCCAAAC

wE AR REREEE Ed E3 = ok ko e S ST EE T xxxk kE Rk

ATTTCOCAACTOTCCACACAATATTCGLGCGTOACTGTOAGCAACGACATACTTAATTEG
ATTTCOCAACTOTCCACACAATATTCGCGCETOACGOTOAGTAACGACATACTTAATTEG
ATTTCGCAACTOTCCACACAATATTCGLGCGTOACGGTGAGTAACGACATACTTAATTGG
ATATCTCAGTTATCTACTCAATTTTCAAATGTTTTACAAAATGACGATAGCGTTAATTGG
ATATCTCAGTTATCCACTCAATTTTCAAGCETOT TACAAAATGACGACAGCGTARATTEG

HE EE kE E kE EE kEkE EEE # * EEFE # kEEEEE
AACOTOAARAGTOOGCTTAOGCACATTTOTGGOGGCCAATCOE - - 204
AACOTCARAGTORECTTGRECACATTTOTGCGTCATCGCATGIS 254
AACOTCAARAGTOOGCTTAOGCACATTTOTGGOCGCCAATCOE - - 266
AATATTAAGSTAGGTTTGGGTACGTTTOTTGOGGCCAACAGA - - 263
AATOTTAAGOTAGGTTTGGGTACGTTTGTTGOCGCCAACAGA - - 261

HE EE kE &% kk EEEHE EE kEkEE ok

42

SEES

1lez
12@
1a4
1e4
1a2

162
18@
164
161
159

222
248
224
221
219

Sekil 25. HycuGv-Hc1 izolatina ait lef-9 DNA dizisi hizalamasi
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3.5.  Viral Suslarin Insektisidal Aktivite Calismalar
3.5.1. Viral Suslarin H. cunea Uzerindeki Doz Denemeleri

Viral suslarin ti¢lincii evre H. cunea larvalari tizerindeki LCso degerlerini belirlemek
icin 1 x 103, 1 x 104, 1 x 10°, 1 x 10%, 1 x 107 OB/mI konsantrasyonlarda HycuGV-Hc1 —
Hc7 suslart yiizey dozlama metoduyla (yaprak yedirme metodu) test edildi. Larvalarin
Olim oranlarmin artan viris konsantrasyonu ile arttigi gozlendi (Sekil 26). Tim
konsantrasyonlarda 6liim oranlarinin %21.5 — %91.5 araliginda oldugu belirlendi. En
yiiksek insektisidal aktivite ise HycuGV-Hcl susunun en yiiksek konsantrasyonunda (1 x
107 OB/ml) %91.5 olarak tespit edildi. Diger suslarin en yiiksek konsantrasyondaki 6liim
oranlar1 %73.3 (Hc6), %65.9 (Hc7), %64.1 (Hc2), %61.9 (Hc3) %61.5 (Hc4) ve %54.8
(Hcb5) olarak kaydedildi. En diisiik konsantrasyonda saglanan en yiiksek 6liim oranlari
Hcl’de %27.8, Hc7’de %27.4 iken diger suslarda %21.5 — 24.4 araliginda hesaplandi.
Kontrol grubu larvalar icin 6liim oranlart %1.1 — %4.4 arasinda kaydedildi. Canli olan
larvalarin hepsinin pupaya girip yeni bireyler olusturabildigi gozlendi. Deneyler sonucu
enfekte olan H. cunea larvalarinin turuncu-kahvemsi renkte yumusamis bir yapida oldugu
gozlemlendi (Sekil 27). Ug tekrarli deneylerden elde edilen ortalama sonuglar viral
suslarin LCso degerlerini hesaplamak i¢in kullanildi. HycuGV suslarinin (Hcl — Hc7) 3.
evre H. cunea larvalarindaki LCso analizleri sonucunda degerlerin 2.6 x 10%-

2.1 x 10° OB/ml arasinda oldugu belirlendi (Tablo 9) (Sekil 28). Bu sonuglar dikkate
alindiginda HycuGV-Hcl (2.6 x 10* OB/ml) ve HycuGV-Hc6 (2.9 x 10° OB/ml)

izolatlarinin H. cunea iizerinde daha etkili oldugu ortaya koyuldu.
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Sekil 26. HycuGV suslarmin ii¢ilincii evre H. cunea larvalari tizerindeki 6liim oranlari

Sekil 27. H. cunea larvasi. A: Viris inokiile edilmeyen saglikli H. cunea larvasi (Kontrol
grubu); B: HycuGV ile enfekte olan 6li H. cunea larvasi (Test grubu)
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Tablo 9. HycuGV suslarinin ii¢iincii evre H. cunea larvalari tizerindeki LCso degerleri ve
istatistik analiz sonuglari

HycuGV %95 limit

ustan LCso (OB/ml) - 'y Egim Chiz  df
Hcl 2,6 x 10° 1,7 x 10¢ 3,7 x 10° 047584 440419 3
Hc2 9,7 x 10° 5,3 x 10° 2,05 x 10° 028688  2,56640 3
Hc3 1,7 x 106 8,3 x 10° 4.6 x 10° 024802 277130 3
Hcd 1,5 x 106 7,2 x 105 4.1 x 10° 024017  2,62359 3
Hc5 2,1 x 10 9,08 x 10° 6,6 x 10° 022081 045846 3
Hc6 2,9 x 10° 1,8 x 10° 4.8 x 10° 035638 564132 3
Hc? 3,4 x 10° 1,8 x 10° 6,7 x 10° 026373  1,16229 3

. HIRES s
omMA0T0T.1 1 101
Caoncentrati

¢
He7

Sekil 28. HycuGV suslarinin 14. giindeki 6liim etkisini gosteren konsantrasyon
etki egrileri
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3.5.2. Viral Suslarin H. cunea’mmm Farkh Larval Evreleri Uzerindeki
Denemeleri

Dut yapraklar1 kullanilarak yapilan denemede, H. cunea’nin farkli evreleri
iizerindeki viral suslarin etkinligi belirlendi (Sekil 29). ikinci evre larvalarin diger
evrelerdeki larvalara gore daha hassas oldugu gozlendi. Suslarin en diisiik etkiyi 5. evre
larvalar tizerinde gosterdigi tespit edildi. Larval evre arttikg¢a virlise olan duyarliligin
azaldig1 belirlendi. Dordiincii ve 5. evrelerin 2. ve 3. evrelere gore enfeksiyona daha
direngli oldugu kaydedildi. Genel duruma goére, HycuGV-Hcl susunun tiim evrelerde en
yiiksek etkiye sahip oldugu belirlendi. Bu sus diisiik hassasiyete sahip oldugu belirlenen 5.
evre larvalar lizerinde %41.5’lik bir 6lim oraniyla etkili oldu. He2, He3, He4 ve HcS
suslarinin 2. evre larvalar lizerindeki etkileri sirasiyla %77.8, %80.4, %84.4, %81.9, %80.4
ve %81.9 olarak kaydedildi. En diisiik etkinin Hc2 susunda 4. evrede %41.9 ve 5. evrede
%32.6 oldugu belirlendi. Denemelerde, 2. evre larvalara karsi suslar arasinda istatistiksel
olarak farkliliklarin oldugu belirlendi (F = 223.682; df = 7,23; p < 0.05). Ikinci evre
larvalar tizerinde etkili olan suslar Hcl (%95.9) ve Hc6 (%84.4) olarak kaydedildi.
Sonuglar degerlendirildiginde H. cunea 2. ve 3. evrelerinin HycuGV izolatlarina karsi daha
hassas oldugu belirlendi (F = 272.113; df = 4,14; p < 0.05).
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Sekil 29.  HycuGV suslarmin 2., 3., 4. ve 5. evre H. cunea larvalar lizerindeki 6lim
oranlari
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3.5.3. Farkh Besinlerin Insektisidal Aktivite Uzerindeki Etkilerinin Tespit
Edilmesi

Bu c¢alismada farkli konukgu bitkilerle beslenen larvalar iizerinde viriisiin
etkinliginde farkliliklar olup olmadig: arastirildi. Bu hedef dogrultusunda, en yiiksek
oldiiriicii etkiye sahip HycuGV-Hcl viriisiiniin H. cunea larvalari tizerinde farkli besinlerle
beslenmenin etkilerini gozlemlemek i¢in deney diizenegi kuruldu. Konukcusu oldugu
bitkiler dikkate alindiginda findik, ceviz, elma, thlamur ve dut yapraklar tercih edildi.
Biitlin deney gruplarindaki 6liim oranlarinin yaklasik olarak birbirlerine yakin oldugu ve
bu oranlarin %90.4 — %94.4 arasinda degisti belirlendi (Sekil 30). Yapilan istatistiksel
analizler sonucunda farkli besinlerle beslenen larvalardaki 6lim oranlar1 arasinda anlaml

derecede fark olmadig tespit edildi (F=247.113; df =5,17; p > 0.05).
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Sekil 30. Farkli besinlerin HycuGV-Hcl susunun enfeksiyonundaki etkisi

3.5.4. HycuGV-Hcl Susunun Konak Dagilimlarinin Belirlenmesi

HycuGV-Hcl susunun konak hassasiyetini belirlemek i¢in Malacosoma neustria,
Spodoptera exigua ve Helicoverpa armigera 3. evre larvalari {izerindeki insektisidal
etkileri arastirildi. Yapilan galisma sonucunda larval 6liimler morfolojik ve molekiiler

olarak incelendiginde olii larvalarin yumusamis viicut dokular1 ve arka ayaklarindan
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asilma gibi viral enfeksiyon belirtileri gosterdigi tespit edildi (Sekil 31). Olii larvalardan
polh/gran primerleri kullanilarak yapilan PCR o6rneklerinin agaroz jel goriintiisiinde
graniilin gen bélgesinin ¢ogaldig1 tespit edildi (Sekil 32). Olen larvalardan alinan érnekler
mikroskop altinda incelendiginde siyah nokta seklinde GV’lerin varligi gézlemlendi. Viral
enfeksiyon belirtisi gosteren larvalar dikkate alinarak yapilan istatistiksel analiz sonucunda
6liim oranlarmin %20 — %27.8 arasinda oldugu belirlendi (Sekil 33). Oliim oranlari M.
neustria tizerinde %20 (F = 26.767; df = 1,5; p < 0.05), S. exigua ve H. armigera iizerinde
ise sirasiyla %27.8 (F = 145.518; df = 1,5; p < 0.05) ve %21.1 (F = 13.490; df = 1,5; p <
0.05) olarak tespit edildi.
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Sekil 31. HycuGV-Hcl izolati ile enfekte edilen konaklar. M. neustria (A), S.
exigua (B) ve H. armigera (C) larvalar1
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Sekil 32. HycuGV-Hcl1 susu ile enfekte M. neustria, S. exigua
ve H. armigera larvalarindan ¢ogaltilan granulin
geninin PCR sonucu. M: 100 bp’lik markir, +:
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Sekil 33.  HycuGV-Hcl susunun M. neustria, S. exigua ve H. armigera larvalari
iizerindeki insektisidal aktivitesi

3.5.5. HycuGV-Hcl Susunun Alanda Saks1 Denemeleri

Laboratuvar ¢alismalari sonucunda elde edilen sonuglarin ileri bir uygulama igin
desteklenmesi amaciyla sera kosullarinda saksi1 denemeleri yapilmasi hedeflendi. Bu hedef
dogrultusunda 2. evre ve 4. evre H. cunea larvalar1 HycuGV-Hcl bulastirilmis ve
bulastirilmamis dut fideleri lizerine birakildi. Yapilan deneyler sonucunda viriis uygulanan
fidelerle virlis uygulanmayan kontrol fideleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar
gozlemlendi (Sekil 34). Her iki evre denemelerinde de HycuGV-Hcl ile muamele edilen
yapraklardaki yiyintilerin (Sekil 34B ve D) kontrol grubu yapraklarinkinden daha az
oldugu goriildii (Sekil 34 C ve E). Ikinci evre larva denemelerinde viriis uygulanan grubun
daha az bir zarar olusturdugu tespit edildi (Sekil 34B ve C). Oyle ki Sekil 34B’deki bitki
Sekil 33A’daki normal bitkiden ayirt edilemez halde goriilmektedir. Beklenildigi gibi
dordiincii evre larvalar ikinci evre larvalara gore bitkiye daha fazla zarar verdi (Sekil 34D).
Bunun yaninda viriis uygulanmayan kontrol grubundaki bitkilerin yapraklar1 dérdiincii evre
larvalar tarafindan tamamen tiiketildi (Sekil 34E). Calismada kullanilan larvalarin
enfeksiyon sonrasinda bakiiloviriisler i¢in karakteristik 6lim seklini gosterdigi tespit edildi
(Sekil 34F). Uygulama sonrasinda 7. giinde toplanan canli larvalar dliinceye ya da pupa
oluncaya kadar takip edildi ve 14. giine gore olim oranlar1 hesaplandi (Sekil 35).

Istatistiksel analizler sonucunda 2. ve 4. evre H. cunea larvalarinin 6liim oranlari kontrol
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grubundaki 6liim oranlarindan 6énemli derecede farkli olarak belirlendi (F = 1441.32; df =
3, 35; p <0.05). Ayrica, evreler arasindaki larval 6liim oranlar1 karsilastirildiginda 4.
evrelerin (%68.7) (F =412.219; df = 1,5; p < 0.05) 2. evrelerden (%80.7) (F = 45.420; df =
1,5; p < 0.05) daha diisiik oldugu belirlendi.

Sekil 34. HycuGV-Hcl susu uygulanan dut fidelerinde H. cunea larvalarinin 7. giindeki
etkisi. A: uygulama Oncesinde dut fidesi; B: viriis bulastirilmis (test grubu) dut
fidesindeki 2. evre larvalarin yaprak yiyinti goriintiisii; C: virlis bulastirilmamig
(kontrol grubu) dut fidesindeki 2. evre larvalarin yaprak yiyinti goriintiisii; D:
viriis bulastirilmig (test grubu) dut fidesindeki 4. evre larvalarin yaprak yiyinti
gOriintlisti; E: virlis bulagtirllmamis (kontrol grubu) dut fidesindeki 4. evre
larvalarin yaprak yiyinti goriintiisii; F: HycuGV-Hcl ile enfekte olmus bas asagi
dut yapragindan asilan H. cunea dlii larvasi
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Sekil 35. Saksi denemelerinde HycuGV-Hcl susunun H. cunea larvalar
tizerindeki 6liim etkisi



4. TARTISMA

Giliniimiizde tarirm ve ormancilikta biiyiilk zararlara sebep olan bdceklerle
miicadelede, cevre ve insanlar iizerinde kimyasal sentetiklerin olumsuz etkilerinden dolayz,
sentetik kimyasallar yerine biyolojik miicadele etmenlerinin kullanimi artmaktadir. Bu
etmenler arasinda en yaygin olanlar1 entomopatojen organizmalardir. Bunlar; viriisler,
bakteriler, protozoonlar, funguslar ve nematodlardir. Bu organizmalar arasinda bocek
patojeni olarak etkinliginin yiliksek oldugu bilinen bakiiloviriislerin kullanimini arastiran
calismalar biyolojik miicadele alanindaki eksikliklerin giderilmesi i¢in Onem
olusturmaktadir.

Amerikan beyaz kelebegi (H. cunea, Drury, Lepidoptera: Arctiidae) biitiin diinyada
oldugu gibi iilkemiz i¢in de ¢ok 6nemli tarim ve orman zararlilarindan biridir. Bu kadar
onemli bir zararli olmasina ragmen, iilkemizde zararlinin viral patojenleri hakkinda
ayrintilt bir c¢aligma giiniimiize kadar yapilmamistir. Yapilan literatiir arastirmasi
sonucunda bu zararlida virlis tespitine yonelik ¢alismalara ¢ok eski yillara ait kayitlarda
rastlanmaktadir.

Bu tez calismasinda 2014-2017 yillar1 arasinda yapilan arazi caligmalar1 sirasinda
tespit edilen, Lepidoptera takimina ait 6nemli bir zararli olan Amerikan beyaz kelebegi (H.
cunea)’nde hastalik olusturan Hyphantria cunea granuloviris (HycuGV)’un izolasyonu,
morfolojik ve molekiiler karakterizasyonu ve insektisidal aktivite caligmalar1 yapildi.

Bu calismada bakiiloviriis varligini belirlemek amaciyla makroskobik olarak viral
enfeksiyon oldugu diisiiniilen 6rneklerden bakiiloviriislere spesifik gen bolgelerini cogaltan
primerlerle yapilan PCR sonuglarina gére 7 tane H. cunea granuloviriis tespit edildi. Viriis
enfeksiyonlarimin belirlenmesinde birgok yontem kullanilmaktadir (Liu vd., 2011). Bunlar
arasinda yaygin olarak kullanilanlar arasinda elektron mikroskobu ve PCR yontemleri
bulunmaktadir (Goldsmith ve Miller, 2009; Kuzio vd., 1999).

Bu calismada araziden toplanarak laboratuvara getirilen larvalarin yetistirilme
stirecinde Sliimlerin oldugu gdzlendi. Bu 6liimlerin viral enfeksiyonlardan kaynaklandigi
belirlendi. Alanda bocek popiilasyonu salginlari sirasinda bakiiloviriis enfeksiyonlart
meydana gelmekte ve bu durum orman ekosistemlerinde siklikla gozlemlenebilmektedir
(Adams ve McClintock, 1991; Cooper vd., 2003; II’inykh vd., 2004). Bu salgmnlar bocek

popiilasyonunun baskilanmasi i¢in 6nemlidir (Fuxa, 1993; Cory ve Myers, 2003).
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Laboratuvarda bocegin yetistirilirken streslenmesi, gizli bir bakiloviriis enfeksiyonunu
ortaya ¢ikartarak oldiiriicii olmasini tetikleyebilir (II’'inykh ve Ul’yanova, 2005).

Bu calismada toplanan 6lii larvalarda az ¢ok siskinlesme ve turuncu-kahverengi
renklenme gibi viral semptomlar gozlendi. Agir hastalikli larvalardaki viicut sivisinin
akigkan ve acik renkli hal aldigi tespit edildi. Bu sivi igerisinde yogun bir sekilde
kapsiillerin var oldugu belirlendi. Laboratuvara getirildikten sonra goézlemlenen canli
larvalar arasinda viral enfeksiyon olanlarin beslenmelerinde azalma, hareketlerinde
yavaslama oldugu ve bazi larvalarin ise gomlek degistiremedigi ya da gomlek degistirme
sonrasinda morfolojik olarak sagliksiz goriintiiye sahip oldugu ve 6ldiigii gézlemlendi.
Gozlemlenen semptomlar Watanabe ve Kobayashi (1970)’nin yaptig1 calismada H. cunea
iizerindeki granuloviriis semptomlarina benzerdir. Bakiiloviriis eksternal semptomlari
arastirildiginda, alfa- ya da beta- bakiiloviriisler tarafindan enfekte edilen larvalarda renk
degisikligi (beyaz, kahve ve sar1), kusma ve beslenme isteksizligi oldugu bilinir. Enfekte
larva uyusuk halde yavas hareket eder ya da tamamen hareketsiz kalir. Oldiikten sonra
bocek ortiisii kolayca yirtilir ve sivilasmis viicut igerigi salinir (Eberle vd., 2012).
Bakiiloviriis genomlarinda bulunan kitinaz ve katepsin gen tiriinlerinin enfeksiyon belirtisi
olan kutikular incelmeye neden oldugu sOylenebilir. Bocek kutikulasinin esas olarak
kitinden olusmas1 bu tabakanin parcalanmasinda gerek proteaz ve gerekse de kitinazlarin
birlikte bir kombinasyonlarini gerektirmektedir (Samuels ve Paterson, 1995). Kitinaz ve
katepsin genlerinin, boécek viicudunda enfeksiyonun arttiritlmasi amaciyla peritrofik
membranin asindirilmasi1 ve bozulmasinda; boylece, konukg¢unun erimesinde role sahip
oldugu diistintilmektedir (Hawtin vd., 1997; Ishimwe, vd., 2015; Ardisson-Araujo, vd.,
2018). Bu genlerin konukgu viicudunun eritilmesini hizlandirdigt rapor edilmistir (Luque
vd., 2001).

Bu calismada saflastirilan granuloviriis izolatlar1 faz-kontrast ve karanlik-alan
mikroskobunda incelendi ve gomiilii yapilar yogun bir sekilde ayirt edildi. Faz-kontrast,
karanlik alan ve parlak-alan mikroskoplar ile 151k mikroskobu kullanimi viriis gruplari
arasindaki farkliliklar1 ortaya koydugundan ¢ok oOnemlidir (Eberle vd., 2012).
Granuloviriisler gomiilii yapiya sahip olmalarina ragmen, kiigiik boyutlara sahip
olduklarindan, 151k mikroskobunda tespit edilmeleri olduk¢a zordur ve deneyim gerektirir
(Hunter-Fujita vd., 1998). Watanabe ve Kobayashi (1970) H. cunea granuloviriis’un isik
mikroskobu histopatoloji ¢alismalarinda yag doku preparatlarimi incelemis ve hiicre

yapisina bakarak viral enfeksiyon belirtilerini kaydetmistir.
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Isik mikroskobunda gozlemlenmesi zor olan GV’ler veya gézlemlenemeyen gomiilii
olmayan kii¢iik viriisler elektron mikroskobunda kolaylikla gézlemlenebilmektedir (Evans
ve Shapiro, 1997). Bu c¢alismada taramali ve transmisyon elektron mikroskobu
incelemelerinde viral izolatlarin eliptik-oval sekilli olduklari tespit edildi. Transmisyon
elektron mikroskobu sonuglari bu viral izolatlarin gdmiilii yap: biiyiikliiklerinin ortalama
olarak 318-546 nm x 174-240 nm, her graniiliin tek ¢ubuk seklinde 35-51 nm x 202-341
nm biiyiikliigiinde viriona sahip oldugu belirlendi. Bu sonuglar, GV’lerin gomiilii
yapilarinin eliptik sekilli ve 119-350 nm x 300-511 nm boyut aralifinda oldugu 6nceki
calismalarda kaydedilen verilerle uyumludur (Crook, 1991; Eberle vd., 2012). Bu
calismadaki mikroskobik incelemeler sonucunda HycuGV izolatlarinin tipik bir GV’nin
karakteristik boyutuna, sekline ve morfolojine uygun oldugu belirlendi. Watanabe ve
Kobayashi (1970) tarafindan yapilan ¢alismada HycuGV graniiliiniin ortalama boyutlari
220-340 nm x 430-600 nm olarak kaydedilmis. Ayrica, virion boyutlar1 50-60 nm x 280-
350 nm olarak belirlenmistir. Hukuhara vd. (1969)’nin yaptigi c¢alismada HycuGV
graniillerinin 50-65 % 300-350 nm boyutunda oldugu tespit edilmistir. Virlis yapilariin
yag dokuda yogun olarak bulundugu gozlemlenmistir. Literatiirdeki bu verilerle bu
calismada izole edilen HycuGV izolatlar1 karsilastirildiginda boyutlarinin daha kiigiik
oldugu belirlendi. Bu farkliligin olusmasinda bir¢ok faktor etkili olabilir. Bunlardan biri
enfeksiyon sirasinda konak hiicrelerin gevresel ve fiziksel kosullariyla ilgilidir (Kioukia
vd., 1995). Bu tez calismasinda tanimlanan HycuGV’nin tek bir virion ihtiva etmesi
granuloviriislerin genel tanimlamasiyla benzerdir (Huger, 1963; Ackermann ve Smirnoff,
1983).

Bu ¢alismada HycuGYV izolatlarinin EcoRI ve HindIIl REN profilleri ¢ikarildi. Bu
enzim kesim profillerinde ECORI enzimi ile yapilan kesim reaksiyonu sonucunda 14 bant
olusurken HindIII ile yapilan kesimde 13 bant olustugu gézlendi. Izolatlarin REN profilleri
karsilagtirildiginda aralarinda fark olmadigir gézlemlendi. Bu kesim profillerinin markirlar
yardimiyla hesaplamalar1 sonucunda her iki enzim i¢in de hesaplanan genom boyutunun
ortalama 112 kbp oldugu belirlendi. Aym1 familyaya mensup virilislerin ayirt edici
morfolojik ve immiinolojik 6zelliklerinin daha diisiik hassasiyete sahip olmasi nedeniyle
genotipik ozelliklere dayali analitik yontemler virlis tanimlanmasinda tiir ve sus seviyesi
acisindan en giiclii metot haline gelmistir. Cift zincir DNA genomuna sahip omurgasiz
virtisleri i¢in agaroz jel elektroforezi ile REN kesim kombinasyonu viriis izolatlarinin ayirt

edilmesinde, giivenilir ve hizli bir sekilde tanimlanmasinda segilen bir metottur (Eberle
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vd., 2012). REN analizleri bakiiloviriis varyantlarini belirlemek ve virlis suslarini
tanimlamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Goto vd., 1992). REN profillerinde ¢ogu
fragmentlerin boyutlart dogru bir sekilde hesaplanmasina ragmen, yine de ¢ok kiigiik
fragmentlerin gozden kagmasi, biiyilkk parcalarin boyutunun kesin olarak tahmin
edilmesinde zorluk olmasi ve ayni hizada giden bantlarin yorumlanmasindaki zorluklar
nedeniyle toplam genom boyutunun tahmininde hatalar ortaya ¢ikabilir. Granuloviriislerin
restriksiyon analizlerini igceren bir¢ok ¢alismada ECORI enziminin 12-27 arasinda fragment
verdigi belirtilmistir (Crook, 1991). Literatiirdeki ¢alismalarda GV genom boyutu 90-180
kbp araliginda kaydedilmistir (Martignoni ve Iwai, 1981; Murphy vd., 1995). Ornegin
Cydia pomonella GV 125.6 kbp (Crook vd., 1997) veya 114 kbp (Harvey ve Volkman,
1983) gibi gesitli boyutlarda hesaplanmistir. Diger GV genomlari, 119 kbp Phthorimaea
opercullela GV (Jukes vd., 2016), 108 kbp Pieris rapae GV (Wen vd., 2007), 99 kbp
Adoxophyes orana GV (Wormleaton vd., 2003) ve 89 kbp AdorGV (Li ve Benz, 1994),
179 kbp Xestia c-nigrum GV (Goto vd., 1992; Hayakawa vd., 1999), 169 kbp Helicoverpa
armigera GV (Harrison ve Popham, 2008), 100 kbp Plutella xylostella GV (Hashimoto
vd., 2000), 101 kbp Clostewra anachoreta GV (Liang vd., 2011) ve 140 kbp Spodoptera
frgiperda GV (Cuartas vd., 2015) gibi boyutlarla g¢esitlilik gostermektedir. Genom
boyutunu tahmin etmek i¢in iki farkli restriksiyon enzimi kullandigimiz i¢in hatalarin
olasiligr azaldi ve tahminimizdeki giiveni artti. Literatlir arastirmasinda HycuGV’nin
genomuna ait REN profilleri ile ilgili ¢alismaya rastlanmadi. Choi vd. (2012)’nin yapmis
oldugu bir calismada Kore’de izole ettikleri HycuGV genomunun komple genom sekansini
ve genomik analizini gergeklestirdiler. Yapilan bu ¢alismayla ilgili poster 6zeti disinda
herhangi bir veriye rastlamamakla birlikte, arastirmacilar HycuGV genomunun 114557 bp
biiyiikliigiinde oldugunu tespit ettiler. Choi vd. (2012)’nin tespit ettikleri genom boyutuyla
bu c¢alismadaki genom boyutu arasinda 2 kbp’lik bir fark oldugu gériildi. Bu farkin
kullanilan metotlardan ve farkli cografyalardan izole edilmelerinden kaynakli oldugu
tahmin edildi. Bu arasgtirmacilar yaptiklari ¢alisma sonucunda, HycuGV’nin Xestia c-
nigrum GV ile yakindan iliskili oldugunu fakat oldukga farkli bir genomik organizasyona
sahip bir beta-bakiiloviriis oldugunu belirtmistir. Bu sonu¢ HycuGV’nin genomu
noktasinda bir¢ok bilinmeyen oldugunu gostermektedir.

REN analizinin smirliliklarini gidermek igin korunmus gen pargalariin PCR ile
cogaltilmasimni takiben dizileme ve bu parcalarin filogenetik analizlerinin virlis

tanimlanmasinda son derece verimli ve faydali oldugu kanitlanmistir (Lange vd., 2004;
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Herniou vd., 2004; Jehle vd., 2006). Su ana kadar dizilenen tiim bakiiloviriis genomlar1 30
korunmus geni paylagmaktadir. Lepitopterlere spesifik bakliiloviriislerin en korunmus
genlerinden biri graniilin genidir ve ayrica, filogenetik c¢alismalarda kullanilan ilk
bakiiloviriis genidir (Rohrmann, 1986). Lef-8 ve lef-9 tiim komple sekanslanan bakiiloviriis
genomlarinda tanimlanmig ve bakiilovirlis filogenisini incelemek igin uygun olduklar
gosterilmistir (Herniou vd., 2001, 2004; Lange vd., 2004).

Bu ¢alismada HycuGYV izolatlarinin hem genomu hakkinda daha fazla bilgi edinmek
icin hem de diger bakiiloviriislerle genetik iliskilerini belirlemek i¢in graniilin, lef-8 ve lef-
9 genleri ¢ogaltildi ve dizi analizleri yapildi. Bu ii¢ gen bolgesine ait filogenetik agaglar
olusturuldu. HycuGYV izolatlarimin Rusya izolatlar1 olan A5-1 (gran ve lef-9) ve A18-3 (lef-
8) ile yakin iligkili oldugu tespit edildi (Jehle vd., 2006). Gran ve lef-9 genlerine ait
filogenetik analizde HycuGV’lerin Estigmene acrea GV (polihedrin geni / DQ235250 ve
lef-9 geni / DQ235251) ile yakin dallanma gosterdigi belirlendi (Jehle vd., 2006). E. acrea,
H. cunea gibi Arctiidae familyasina ait bir tiirdiir. Choi vd. (2012) tarafindan rapor edilen
HycuGV izolat1 i¢in GenBank’da higbir gen dizisi olmadigindan, bu izolat filogenetik
analizde kullanilamadi.

Bu tez ¢alismasinda HycuGV izolatlarinin morfolojik ve molekiiler tanimlamalari
gerceklestirildikten sonra tespit edilen bu viriisiin insektisidal aktivite ¢aligmalari yapildi.
Insektisidal aktivite calismalar1 doz-6liim iliskilerini, viriisiin farkli evreler iizerindeki
etkisini, virilisiin farkli konukgularla beslenen H. cunea larvalar iizerindeki aktivitesini,
HycuGV’nin konak dagilimi ve alanda saks1 denemelerini kapsamaktadir.

Doz-6liim iligkileri denemelerinde viriisiin alanda uygulanabilir hale getirilmesini
saglayacak verilerin elde edilmesi igin yiizey dozlama metodu tercih edildi. Denemelerde
kullanilan bu metot larvalarin beslenme davranislarini taklit eden bir tekniktir. Besin
materyalleri ile virlis yapilarinin larva tarafindan basarili bir sekilde alinmasi saglanir
(Muthamia vd., 2011). Bu yontemde zararlilarin konukgusu oldugu bitkilerin yapraklari
kullanild1 ve yapay besin kullanimina gore dogal kosullara daha yakin kosullar olusturuldu.

Doz-6liim iliskileri denemelerinde izole edilen HycuGV izolatlarinin (Hc1-Hc7) test
sonuglar1 degerlendirildiginde, her izolat i¢in dozlar arasindaki Oliim oranlarindaki
farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulundu. Her doz igin izolatlarin 6liim oranlarina
bakildiginda Hel izolatinin yiiksek etki gosterdigi tespit edildi ve diger izolatlarm 6lim
oranlari ise birbirine yakin olarak hesaplandi. Genel olarak doz artigina bagl olarak 6liim

oranlarinda da artis oldugu tespit edildi. Doz ve 6liim orami arasindaki bu iliski bir¢ok
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aragtirmaci tarafindan da rapor edilmistir (Bird, 1969; Boucias ve Nordin, 1977; Boucias
ve Nordin, 1978; Cunningham vd., 1991,1993; Sait vd., 1994, Evans, 1981; Dezianian vd.,
2010; Abdulkadir, 2014). Bu tespit biitiin orjinal konukgu-viriis etkilesimleri ve gapraz
enfeksiyon galigmalari i¢in dogru kabul edilmistir (Bucher ve Turnock, 1983; Cunningham
vd., 1993; Goulson ve Cory, 1995; Scheepens ve Wysoki, 1989). Ayrica bu gézlem igin en
muhtemel agiklama, viriis dozu arttik¢a daha fazla larval hiicrenin enfekte olmasi ve
larvayr Oldiiren sistemik bir enfeksiyonu baglatan daha fazla virlisiin {iretilmesidir
(Rohrmann, 2013).

Boucias ve Nordin (1977) tarafindan yapilan calismada HycuGV’nin 2. evre (10% —
10° kapsiil/larva), 4. ve 5. evre (5.2 x 10* — 10° kapsiil/larva) larvalar iizerindeki etkinligi
arastirilmistir. Bu tez ¢alismasindaki HycuGV izolatlar1 en yiiksek dozda (107 OB/ml)
%91,5-54,8 arasinda 6liim oranina sahipken, 1977°deki ¢alismada ayni dozdaki virtisiin 2.
evre lizerindeki etkisi %100 olarak hesaplanmistir. Diger dozlardaki 6liim oranlar ise
sirastyla 108 OB/ml’de %75,2-55,9’¢ kars1 %85, 10° OB/ml’de %59,6-35,9’ya karst %52
ve 10* OB/ml’de %39,6-27’e karsi_%29 olarak karsilastirildiginda birbirlerine yakin
degerlere sahip oldugu goriildii. Literatiirdeki calisma verilerine gore farkliliklarin
olmasinin birka¢ nedeni olabilir. Bu nedenlerden biri uygulanan yontemdir. Bir¢ok
bakiiloviriis denemesinde ayni virlisiin ayn1 konak iizerindeki LC ya da LD degerleri
arasinda kullanilan metoda gore farkliliklar oldugu ortaya konmustur. Ornegin, Abdulkadir
(2014), Plutella xylostella GV (PlxyGV) ile yaprak yedirme metodu kullanarak yaptigi
uygulamada LCso degerini 3.56 x 10° OB/ml olarak hesaplamistir. Bu deger Kadir vd.
(1999)’nin LCso degerinden daha diisiiktiir (3.82 x 10° OB/ml — 3.42 x 105 OB/ml). Bu
farkliligin  sebebinin Kadir vd. (1999)’nin c¢alismada damla besleme yOntemini
kullanmalar1 seklinde agiklanabilmektedir. Bu tez ¢alismasinda ylizey dozlama ile yaprak
besin kullanilirken, Boucias ve Nordin (1977) ¢alismalarinda hazir besin kullanmistir. Yine
ayni ¢calismada 2. evrelerde toplu uygulama yapilirken, 4.ve 5. evrelerde bireysel uygulama
yapilmistir. Ayrica, LCso degerlerinin testlerde kullanilan larval evrelere gore degistigi
bilinen bir gergektir (Dezianian vd., 2010). Calismadaki 2. evre larvalarin LDso degerlerine
bakildiginda 7.06 x 10* OB/larva oldugu hesaplanmustir (Boucias ve Nordin, 1977). Bu tez
calismasinda ise LCso degerleri hesaplandi ve 2.6 x 10* — 2.1 x 108 OB/ml arasinda oldugu
belirlendi. Bir diger ¢alismada ise Boucias ve Nordin (1978) HycuGV’nin H. cunea 3. evre
{izerindeki denemelerinde 4.7 x 108-10° kapsiil/larva dozlarin1 uyguladi ve &liim oranlarini

%44 - %100 olarak hesapladi. Tiirkiye suslari ile 10 OB/ml dozlar karsilastirildiginda
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%75,2’e kars1 4.7 x 108 kapsiil/larva dozda %44 6lim oran1 hesaplanirken, 10" OB/ml’de
%91,5’ye kars1 %75 6liim orani hesaplandi. Bu karsilastirmada 1978’deki ¢alismada doz
4,7 kat daha fazla olmasina ragmen, etkinligi daha diisiik bulunmustur. Arastirmacilar bu
calismalarinda bireysel dozlamada hazir besin kullanmiglardir (Boucias ve Nordin, 1978).
Bu nedenle, ¢aligmalar arasinda kullanilan yontemlerden kaynaklanan farkliliklarin olmasi
beklenilen bir durumdur. Bu farkliliklarin beslenme materyalinden kaynakli oldugu dikkate
alindiginda bakiiloviriis ¢alismalarinda hazir besine gore dogal konukgusu ile beslenen
larvalarin LC ya da LD degerlerinin diisiik oldugu goézlenmistir (Bianchi vd., 2002).
Yaprak yedirme medtodunun diger yontemlere gore daha anlamli veriler elde edilmesi
bakimindan viriis uygulamalarinda kullanilmasinin daha uygun oldugu sdylenebilir
(Bianchi vd., 2002). Biyotestlerde takip edilen protokollerde ufak diizenlemelerin bile test
sonuglarinda ¢ok biiyiik degisikliklere neden olabilecegi unutulmamalidir.

Bocegin gelisim donemlerinde virlisiin patojenitesini test etmek amaciyla HycuGV
izolatlarmin (HycuGV-Hcl — Hc7) biyolojik etkinliginin daha kapsamli bir analizi,
boceklerin 2., 3., 4. ve 5. larva dénemleri lizerinde yapildi. Farkli larval evrelerindeki 6liim
oranlarinin karsilagtirilmasi, yeni dogan larvalarin 2. ve 3. evre larvalara gore viriis
enfeksiyonuna daha duyarli oldugunu gosterir (Abdulkadir, 2014). Bunun yaninda 2. ve 3.
evre larvalarin daha geg evrelere gore enfeksiyonda daha hassas olduklar1 da bilinmektedir
(Eberle vd., 2012). Genellikle erken larval evreler daha yiiksek basarilarindan dolay1
biyotestlerde tercih edilmektedir. Bu tez calismasindaki 1 x 10’ OB/ml uygulama sonuglari
degerlendirildiginde 2. evrenin 3. evreye gore daha duyarli oldugu, bu iki erken evrenin de
4. ve 5. evrelere gore daha hassas oldugu tespit edildi. Evreler arasindaki O6lim
oranlarindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulundu. Boucias ve Nordin (1977)
yaptiklar1 calismada HycuGV’nin 2., 4. ve 5. evre H. cunea larvalar {izerindeki etkisini
arastirdi. Bu calismadaki 107 kapsiil/larva dozu 2. evrede %100, 4. evrede %60 ve 5.
evrede %19 6liim oram gostermistir. HycuGV Tiirkiye suslarin 1 x 107 OB/ml dozu ile
2. evrede %77.8-95.9, 3. evrede %66.7-91.1, 4. evrede %41.9-47.8 ve 5. evrede de %32.6-
41.5 6liim oranmi gosterdigi belirlendi. Bu iki ¢alisma sonuglari karsilastirildiginda, 2. ve 4.
evrede bu tezdeki izolatlarin biraz daha yiiksek etki gosterdigi degerlendirildi. Fakat, 5.
evre denemelerindeki 6liim oranlarin1 Boucias ve Nordin (1977) %19 olarak belirlerken
bizim izolatlarimizda %31 - 41 arasinda tespit edildi. Genellikle bakiiloviriis
enfeksiyonlarinda daha geng¢ larvalar yash larvalara gore daha hassastir (Huger, 1963;
Ignoffo, 1966; Evans, 1981; Duan ve Otvos, 2001; Trang ve Chaudhari, 2002; Sporleder
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vd., 2007; Eberle vd., 2012; Dezianian vd., 2010). Geg evrelerde enfeksiyonun daha yavas
ya da diistik olmasi, larvalarin enfeksiyona karsi direng gostermesi ve genellikle birkag giin
icinde pupa olustugundan virlisiin iretken bir enfeksiyon siklusu i¢in siirenin kisa
olabilecegi gercegine bagl olabilir (Ignoffo ve Couch, 1981; Briese, 1986; Abdulkadir,
2014). Engelhard ve Volkman (1995) yaptiklar1 ¢aligmada 4. evre Trichoplusia ni
larvalarinin oral enfeksiyona direng¢li oldugunu, ancak hemosol yoluyla tomurcuk viriis
(BV) enfeksiyonuna duyarli oldugunu bildirmistir. Direng, orta bagirsagin koruyucu astari
olan peritrofik membran varligindan da kaynaklanabilir (Kirkpatrick, vd., 1998; McNeil,
vd., 2010). Yaslh larvalarda daha belirgin olan bu astar-membran viriisiin penetrasyonunu
ve enfeksiyonu baslatmasini zorlastirir (Federici, 1997).

Sonug olarak, HycuGV izolatlarinin gerek doz-6liim denemelerinde gerek farkli
larval evreler iizerindeki etki denemelerinde kendi aralarinda karsilagtirmalar yapildiginda
Hcl izolatinin istatistiksel veriler dikkate alindiginda etkili bir sus oldugu kabul edildi. Bu
nedenle, bu izolat esas alinarak diger biyolojik aktivite caligmalar1 yapildi.

Yapilan birgok arastirma konukc¢u bitki kaynakli konak boceklerde patojenlerin
gelisimi {izerinde rolleri oldugunu ortaya koymustur (Kansu, 1962; Uygun, 1975; Tuncer
ve Kansu, 1994; Farrar ve Ridgway, 2000). Larvalar iizerinde viriisiin etkinliginde etkili
oldugu bir¢ok calismada kanitlanmistir (Richter vd., 1987; Keating vd., 1990; Forschler
vd., 1992; Farrar ve Ridgway, 2000). Bu durumu arastirmacilar farkli konukgulardaki
larvalarin besini tiiketme giictindeki farkliliklardan kaynaklandigini diistinmiistiir (Farrar
ve Ridgway, 2000). Konuk¢u bitkilerin H. cunea iizerindeki etkileri ile ilgili pek ¢ok
caligmada farkli bitkilerin bdcegin gelisim siirelerinde farkliliklar oldugunu ortaya
koymustur (Kovacevik, 1960; Choi, 1969; Tuncer ve Kansu, 1994). Bu c¢aligmalarin
bazilarinda dut, akcaagac, elma, erik, kavak ve findik konukgular1 ile yapilan arastirma
sonucunda dut ve akgaagag bitkilerinin ergin, larva, pupa ve yumurta sayis1 bakimindan H.
cunea i¢in en uygun konukgular oldugu tespit edilmistir (Tuncer ve Kansu, 1994). Bunun
yaninda, konukcu bitki kaynakli bocegin bagirsagindaki pH degisiminin bakiiloviriis
OB’lerinin ¢oziinme hizinda, virionun devamliliginda ve larvalarin viriis enfeksiyonuna
duyarliliginin azalmasinda gii¢lii bir etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Harpaz ve
Raccah, 1978; Stiles ve Paschke, 1980). Bu tez ¢alismasinda farkli konukgu bitkilerle
beslenen H. cunea iizerinde HycuGV’nin insektisidal aktivitesindeki etkisi arastirildi.
Konukg¢usu oldugu dut, elma, ceviz, findik ve thlamur bitkisinin yapraklar1 kullanilan bu

calismada 6liim oranlar1 arasinda ¢ok fark olmadigi belirlendi.
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Baculoviridae familyasinda yer alan NPV ve GV’lerin konukgulari olan boceklerle
olan iliskilerinin 40 - 60 milyon yil dncesine kadar dayandigi sanilmaktadir (Rohrmann
vd.,, 1981). Bugiine kadar birgok arastirmaci tarafindan entomopatojenlerin
patojenitelerinin farkli konukgularda ortaya konulmasina yonelik bazi arastirmalar
yiiriitiilmiistiir. Biitlin bu calismalar daha genis konuk¢u dizisine sahip izolatlarin elde
edilmesini amaglamistir. Bu calismalar dogrultusunda bir¢ok bakiiloviriisiin konak
dagilimi ve ¢apraz enfektivitesi gézden gegirilmistir (Groner, 1986).

Ote yandan, bakuloviriislerin dezavantaji, uygulayicilarin daha genis bir araliga sahip
zararlilar lizerinde etkili olan miicadele etmeni talep etmesine karsilik dar konak araligina
sahip olmalaridir (Szewczyk vd., 2011; Moscardi, 1999). Bunun yaninda birden fazla
konukcuda hastaliga neden olabilen bakiiloviriisler de bulunmaktadir (Moscardi, 1999;
Groner, 1986; Harrison ve Bonning, 2000). Bakiiloviriislerin pestisit uygulamasini
azaltmanin ve faydali organizmalarin korunmasinin arzu edildigi yerlerde zararh
bdceklerin (6zellikle Lepidoptera ve Hymenoptera arasindan) segici kontroliinde potansiyel
bir rolii vardir (Tinsley, 1979; Payne, 1982). Ancak, birgok ekosistem {iriinii iginde bu tiir
virlisler diger 6nemli zararl tiirler etkilenmezse konakgiya 6zgii olabilirler (Payne, 1982).
Bu nedenle, belirli bakiiloviriislerin konak dagilimini belirlemek gerekir. Boylece en uygun
virlis ya da viriisler belirli bir zararli problemi igin secilebilir. Bakiiloviriislerin farkli
yapisal tipleri ve konak dagilimlar1 arasindaki iligki ile ilgili baz1 kanitlar vardir. NPV’lerin
siklikla GV’lerden daha genis bir konak dagilimina sahip oldugu 6ne siiriilmiis (Ignoffo,
1968), ancak sonraki caligmalarla bu desteklenmemistir (Hamm, 1982). Bakiiloviriislerle
capraz bulastirma testleri yaygin olmasina ragmen, biiyiik ekolojik dneme sahip olsa da
farkli konaklar igin karsilagtirmali testlere ait veriler nadiren yer almaktadir. Konak
dagilimi ve ozgiilliiglinii belirlemek icin bir biyotest standardizasyonu bulunmamaktadir
(Cory vd., 1997). NPV’ler 7 bocek takimina ait 400’den fazla eklem bacakli tiirii arasinda
yaygin olarak bulunmaktadir (Murphy vd., 1995). Genel olarak, cogu NPV’nin konak
aralig1 orijinal olarak izole edildigi konukg¢usunun cinsinin ya da familyasinin bir veya
birkag tiirliyle sinirlidir (Moscardi, 1999). Daha genis konak dagilimina sahip NPV’ler de
bulunmaktadir (Groner, 1986; Doyle vd., 1990; Hostetter ve Puttler, 1991; Harrison ve
Bonning, 2000). Ek olarak, ¢oklu NPV’ler (MNPV) nispeten genis bir konak dagilimina
sahipken (Vail ve Jay, 1973; Capinera ve Kanost, 1979), tekli NPV’ler (SNPV) genellikle
daha kisithdir (Ignoffo ve Couch, 1981). GV enfeksiyonlar1 ise 100’den fazla bocek

tirtinde kaydedilmistir; ancak, sadece Lepidoptera takiminin iiyelerini enfekte ettigi
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goriilmiistiir (Murphy vd.,1995). NPV’lerin aksine, GV'lerin konak dagilimi1 daha dar ve
cogunlukla tek bir tirle smrli gibi goriinmektedir. Yapilan bircok ¢alismada
bakiilovirtisler farkli konukgularda test edilmis ve onlarda patojen olmadiklar1 goriilmiistiir
(Del Rincon-Castro ve Ibarra, 1997). Bu ¢alismada HycuGV-Hc1 izolatinin M. neustria, S.
exigua ve H. armigera tizerinde dogal konuk¢usundan daha diisiik 6liim oranlariyla zayif
patojen oldugu belirlendi. Vasiljevic (1968) yaptigi calisgmada H. cunea GV’nin Bombyx
mori L. ve Pieris rapae L. iizerindeki etkisini arastirmistir. Arastirmact HycuGV’nin P.
rapae larvalarinda enfeksiyon olusturdugunu kaydetmistir. Daha sonraki ¢alismada Tomita
ve Ebihara (1982), HycuGV’yi Euproctis pseudoconspersa, E. silimis, Numenes disparilis,
Clostera anastomosis tristis, Diaphania pyloalis, Bombyx mori, Spilarctia subcarnea, S.
imparilis ve H. cunea olmak tizere 8 konak tizerinde test etmistir. Arastirma sonucunda, S.
subcarnea ve S. imparilis olii larvalarinda elektrosinerez yontemiyle spesifik bir antijen
tanimlamig ve bu boceklerin yag hiicrelerinin hipertrofik hale geldigi, HycuGV ile enfekte
edilen H. cunea’ya morfolojik olarak benzedigi kaydedilmistir. Arastirmada bu bulgulara
dayanarak bu iki tiiriin HycuGV’ye duyarli oldugu belirlenmis; ancak, diger tiirler {izerinde
enfektif olmadigi gozlemlenmistir (Tomita ve Ebihara, 1982). Hukuhara vd. (1969) de
HycuGV’nin B. mori iizerinde etkili olmadigin1 kaydetmistir. Bu sonuglar dikkate
alindiginda HycuGV’lerin konak dagilimlarinin tek bir tlirle sinirli kalmadigr ortaya
¢cikmaktadir.

Laboratuvar kosullarinda yapilan testlerin sonuglariyla alandaki denemelerin
sonuglarmin tahmin edilip edilemeyecegi énemli bir sorudur. Ornegin bir sera ya da alan
bitkisindeki durum ekin, bocek, viriis ve abiyotik ortam arasindaki dalgalanmalar ve
cevresel faktorler nedeniyle ¢ok daha karmasiktir. Bununla birlikte, bir sera ya da alan
uygulamalarindaki bakiilovirtislerin etkinligi, laboratuvar biyotestlerinde elde edilen
sonuglarla tutarli oldugunda laboratuvar denemelerinde belirlenen etkilenme ve etki hizi,
mahsul seviyesinde bakiiloviriis etkinliginin gostergeleri olarak kullanilabilir. Bitkilerde
bakiiloviriislerin  etkinligi genellikle maliyeti yiiksek olan alan veya sera test
programlarinda belirlenir (Smits vd., 1987a; Kolodny-Hirsch vd., 1993, 1997; Cory vd.,
1994; Treacy vd., 1997). Bakiiloviriislerin etkinligi laboratuvar deneme verilerinden
kismen tahmin edilebildiginde alan denemelerinin sayist ya da boyutu azaltilabilir. Diger
bir deyisle laboratuvar verilerinden yola ¢ikarak sera ya da alan uygulamalari planlanabilir.
Laboratuvar galismalarinin daha ileri gotiiriilmesi igin, viriislerin gesitli kosullarda ve farkli

bitki evrelerinde, farkli cografi bolgelerde viriisiin ortamdaki devamliligi, alandaki 6liim
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oranini ortaya ¢ikarmak i¢in gerekli konsantrasyon ve uygulama zamani gibi bir¢ok faktor
arastirilmalidir. Alan ya da seradaki sicaklik, larvanin virlis duyarliligi, larva beslenme hizi
ve larva beslenme yeri gibi ¢esitli faktorler oliimciil dozdaki viriisiin alimini ve daha
sonraki viriis uygulama siiresini etkileyebilir. Uriin-bdcek-viriis kombinasyonunun ayrintili
bir tanimina dayanan gesitli modeller {iriin seviyesinde olusturulan laboratuvar verilerinin
daha dogru bir 6lgekte artmasini saglamak igin kullanilabilir (Van der Werf vd., 1991).

Bu tez c¢alismasinda saksida yetistirilen dut fidelerinde 2. ve 4. evre H. cunea
larvalarina karst HycuGV-Hcl izolatinin uygulamalart yapildi. Bu calismanin amaci
saksidaki dut fidelerinde gelisen erken ve ge¢ evre larvalar iizerinde HycuGV’nin
fidelerdeki zarar boyutunu belirlemek ve bunlarin kargilagtirmasini yapmakti.

Alan ¢alismalariyla ilgili Hukuhara vd. (1978) tarafindan Japonya’da dut agaglariyla
cevrili bir arsada belirli 6zelliklere sahip bir deney alani saglanmistir (Hukuhara vd. 1978).
HycuGV’nin siirekliligi ve dagiliminin arastirildigi bu calismada agaclar iizerine H. cunea
1. ve 2. doliine ait yumurtalar yerlestirilmistir. Stok HycuGV laboratuvarda yetistirilen H.
cunea larvalarinda ¢ogaltilarak saflastiriimis ve 4 x 107 kapsiil/ml ve %0.01°lik gramin (bir
1slatma maddesi) i¢eren bir viriis siispansiyonu 30 agag iizerine elle calistirilan bir basinglh
puskiirtiicii ile muamele edilmistir (100 ml/agag). Larvalar 3. veya 4. evreye geldiginde
virlis puskiirtiilmiistir. Uygulamadan bir yil sonra ilk dolde GV enfeksiyonuna
rastlanmazken, 2. dolde 14 enfekte larva tespit edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda GV’nin
konakg¢1 popiilasyonda homojen bir sekilde dagilmadigi; ancak, erken evrelerde ag
icerisinde yasayan larvalarda ortaya ciktifi kaydedilmistir. Bu gibi caligmalar esas
alindiginda, Hukuhara (1975) tarafindan onerilen modele gore, larvalarda enfeksiyonlar
ortaya ciktiginda 6li larva sayist logaritmik olarak artmaktadir. Van Der Plank (1963)’1n
tanimladig1 gibi ortaya c¢ikan enfeksiyon orani larvalar agda toplu bir sekilde yasadiginda
yiiksek, fakat larvalar agdan ayrilip yayildiginda diisiik olmaktadir. Ilk déldeki enfekte
larvalardan yayilan viriis ikinci doldeki larvalar ¢ikana kadar aktif olarak kalmakta ve viriis
bulagsma derecesi yiiksek olmaktadir. Epizootik baslangicin ilkbaharda olmasi ikinci
doldeki larvalarda bliylik kayiplar meydana getirecegine isaret etmektedir. Biitiin bu
calismalar incelendiginde bu tez ¢alismasi sonucunda elde edilen verilerin de bakiiloviriis
uygulama zamaninin énemli oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir. Tez ¢alismamizda 2. evre H.
cunea larvalarinin dut yapraklarindaki yesillik tiiketiminin 4. evre larvalara gore daha az

olmast bu sonucu dogrulamaktadir. Ayni sekilde alan denemelerine paralel olarak
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laboratuvar ¢alismalarinda da erken evrelerin geg evrelere gore daha duyarli oldugu sonucu
desteklendi.

Bugiine kadar, bakiiloviriislerin alan ya da sera denemeleri ile ilgili bircok ¢alisma
yapilmistir (Hukuhara vd., 1978; Bourner vd., 1992; Kolodny-Hirsch vd., 1997; Bianchi
vd., 2000; Lasa vd., 2007). Smits vd. (1987b) yaptiklar1 ¢aligmada krizantem bitkisi
lizerinde 4. ve 5. evre S. exigua larvalarinin yaprak tiiketimini kaydetmistir. S. exigua
larvalarinin biber meyvelerinden uzaklasip bitkinin iist kismina tirmandiklar1 ve 6ldiikleri
kaydedildi. Bu davranis bakiiloviriis enfeksiyonunun bir 6zelligidir ve bu patojenlerin
bulagma olasiligini arttirir (Vasconcelos vd., 1996; Goulson, 1997). Bu tez ¢alismasinda da
HycuGV-Hcl izolat: ile enfekte olan H. cunea larvalar1 ayni davranisi gosterdi. Benzer
sekilde bir¢ok ¢alismada bakiiloviriislerle enfekte olan larvalar 6liimlerinden kisa bir siire
once bulunduklart bitkilerin list kisimlarina tirmanarak kendilerini bas asagi sarkitarak
Olmistiir (Tanada ve Kaya, 1993; Federici, 1997; Abdulkadir, 2014). Bu gibi ¢alismalarda
biiyiik 6l¢iide yaprak kaybina neden olmalarindan 6nce uygulamalarin erken donemlerde
hedeflenmesi avantajlidir. Ancak erken evrelerin istilasinin  belirlenmesi yaprak
yiizeylerinde ilk hasarin kii¢iikk olmasi nedeniyle zordur. Genelde larvalar 3. evreye gelene
kadar zararli varlig: tespit edilemez (Smits vd., 1987b). Larvalarin enfeksiyona duyarlilig
evre arttikga azalir, fakat daha ileri evrelerde daha yiiksek bir yesillik tiiketimi olmakta ve
bu durum yiiksek OB uygulamasi ile telafi edilmektedir.

Sonu¢ olarak calismada ilk defa Tirkiye’de H. cunea’dan bir granuloviriis
izolasyonu yapildi. Tiim diinyada 6zellikle son yillarda boceklerle miicadele noktasinda
virislerin yaygin bir sekilde kullanimina yonelik arastirmalar hiz kazanmakta ve
giiniimiizde viriislere ait birgok preparat iiretilip kullanilmaktadir. Ulkemizde bdcek
virtsleri ile ilgili ¢calismalar hiz kazanmasina ragmen, H. cunea’nin viral patojenleri ile
ilgili calisgma bu zamana kadar yapilmamistir. Bu nedenle, bu ¢alismanin iilkemizde hem
bu zararliya karst hem de diger zararlilara kars1 viral miicadele etmeni olarak kullanimi
dikkat c¢ekecektir ve yeni \virislerin tespit edilmesine yonelik c¢alismalara hiz

kazandiracaktir.



5. SONUCLAR

Bu tez calismasi sonucunda, Hyphantria cunea larvalarindan Hyphantria cunea
granulovirus (HycuGV) izole edildi, morfolojik ve molekiiler karakterizasyonlar1 yapildi
ve HycuGV’nin biyolojik aktivitesi laboratuvar kosullarinda test edildikten sonra saksi
denemeleri yapildi. Tez ¢alismast sonucunda bir¢ok hedefe basarili bir sekilde ulagilmstir.
Bu tez galismasi ile,

1. Tirkiye’de H. cunea’nin viral patojenleri ilk kez arastirllmig ve arastirma
sonucunda H. cunea’dan ilk kez bir graniiloviriis tespit edildi.

2. Bu viriisiin morfolojik ve molekiiler 6zellikleri belirlendi.

3. Virisiin filogenetik 6zellikleri belirlenerek benzerleriyle olan akrabalik dereceleri
ortaya konuldu.

4. Virisiin gerek kendi konagi ve gerekse farkli konaklar iizerindeki patojenik
ozellikleri belirlenerek, biyolojik miicadelede kullanim potansiyeli tespit edildi.

5. Tez konusunu olusturan viriisiin morfolojik, molekiiler ve filogenetik 6zellikleri

literatiire kazandirilarak bilim hizmetine sunuldu.



6. ONERILER

Bu calismada ilk kez H. cunea’dan ve Tirkiye’den bir graniiloviriis tespiti,
izolasyonu, karakterizasyonu ve laboratuvar ve alan kosullarinda insektisidal aktivite
calismalar yapildi. Bir¢ok hedefe basarili bir sekilde ulasilmis olsa da HycuGV!nin daha
sonraki ¢aligmalara olacak katkilari asagida verilmistir;

1. Molekiiler yapisinin aydinlatilmasi icin HycuGV-Hc1’in komple genom haritasi

c¢ikarilabilir ve bioinformatik analizleri yapilabilir.

2. HycuGV-Hc1’in biiyiik olgekli tiretimini kolaylastirmak icin laboratuvar kiiltiiri

olarak yetistirilen farkli boceklerde denemeler yapilabilir.

3. Hiicre kiiltiirli calismalart ile viriislin ¢ogaltilmasi arastirmalari yapilabilir.

4. Alan denemelerinde virlisin H. cunea iizerindeki etkinligi birkag yil takip

edilmek suretiyle arastirilabilir.

5. HycuGV’e ait insektisit gelistirilmesin yonelik ¢alismalar baslatilabilir.
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8. EKLER

EK 1.

GGACCTGGCAAAAATGTTAGGATCACTTTGTTCAAAGAGATTCGTCGCGTCC
AGCCAGACACTTTGAAATTAGTTTGCAATTGGAGCGGAAAGGAATTTTTACG
CGAAACTTGGACTCGGTTTATTTGCGAGGAGTTCCCCATCACTACAGACCAG
GAAATCATGGATTTGTGGTTTGAAATTAAACTTTTACCCATGCACCCAAATC
GCCGCTACAAATTTTTGTTGCAATATGCTCTATGTGCACCGCCAGGCTACAT
CGCTCACGATGTTATAAGAGCACAAGATCCTTATTATGTAGGATCCGACAAC
ACGGAACGCATCAACTTGACTCGAAAGGGATGCGCGTTCCCACTAACATGCT
TACAGGCAGCTTACAACGATTGTTTCGAAAAATTCTTTGACAATTTCCTATG
GCCCTATTTCTATAGACCATTGGTTTGGGTAGGCACCACTT

Ek1. Sekil 1. Hcl numarali Susa ait gran geninin baz sirasi

GCGGAGGATCCGTTTCGTGGACCTGGCAAAAATGTTAGGATCACTTTGTTCA
AAGAGATTCGTCGCGTCCAGCCAGACACTTTGAAATTAGTTTGCAATTGGAG
CGGAAAGGAATTTTTACGCGAAACTTGGACTCGGTTTATTTGCGAGGAGTTC
CCCATCACTACAGACCAGGAAATCATGGATTTGTGGTTTGAAATTAAACTTT
TACCCATGCACCCAAATCGCTGCTACAAATTTTTGTTGCAATATGCTCTATG
TGCACCGCCAGGCTACATCGCTCACGATGTTATAAGAGCACAAGATCCTTAT
TATGTAGGATCCGACAACACGGAACGCATCAACTTGACTCGAAAGGGATGCG
CGTTCCCACTAACATGCTTACAGGCAGCTTACAACGATTGTTTCGAAAAATT
CTTTGACAATTTCCTATGGCCCTATTTCTATAGACCATTGGTTTGGGTAGGC
ACCACTTCTGGC

Ek1. Sekil 2. Hc2 numarali susa ait gran geninin baz sirasi

GGACCTGGCAAAAATGTTAGGATCACTTTGTTCAAAGAGATTCGTCGCGTCC
AGCCAGACACTTTGAAATTAGTTTGCAATTGGAGCGGAAAGGAATTTTTACG
CGAAACTTGGACTCGGTTTATTTGCGAGGAGTTCCCCATCACTACAGACCAG
GAAATCATGGATTTGTGGTTTGAAATTAAACTTTTACCCATGCACCCAAATC
GCCGCTACAAATTTTTGTTGCAATATGCTCTATGTGCACCGCCAGGCTACAT
CGCTCACGATGTTATAAGAGCACAAGATCCTTATTATGTAGGATCCGACAAC
ACGGAACGCATCAACTTGACTCGAAAGGGATGCGCGTTCCCACTAACATGCT
TACAGGCAGCTTACAACGATTGTTTCGAAAAATTCTTTGACAATTTCCTATG
GCCCTATTTCTATAGACCATTGGTTTGGGTAGGCACCACTTCTGGCGAAGTG
GAGGAA

Ek1. Sekil 3. Hc3 numarali susa ait gran geninin baz sirasi
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GAAGATGCGTTTCGTGGACGTGGCAAAAATGTTAGGATCACTTTGTTCAAAG
AGATTCGTAGCGTCCAGCCAGACACTTTGAAATTAGTTTGCAATTGGAGCGG
AAAGGAATTTTTACGCGAAACTTGGAGTTGGTTTATTTGGGAGGAGTTCCCC
ATCACTACAGACCAGGAAATCATGGATTTGTGGTTTGAAATTAAACTTTTAC
CCATGCACCCAAATCGTCGCTACAAATTTTTGTTGCAATATGCTTTATGTGC
ACCGCCAGGCTACATCGCTCACGATGTTATAAGAGCACAAGATCCTTATTAT
GTAGGATCCGGCAACACGGAACGCATCAACTTGACTCGAAAGGGATGCGCGT
TCCCACTAACATGGTTACAGGCAGGCTACAACGATTGGTTCGAAAAATTCTT
TGACAATTTCCTATGGCCGCACTTATATAGACCATTGGTTTGGGTAGGCACC
ACTTCACGCGAAGGGATGAAACTCAATGTAAGCTCTAATATCCCCGCAGTCT

Ek1. Sekil 4. Hc4 numarali susa ait gran geninin baz sirasi

AATTAGGAGGCACAGTCGAGGGGCGGAGGACCCGTTTCGTGGACCTGGCAAA
AATGTTAGGATCACTTTGTTCAAAGAGATTCGTCGCGTCCAGCCAGACACTT
TGAAATTAGTTTGCAATTGGAGCGGAAAGGAATTTTTACGCGAAACTTGGAC
TCGGTTTATTTGCGAGGAGTTCCCCATCACTACAGACCAGGAAATCATGGAT
TTGTGGTTTGAAATTAAACTTTTACCCATGCACCCAAATCGCTGCTACAAAT
TTTTGTTGCAATATGCTCTATGTGCACCGCCAGGCTACATCGCTCACGATGT
TATAAGAGCACAAGATCCTTATTATGTAGGATCCGACAACACGGAACGCATC
AACTTGACTCGAAAGGGATGCGCGTTCCCACTAACATGCTTACAGGCAGCTT
ACAACGATTGTTTCGAAAAATTCTTTGACAATTTCCTATGGCCCTATTTCTA
TAGACCATTGGTTTGGGTAGGCACCACTTCTGGCGAAGTGGAGGAAATTTTG
ACTGAAGTTCTCTTATCATCCGAGATGTTA

Ek1. Sekil 5. Hc5 numarali susa ait gran geninin baz sirasi

CTAAGCTGATGTTAGGATCACTTTGTTCAAGAGATTCGTCGCGTCCAGCCAG
ACACTTTGAAATTAGTTTGCAATTGGAGCGGAAAGGAATTTTTACGCGAAAC
TTGGACTCGGTTTATTTGCGAGGAGTTCCCCATCACTACAGACCAGGAAATC
ATGGATTTGTGGTTTGAAATTAAACTTTTACCCATGCACCCAAATCGCTGCT
ACAAATTTTTGTTGCAATATGCTCTATGTGCACCGCCAGGCTACATCGCTCA
CGATGTTATAAGAGCACAAGATCCTTATTATGTAGGATCCGACAACACGGAA
CGCATCAACTTGACTCGAAAGGGATGCGCGTTCCCACTAACATGCTTACAGG
CAGCTTACAACGATTGTTTCGAAAAATTCTTTGACAATTTCCTATGGCCCTA
TTTCTATAGACCATTGGTTTGGGTAGGCACCACTTCTGGCGAAGTGGAGGAA

Ek1. Sekil 6. Hc6 numarali susa ait gran geninin baz sirasi
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GTGGGGCCGGGGAAGAATGTTAGGATCACTTTGTTCAAAGAGATTCGTCGCG
TCCAGCCAGACACTTTGAAATTAGTTTGCAATTGGAGCGGAAAGGAATTTTT
ACGCGAAACTTGGACTCGGTTTATTTGCGAGGAGTTCCCCATCACTACAGAC
CAGGAAATCATGGATTTGTGGTTTGAAATTAAACTTTTACCCATGCACCCAA
ATCGCTGCTACAAATTTTTGTTGCAATATGCTCTATGTGCACCGCCAGGCTA
CATCGCTCACGATGTTATAAGAGCACAAGATCCTTATTATGTAGGATCCGAC
AACACGGAACGCATCAACTTGACTCGAAAGGGATGCGCGTTCCCACTAACAT
GCTTACAGGCAGCTTACAACGATTGTTTCGAAAAATTCTTTGACAATTTCCT
ATGGCCCTATTTCTATAGACCATTGGTTTGGGTAGGCACCACTTCTGGCGAA
GTGGAGGAAATTT

Ek1. Sekil 7. Hc7 numarali susa ait gran geninin baz sirasi
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EK 2.

GCAGACGTGGCGGTAAAATTTTTTTTGTGCCACAACACCACGTTACCTGACG
TGAATTACAAACATGTTAACGAGCTGTTTCACTTATTAATAAATAAAAAATT
GTTATTTAACAATAAAACCAACGATACCTGTGAAAATTGCGACCAAGATTTT
AATTGTAATTCTGATCCGGCAGAAAAATCTTTTTTTAAAAATTATAATTTGC
ACAATATCGAGCCCAAAATTAAAACAAAAGACCCGACCCGCAAGCTTTTAGT
GTCTTTTAACAATAGGCCAACAATATTTTGGTGCACCCAGTCGAATGTTTGC
CGAATTTATTATTACGTTAAACGAAACATGTCCCCAGTTGAGGTTAAAATGA
ATGACAACACATTATTTTTAAACCACCACGAAGGTATGATTATGTTGCGCAA
AGTTGTGGAAATTGATAAAGAAATTAAAATTAACACACTTCAAACTCCATTT
GAGTATCATAATGAAAAAAGTGTGGTGAACATGTTGTCAGTTTTGGAATTTT
GCGACAACGACGACGACATTGTTTCACTTACGTCCACCATTGTTCAAAATTA
CTACAAAAATTATTTGCACATTTTTTATTCGATTCCCTTACCCAAGTTAATT
GTGAGCCTGACTAATTTGAAAAACGGTATGGTTGTTCAAACACCTTTAAAAT
TAAAATCTTTAGATTATTTACCTCTAGGCACTAGCGTGACCGTAAGTCCATC
TATGATGTGCAACGACCGCATGTTTTATCTGTGGACTCTAGTGCGCGATAAT
AAACTGAAAACGGCCGAGGACCCTTACGTGCATGCCAAAAACCTTTTAAAAT
TTTTT

Ek2. Sekil 1. Hcl numarali susa ait lef-8 geninin baz sirasi

GTGACCGGGCGGTGGCGGGAAATTTTTTTTGTGCCACAACACCACGTTACCT
GACGTGAATTACAAACATGTTAACGAGCTGTTTCACTTATTAATAAATAAAA
AATTGTTATTTAACAATAAAACCAACGATACCTGTGAAAATTGCGACCAAGA
TTTTAATTGTAATTCTGATCCGGCAGAAAAATCTTTTTTTAAAAATTATAAT
TTGCACAATATCGAGCCCAAAATTAAAACAAAAGACCCGACCCGCAAGCTTT
TAGTGTCTTTTAACAATAGGCCAACAATATTTTGGTGCACCCAGTCGAATGT
TTGCCGAATTTATTATTACGTTAAACGAAACATGTCCCCAGTTGAGGTTAAA
ATGAATGACAACACATTATTTTTAAACCACCACGAAGGTATGATTATGTTGC
GCAAAGTTGTGGAAATTGATAAAGAAATTAAAATTAACACACTTCAAACTCC
ATTTGAGTATCATAATGAAAAAAGTGTGGTGAACATGTTGTCAGTTTTGGAA
TTTTGCGACAACGACGACGACATTGTTTCACTTACGTCCACCATTGTTCAAA
ATTACTACAAAAATTATTTGCACATTTTTTATTCGATTCCCTTACCCAAGTT
AATTGTGAGCCTGACTAATTTGAAAAACGGTATGGTTGTTCAAACACCTTTA
AAATTAAAATCTTTAGATTATTTACCTCTAGGCACTAGCGTGACCGTAAGTC
CATCTATGATGTGCAACGACCGCATGTTTTATCTGTGGACTCTAGTGCGCGA
TAATAAACTGAAAACGGCTGAGGACCCTTACGTCCATGCCAAAAACTCTGTA
TAAACCCCACCCCCAAAAAAATTCAGGTAA

Ek2. Sekil 2. Hc2 numarali susa ait lef-8 geninin baz sirasi
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TGGACCGAGCGTGGCGGGTAAATTTTTTTTGTGCCACAACACCACGTTACCT
GACGTGAATTACAAACATGTTAACGAGCTGTTTCACTTATTAATAAATAAAA
AATTGTTATTTAACAATAAAACCAACGATACCTGTGAAAATTGCGACCAAGA
TTTTAATTGTAATTCTGATCCGGCAGAAAAATCTTTTTTTAAAAATTATAAT
TTGCACAATATCGAGCCCAAAATTAAAACAAAAGACCCGACCCGCAAGCTTT
TAGTGTCTTTTAACAATAGGCCAACAATATTTTGGTGCACCCAGTCGAATGT
TTGCCGAATTTATTATTACGTTAAACGAAACATGTCCCCAGTTGAGGTTAAA
ATGAATGACAACACATTATTTTTAAACCACCACGAAGGTATGATTATGTTGC
GCAAAGTTGTGGAAATTGATAAAGAAATTAAAATTAACACACTTCAAACTCC
ATTTGAGTATCATAATGAAAAAAGTGTGGTGAACATGTTGTCAGTTTTGGAA
TTTTGCGACAACGACGACGACATTGTTTCACTTACGTCCACCATTGTTCAAA
ATTACTACAAAAATTATTTGCACATTTTTTATTCGATTCCCTTACCCAAGTT
AATTGTGAGCCTGACTAATTTGAAAAACGGTATGGTTGTTCAAACACCTTTA
AAATTAAAATCTTTAGATTATTTACCTCTAGGCACTAGCGTGACCGTAAGTC
CATCTATGATGTGCAACGACCGCATGTTTTATCTGTGGACTCTAGTGCGCGA
TAATAAACTGAAAACGGCTGAGGACCCTTACGTCCTGCAACACCGGTGTGTA
TATAAATACCCCCCTAAAAAAAAAATATTGGAAAA

Ek2. Sekil 3. Hc3 numarali susa ait lef-8 geninin baz sirasi

GGGCCGGTGCGTGGCGGCATAATTTTTTTTGTGCCACAACACCACGTTACCT
GACGTGAATTACAAACATGTTAACGAGCTGTTTCACTTATTAATAAATAAAA
AATTGTTATTTAACAATAAAACCAACGATACCTGTGAAAATTGCGACCAAGA
TTTTAATTGTAATTCTGATCCGGCAGAAAAATCTTTTTTTAAAAATTATAAT
TTGCACAATATCGAGCCCAAAATTAAAACAAAAGACCCGACCCGCAAGCTTT
TAGTGTCTTTTAACAATAGGCCAACAATATTTTGGTGCACCCAGTCGAATGT
TTGCCGAATTTATTATTACGTTAAACGAAACATGTCCCCAGTTGAGGTTAAA
ATGAATGACAACACATTATTTTTAAACCACCACGAAGGTATGATTATGTTGC
GCAAAGTTGTGGAAATTGATAAAGAAATTAAAATTAACACACTTCAAACTCC
ATTTGAGTATCATAATGAAAAAAGTGTGGTGAACATGTTGTCAGTTTTGGAA
TTTTGCGACAACGACGACGACATTGTTTCACTTACGTCCACCATTGTTCAAA
ATTACTACAAAAATTATTTGCACATTTTTTATTCGATTCCCTTACCCAAGTT
AATTGTGAGCCTGACTAATTTGAAAAACGGTATGGTTGTTCAAACACCTTTA
AAATTAAAATCTTTAGATTATTTACCTCTAGGCACTAGCGTGACCGTAAGTC
CATCTATGATGTGCAACGACCGCATGTTTTATCTGTGGACTCTAGTGCGCGA
TAATAAACTGAAAACGGCCGAGGACCCTTACGTACCTGCCATAAACTTGTTA
AAAACCACCAGCCCGGAAAAAAARA

Ek2. Sekil 4. Hc4 numarali susa ait lef-8 geninin baz sirasi
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CTTTGGACGGTGCGGTGGCGGGAAAATTTTTTTTGTGCCACAACACCACGTT
ACCTGACGTGAATTACAAACATGTTAACGAGCTGTTTCACTTATTAATAAAT
AAAAAATTGTTATTTAACAATAAAACCAACGATACCTGTGAAAATTGCGACC
AAGATTTTAATTGTAATTCTGATCCGGCAGAAAAATCTTTTTTTAAAAATTA
TAATTTGCACAATATCGAGCCCAAAATTAAAACAAAAGACCCGACCCGCAAG
CTTTTAGTGTCTTTTAACAATAGGCCAACAATATTTTGGTGCACCCAGTCGA
ATGTTTGCCGAATTTATTATTACGTTAAACGAAACATGTCCCCAGTTGAGGT
TAAAATGAATGACAACACATTATTTTTAAACCACCACGAAGGTATGATTATG
TTGCGCAAAGTTGTGGAAATTGATAAAGAAATTAAAATTAACACACTTCAAA
CTCCATTTGAGTATCATAATGAAAAAAGTGTGGTGAACATGTTGTCAGTTTT
GGAATTTTGCGACAACGACGACGACATTGTTTCACTTACGTCCACCATTGTT
CAAAATTACTACAAAAATTATTTGCACATTTTTTATTCGATTCCCTTACCCA
AGTTAATTGTGAGCCTGACTAATTTGAAAAACGGTATGGTTGTTCAAACACC
TTTAAAATTAAAATCTTTAGATTATTTACCTCTAGGCACTAGCGTGACCGTA
AGTCCATCTATGATGTGCAACGACCGCATGTTTTATCTGTGGACTCTAGTGC
GCGATAATAAACTGAAAACGGCTGAGGACCCTTACGTACCATGGCAATAAGC
TGTTAAGCTTTTCCACG

Ek2. Sekil 5. Hc5 numarali susa ait lef-8 geninin baz sirasi

GGCTAAGTCGTGGCGGTACATTTTTTTTGTGCCACAACACCACGTTACCTGA
CGTGAATTACAAACATGTTAACGAGCTGTTTCACTTATTAATAAATAAAAAA
TTGTTATTTAACAATAAAACCAACGATACCTGTGAAAATTGCGACCAAGATT
TTAATTGTAATTCTGATCCGGCAGAAAAATCTTTTTTTAAAAATTATAATTT
GCACAATATCGAGCCCAAAATTAAAACAAAAGACCCGACCCGCAAGCTTTTA
GTGTCTTTTAACAATAGGCCAACAATATTTTGGTGCACCCAGTCGAATGTTT
GCCGAATTTATTATTACGTTAAACGAAACATGTCCCCAGTTGAGGTTAAAAT
GAATGACAACACATTATTTTTAAACTACCACAAAGGTATGATTATGTTGCGC
AAACGTTGTGGACATTGATAAAAAACCTTATATTAACCCCCATCTAATTTCC
TTTTGTTTTACACAATCAACACACCGTGGTTATTTAAGCTTGCCTCAACAGC
AAGTCTGTGCCCACCCTAAAACCCTCAAAAGGCTCACGTGTGTGAGCATTTT
GCAGACAAACAATGAAGATAAACTTCCCGCTATCTACTGACCCCCCTAAAAT
ACCTATGGCTGGC

Ek2. Sekil 6. Hc6 numarali susa ait lef-8 geninin baz sirasi
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GAGGAGTCTAGTCGATGGCAGGACGATTTTTTTTGTGCCACAACACCACGTT
ACCTGACGTGAATTACAAACATGTTAACGAGCTGTTTCACTTATTAATAAAT
AAAAAATTGTTATTTAACAATAAAACCAACGATACCTGTGAAAATTGCGACC
AAGATTTTAATTGTAATTCTGATCCGGCAGAAAAATCTTTTTTTAAAAATTA
TAATTTGCACAATATCGAGCCCAAAATTAAAACAAAAGACCCGACCCGCAAG
CTTTTAGTGTCTTTTAACAATAGGCCAACAATATTTTGGTGCACCCAGTCGA
ATGTTTGCCGAATTTATTATTACGTTAAACGAAACATGTCCCCAGTTGAGGT
TAAAATGAATGACAACACATTATTTTTAAACCACCACGAAGGTATGATTATG
TTGCGCAAAGTTGTGGAAATTGATAAAGAAATTAAAATTAACACACTTCAAA
CTCCATTTGAGTATCATAATGAAAAAAGTGTGGTGAACCAGTTGTCAGCCCT
GGAATTTTGCCACAACGACCAACACATAGTTTCACTTACGTCCACCATTGTT
CAAAATTTATACAAAAACTACTTGCTCACTTAATTT

Ek2. Sekil 7. HC7 numarali susa ait lef-8 geninin baz sirasi
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EK 3.

AAGAATGGGTATGCGGGTCAGTATTTGTATTCTACTTTTTTAAACACATCAA
GTTTTTACACCAACGTTCAGTGTATGAACGGTATAAACGAAATAGTGCCACC
TCTTGCTGCGGTCCAACGCTACTATGGTCGTGAGGATATGACCAAGTGTCGA
GCGTGGAACACCAGACATCCTAACATTTCGCAACTGTCCACACAATATTCGC
GCGTGACGGTGAGTAACGACATACTTAATTGGAACGTCAAAGTGGGCTTGGG
CACATTTGTGCGTCATCGCATGCG

Ek3. Sekil 1. Hcl numarali susa ait lef-9 geninin baz sirasi

GGTATGCGGGGATCAGGAAACAGCTATGACCAAGAATGGGTATGCGGGTCAG
TATTTGTATTCTACTTTTTTAAACACATCAAGTTTTTACACCAACGTTCAGT
GTATGAACGGTATAAACGAAATAGTGCCACCTCTTGCTGCGGTCCAACGCTA
CTATGGTCGTGAGGATATGACCAAGTGTCGAGCGTGGAACACCAGACATCCT
AACATTTCGCAACTGTCCACACAATATTCGCGCGTGACGGTGAGTAACGACA
TACTTAATTGGAACGTCAAAGTGGGCTTGGGCACATTGTGGCGTCAATCGGA
AATACGT

Ek3. Sekil 2. Hc2 numarali susa ait lef-9 geninin baz sirasi

AAACAGCTATGACCAAGAATGGGTATGCTGTTTCCAGGAAACAGCTATGACC
AAARAACGGGTACGCCGGTCAGTATTTGTATTCTACTTTTTTAAACACATCAA
GTTTTTACACCAACGTTCAGTGTATGAACGGTATAAACGAAATAGTGCCACC
TCTTGCTGCGGTCCAACGCTACTATGGTCGTGAGGATATGACCAAGTGTCGA
GCGTGGAACACCAGACATCCTAACATTTCGCAACTGTCCACACAATATTCGC
GCGTGACGGTGAGTAACGACATACTTAAATTGGAACGTCAAAGTGGGCTTGG
GCA

Ek3. Sekil 3. Hc3 numarali susa ait lef-9 geninin baz sirasi

TTTAAAGATGTTTCTAGGAAACAGCTATGACCAAGAATGGGTACGCCGGTCA
GTATTTGTATTCTACTTTTTTAAACACATCAAGTTTTTACACCAACGTTCAG
TGTATGAACGGTATAAACGAAATAGTGCCACCTCTTGCTGCGGTCCAACGCT
ACTATGGTCGTGAGGATATGACCAAGTGTCGAGCGTGGAACACCAGACATCC
TAACATTTCGCAACTGTCCACACAATATTCGCGCGTGACGGTGCAGTAACGA
CATACTTAATTGGAACGTCAAAGTGGGCTTGGGCACATTGTGGCGACATCCG
CGATATCGTG

Ek3. Sekil 4. Hc4 numarali susa ait lef-9 geninin baz sirasi
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GGAAACAGCTATGACCAAGAATGGGTATGCGGGTCAGTATTTGTATTCTACT
TTTTTAAACACATCAAGTTTTTACACCAACGTTCAGTGTATGAACGGTATAA
ACGAAATAGTGCCACCTCTTGCTGCGGTCCAACGCTACTATGGTCGTGAGGA
TATGACCAAGTGTCGAGCGTGGAACACCAGACATCCTAACATTTCGCAACTG
TCCACACAATATTCGCGCGTGACGGTGAGTAACGACATACTTAATTGGAACG
TCAAAGTGGGCTTGGGCACATTGTGCACATCGCGAATGGG

Ek3. Sekil 5. Hc5 numarali susa ait lef-9 geninin baz sirasi

CCAAAAACGGGTCGCCGTGATCAGGAAACAGTATGACCAAGAATGGGTACGC
GGGTCAGTATTTGTATTCTACTTTTTTAAACACATCAAGTTTTTACACCAAC
GTTCAGTGTATGAACGGTATAAACGAAATAGTGCCACCTCTTGCTGCGGTCC
AACGCTACTATGGTCGTGAGGATATGACCAAGTGTCGAGCGTGGAACACCAG
ACATCCTAACATTTCGCAACTGTCCACACAATATTCGCGCGTGACGGTGAGT
AACGACATACTTAATTGGAACGTCAAAGTGGGCTTGGGCACATTGTGGCACA
TCGGATTGGG

Ek3. Sekil 6. Hc6 numarali susa ait lef-9 geninin baz sirasi

CTACGGGGTGGCATTTTTAGGAAACAGCTATGACCAAAAATGGGTATGCGGG
TCAGTATTTGTATTCTACTTTTTTAAACACATCAAGTTTTTACACCAACGTT
CAGTGTATGAACGGTATAAACGAAATAGTGCCACCTCTTGCTGCGGTCCAAC
GCTACTATGGTCGTGAGGATATGACCAAGTGTCGAGCGTGGAACACCAGACA
TCCTAACATTTCGCAACTGTCCACACAATATTCGCGCGTGACGGTGAGTAAC
GACATACTTAATTGGAACGTCAAAGTGGGCTTGGGCACATTTGTGCGTCATC
GCATG

Ek3. Sekil 7. Hc7 numarali susa ait lef-9 geninin baz sirasi



OZGECMIS

1985 yilinda Trabzon’da dogdu. 1992-1994 yillar1 arasinda Avusturya Hans Sachs
Volksschule ilk Okulu’nda, devaminda 1994-2000 yillar1 arasinda 100. Yil ilkdgretim
Okulu’nda ilkdgretim egitimini tamamladi. Lise egitimini 2000-2003 yillar1 arasinda
Trabzon Lisesi’nde tamamladi. 2004-2005 dgretim yilinda Karadeniz Teknik Universitesi,
Giresun Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii’nde lisans 6grenimine basladi. 2008
yilinda mezun oldu. 2008-2009 &gretim yilinda Karadeniz Teknik Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans 6grenimine basladi. 2012
yilinda Yiiksek Lisans egitimini tamamladiktan sonra 2013 yilinda Karadeniz Teknik
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali’'nda Doktora egitimine

basladi. Evli ve bir cocuk annesidir, yabanci dili Ingilizcedir.
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