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ONSOZ

"Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae) ile Miicadelede Kullanilmak Uzere Yeni Bir
Mikoinsektisit Uretilmesi " isimli bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisti, Biyoloji Anabilim Dali’nda ‘Doktora Tezi’ olarak hazirlanmistir.

Doktora tez konusunu belirleyen, ¢alismalarim sirasinda karsilagtigim tiim giigliiklerin
iistesinden gelmemi saglayan, her tiirlii destegi ve imkani1 vaktinde saglayarak, ¢ok kiymetli
bilgilerinden yararlandigim, aym1 zamanda gerektiginde ailemin yoklugunu aratmayan
danismanim Sayin Prof. Dr. ismail DEMIR ’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvarda maddi manevi imkanlar saglayan Sayin Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG’a,
tez ¢alismalarimin ¢esitli asamalarinda desteklerini esirgemeyen hocalarim Saym Prof. Dr.
Kazim SEZEN, Saym Prof. Dr. Remziye NALCACIOGLU’na ve Sayin Dr. Ogr. Uyesi Cihan
INAN’a, tezimin her asamasinda destegini esirgemeyen hocam Saymn Dog. Dr. Hacer
MURATOGLU na ve tiim mikrobiyoloji laboratuvari ¢alisanlarina siikranlarimi sunuyorum.

Ayrica ¢alismada kullanilan bdcek kiiltiiriiniin temininde yardimlarini esirgemeyen
Sayin Dr. Ogr. Uyesi Pervin ERDOGAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez c¢aligmam siiresince Biyoloji Boliimii Laboratuvar imkanlarindan yararlanmami
saglayan Boliim Baskan1 Sayin Prof. Dr. Bilal KUTRUP’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismalarim siiresince maddi destek saglayan Karadeniz Teknik Universitesi BAP
birimine (FDK-2017-5896) tesekkiir ederim.

Son olarak, hayatimin en yorucu yolculugunda benden destek, anlayis ve sabrini hicbir
zaman esirgemeyen, beni yetistiren ve bugiin oldugum yeri borglu oldugum ailem ve maddi
manevi bana bu yolculukta destek veren sevgili esim Halil BIRYOL’a ve biricik kizzim Mina

Derin BIRYOL’a tesekkiirlerimi sunuyorum.

Seda BIRYOL
Trabzon 2020



TEZ ETIK BEYANNAMESI

Doktora Tezi olarak sundugum “Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae) ile
Miicadelede Kullamlmak Uzere Yeni Bir Mikoinsektisit Uretilmesi’’ baslikli bu calismay1
bastan sona kadar damigmanim Prof. Dr. Ismail DEMIR’in sorumlulugunda tamamladigimi,
ornekleri kendim topladigimi, deneyleri ilgili laboratuvarlarda yaptigimi, baska kaynaklardan
aldigim bilgileri metinde ve kaynakcada eksiksiz olarak gosterdigimi, calisma siirecinde
bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya g¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 18/06/2020

Seda BIRYOL
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Doktora Tezi
OZET

MYZUS PERSICAE (HEMIPTERA: APHIDIDAE) ILE MUCADELEDE
KULLANILMAK UZERE YENI BiR MIKOINSEKTISIT URETILMESI

Seda BIRYOL

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Ismail DEMIR
2020, 124 Sayfa, 4 Sayfa Ek

Tarim alanlarinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan Myzus persicae (Hemiptera:
Aphididae) (Yesil seftali yaprakbiti) ile miicadelede laboratuvar koleksiyonundan segilen
15 adet entomopatojen fungus (5X Metarhizium, 4X Beauveria, 2X Isaria, 2X
Lecanicillium) zararliya karsi test edildi. Doz denemeleri sonunda KTU-24, KTU-51,
KTU-1 ve Pa8 suslarmin 1x107 spor/mL konsantrasyonda %80’in iizerinde 6liim meydana
getirdigi belirlendi. Bu suslarin LCso degerleri sirastyla 0,21x10°, 0,70x10°, 0,96x10° ve
0,17x10° spor/mL olarak hesaplandi. Suslarm virulanslari, gen icerikleri, sicaklik ve UV-B
tolerans Ozellikleri degerlendirildiginde KTU-24 (B. bassiana) ve KTU-51 (M. anisopliae)
suslarmin avantajli oldugu tespit edildi. Bu iki sustan sirasiyla AFISIDAL-OD BBAS-
TR61 ve AFISIDAL-OD MET-TR61 adlarinda, Tiirkiye’de ilk defa yag-bazli yerli
mikoinsektisitler gelistirildi. Formiilasyonlarm 10° spor/mL konsantrasyonda laboratuvar
ve sakst denemelerinde zararli {izerinde sirasiyla %80 ve %75 Oliim etkisi {rettigi
belirlendi. Tezden saglanan sonuglar, her iki iriiniin de M. persicae'nin biyolojik
kontroliinde son derece umut verici oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, mikoinsektisit tiretimi,
fermantasyon, biyolojik miicadele



PhD Thesis
SUMMARY

PRODUCTION OF A NEW MYCOINSECTICIDE FOR USE IN BIOCONTROL WITH
MYZUS PERSICAE (HEMIPTERA: APHIDIDAE)

Seda BIRYOL

Karadeniz Technical University
Institute Of Science and Technology
Biology Department
Advisor: Prof. Dr. Ismail DEMIR
2020, 124 Page, 4 Pages Appendix

Fifteen entomopathogenic fungi (5 X Metarhizium, 4 X Beauveria, 2 X lIsaria, 2 X
Lecanicillium) selected from the laboratory collection were tested on Myzus persicae
(Hemiptera: Aphididae) (Green peach aphid), which caused significant economic losses in
agricultural areas. Dose-response assay, results showed that KTU-24, KTU-51, KTU-1 and
Pa8 strains caused more than 80% death at 1 x 10’ conidia / mL concentration. LCso values
of these strains were calculated as 0.21 x 10°, 0.70 x 10°, 0.96 x 10° and 0.17 x 10° conidia
/ mL, respectively. According to the virulence, gene content, temperature and UV-B
tolerance characteristics of the strains, KTU-24 (B. bassiana) and KTU-51 (M. anisopliae)
strains were found to be advantageous. Of these two strains, name as AFISIDAL-OD
BBAS-TR61 and AFISIDAL-OD MET-TR61, domestic oil-based mycoinsecticide was
developed for the first time in Turkey. The formulations were determined to produce 80%
and 75% mortality effects on Myzus persicae nymphs under laboratory conditions and pot
experiment at 108 conidia/mL concentrations against, respectively. The results obtained
from the thesis show that both products are highly promising in the biological control of M.

persicae.

Keywords: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, mycoinsecticide production,
fermentation, biological control
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Diinyada insan niifusu hizla artmaktadir ve bu artigla birlikte insanlarin besin
ihtiyacglar1 artmaktadir. Besinlerin yetersiz kalmasi1 durumunda ilerde bir aglik probleminin
ortaya c¢ikacagl diisiiniilmektedir. Gida ve Tarim Orgiiti (Food and Agriculture
Organization, FAO)’niin 2017 verileri, 2050 yilinda diinya niifusunun hizla artarak 10
milyar civarima yiikselecegini, tarimsal tiretimin bu ihtiyaci kargilamasinin giiglesecegini ve
aclik sinirinda olan kisi sayisinin giderek artacagini bildirmistir. Yetersiz beslenen insan
sayisinin 2016 yilinda 815 milyona ulastig1 bilinmekte ve ne yazik ki bu sayinin artig1 hizla
devam etmektedir (FAO, 2017).

Diinyadaki sebze ve meyve liretiminde 15 devlet bas1 ¢cekmektedir. Aralarinda ABD,
Cin, Rusya, Tiirkiye, Hindistan, Misir, Italya, iran ve Ispanya’nin da bulundugu bu iilkeler
sebze ve meyve pazarmin %80’ini karsilamaktadir. Uretimin kalan kismi ise 187 iilke
tarafindan yapilmaktadir. Tiirkiye, sebze ve meyve iiretiminde dordiincii biiyiik iiretici
konumundadir.

Topraklarimizda yetistirilen ve ekonomik O6neme sahip olan 60’1n iizerinde kiiltiir
bitkisinin 552 zararl tiiriin tehdidi altinda oldugu bilinmektedir. Bir¢ok sebze ve meyve gibi
seftali liretimi de tlilkemiz tarim1 ve ekonomisinde 6nemli bir yere sahiptir ve seftali bir¢ok
bolgemizde yetistirilmektedir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2018 verilerine gore
tilkemizde, seftali ve nektarin agaglarindan yaklasik 789.457 ton firiin elde edilmektedir.
Tiirkiye bu iiretim ile diinyada altinci sirada yer almaktadir. Genis alanlarda yetistirilen ve
onemli ekonomik degere sahip olan seftali agaglarinda, tek basina veya birlikte zarar yapan
zararli bdcek tiirleri onemli 6l¢iide iiriin kayiplarina sebep olmaktadir. Uriin kayiplarina
neden olan bu zararlilar ile yapilan miicadelede en yaygin yontem zirai ilag (pestisit)
kullanimidir (T.C. Caligma ve Sosyal Giivenlik Bakanligi, Degerlendirme Raporu, Ankara,
2005).

Gecmis yillarda, seftali agaglarinda zarar yapan ve beslenmek icin baska aga¢ ve
bitkileri hedef alan bu zararlilar ile miicadelede genellikle kimyasal miicadele yontemi
uygulanmistir. Bu durum fazla miktarda zirai ilag kullanimin1 beraberinde getirmistir. Fazla

miktarda zirai ila¢ kullanilmasi, dncelikle dogal dengeyi bozmus, meyvelerde ila¢ kalinti



riskinin artmasina ve ¢evre kirliligine neden olmus ve arilarin, baliklarin, av hayvanlariin
ve kuslarin yasamini tehlikeye sokmustur. Tarim ilaglar1 iilkemizde bilingsizce
kullanilmaktadir ve kullanilan bu ilaglarin en zararlilar1 ise kimyasal pestisitlerdir
(Kligerman vd., 2000; Tort vd., 2004).

Tirkiye’de kayith 914 adet bitki koruma tirtinii bulunmaktadir (T.C. Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi, 2018). Kullanilan bu pestisitler 6zellikle kanserojenik, immiinolojik
ve norotoksiktir ve iireme iizerinde olumsuz etkilere sahiptir (Melvin, 2017). Bu kadar

olumsuzluklar bilinmesine ragmen, iilkemizde pestisit kullanimi her gecen giin artmaktadir

(Tablo 1).

Tablo 1. Tirkiye’de tarimsal ilag¢ kullanim1

Yil Insektisitler Fungusitler Herbisitler Akarisitler Rodentisitler Diger (*) Toplam (Ton)
2006 7628 19900 6956 902 3 9987 45376
2007 21046 16707 6669 966 51 3277 48716
2008 9251 16707 6177 737 351 5613 38836
2009 9914 17863 5961 1533 78 2302 37651
2010 7176 17396 7452 1040 147 5344 38555
2011 6120 17546 7407 1062 421 6978 39534
2012 7264 18124 7351 859 247 8766 42611
2013 7741 16248 7336 858 129 7128 39440
2014 7586 16674 7794 1513 149 6007 39723
2015 8117 15984 7825 1576 197 5327 39026
2016 10425 20485 10025 2025 259 6835 50054
2017 11436 22006 11759 2452 236 6209 54098
2018 13583 23047 14794 2486 309 5801 60020

(*) Bitki aktivatord, bitki gelisim diizenleyicisi, bocek cezbedici, fumigant ve nematisitleri
kapsamaktadir (URL-1, TUIK, 2018).

Tiim bu olumsuzluklar neticesinde Ozellikle tarimsal zararlilarla miicadelede
kullanilan kimyasal miicadele disinda farkli yontemler diisiiniilmeye baslandi. Bu miicadele
yontemlerinin basinda kiiltiirel, fiziksel, mekanik, entegre ve biyolojik miicadele yontemleri
gelmektedir. Bu yontemlerden biyolojik miicadelenin uygulanmaya baslanmasiyla kimyasal
pestisitlerin meydana getirdigi tahribatin en aza indirilmesi diisiiniilmektedir. Boylelikle
hem insan sagligt hem de dogada olusabilecek yan etkilerin uzun vadede ortadan
kaldirilmas1  ve daha yasanilabilir ortamlarin olusmasina imkan saglanacagi

diistiniilmektedir.



1.2. Zararhlarla Miicadele Yontemleri

1.2.1. Kiiltiirel, Fiziksel ve Mekanik Miicadele

Kiiltiirel miicadelede zararli i¢in uygun olmayan kosullarin yaratilmasi énemlidir. Bu
yontemde tarlalarin, ormanlarin ve bahgelerin otlardan ve sekonder konaklardan
temizlenmesi bazi zararlilarin taginmasini dnlemekte, boceklerin yumurta birakmasini ya da
sezon disindaki beslenmelerini azaltmaktadir. Ozellikle tarin alanlarinda topragin
islenmesiyle uyku halindeki (diapoz) zararlilar yiizeye ¢ikarak, uygun olmayan hava
kosullar1 ve dogal diismanlara maruz kalarak 6lmektedirler (Jain ve Bhargava, 2007). Tarla
ve bahgelerde ekimin belli bir sirada yapilmasi, bir dnceki donemden kalan bitki
kalintilarindan temizlenmesi, farkli birkag tiir bitki ekilerek biyolojik cesitliligin saglanmasi
ve ekili alanlarin ¢evresine tuzak bitkilerin ekilmesi gibi kiiltiirel yontemler uygulanarak
zararhlarla miicadele miimkiin olmaktadir (DeBach ve Rosen, 1991). Mekanik ve fiziksel
miicadele, birgok zararli bocege karsi kullanilan uzaklastirma ve yok etme yontemini
icermektedir (Jain ve Bhargava, 2007).

Mekanik miicadele, zararlilarla ara¢ ya da makineler kullanilarak yapilan
miicadeledir. Bu miicadele yonteminde genellikle 151k tuzaklari, renk tuzaklar1 ve feromon
tuzaklart kullanilir. Isik tuzaklarinda, bocekler 151k kaynagina dogru yonlendirilir ve 151k
kaynagimin altindaki toplayict kisma diiserler. Renk tuzaklarinda ise boceklerin duyarh
oldugu sar1 renk istiine yapiskan bir madde siiriiliir ve tuzaga yonelen bocek yapigskan
maddeye yapisir. Feromon tuzaklarinda sentetik seks feromonlar1 kullanilarak bocekler bu
tuzaklara gekilir (T.C. Tarim ve Koy Isleri Bakanligi Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii
Zirai Miicadele Teknik Talimatlari, 1995).

Fiziksel miicadele, zararlinin yasadigi ortamin fiziksel 6zelliklerinin degistirerek
yapilan miicadeledir. Bu miicadele yonteminde; mineral tuzlar, suya daldirilma teknigi ve
yiiksek sicaklik kullamlir. Ornegin mineral tuzlarla yapilan fiziksel miicadelede bocegin
viicudunda meydana gelen ¢izikler bocegin su kaybederek 6lmesine neden olur (T.C. Tarim
ve Koy Isleri Bakanlign Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii Zirai Miicadele Teknik
Talimatlari, 1995).



1.2.2. Kimyasal Miicadele

Kimyasal miicadele uygulamalari, 1940°’lh yillarda sentetik pestisitlerin
kesfedilmesinden sonra hizla artmis hastalik ve zararlilarla miicadelede tek kurtarici olarak
goriilmiis ve 1950’11 yillara kadar da uzun siireli olumsuz etkileri fark edilememistir (Uygun
vd., 2010). Kimyasallarin uzun vadede ¢evreye yaptiklari olumsuz etkiler geriye doniissiiz
olsa da kimyasal miicadele, kolay uygulanabilmesi ve sonucunun hemen alinabilmesi gibi
ozellikleri nedeniyle digerlerine oranla ¢ok daha fazla kullanilan bir yontem haline gelmistir.

Ornegin, DDT’nin kesfinden 6nce 1940’1 yillarm basina kadar zararlilarin iiriinde
meydana getirdigi kayip i¢in diinya ortalamas1 %7 iken, 1980’lerin sonunda bu oran %13’e
yiikselmistir (Wilson, 1990). Uriin kaybindaki bu iki katlik oran farki, ila¢ devriminden
sonra baslamis ve ayni1 donem i¢inde ila¢ kullaniminda 12 katlik bir artis meydana geldigi
gorililmiistiir (Poppy, 1997).

Tarimsal zararhlara kars1 yapilan kimyasal miicadelenin dogal yasama karsi olumsuz
etkileri bilimsel ¢alismalarla tespit edilmistir. Uriin kayiplarindaki bu artis, zararlilarda
ilaclara kars1 dayanikliligin artmasi, potansiyel zararlilarin ekonomik zararli durumuna
geemesi ve dogal diismanlarin o6ldiiriilmesi nedeniyle dogal dengenin bozulmasindan
kaynaklanmistir. Bunlara insan ve hayvan sagliginin tehdit edilmesi, gida maddelerindeki
ilag kalintilari, cevre kirlenmesi ve yiiksek ilag fiyatlar1 da eklenince, kimyasal miicadeleye

alternatif ¢evre dostu ve daha ucuz miicadele yontemlerine gecilmesi zorunlu hale gelmistir.

1.2.3. Entegre Miicadele

Entegre miicadele zararli organizmalarin popiilasyon dinamikleri ve cevre ile
iligkilerini dikkate alarak, uygun olan tiim miicadele yontem ve tekniklerini uyumlu bir
sekilde kullanarak, zararli organizmalarin popiilasyon yogunluklarmi ekonomik zarar
seviyesinin altinda tutma bi¢imidir (TOB, 2018). Zararli organizma, kiiltiir bitkilerinde zarar
yapan bocekleri, akarlari, nematodlari, funguslari, bakterileri, fitoplazmalari, viriisleri,
viroidleri, yabanci otlari, kemirgenleri ve kuslar1 kapsamaktadir. Eger bu zararlilarin zarar
seviyesi zarar esiginin iizerine ¢ikarsa, bu seviye zararli ile miicadeleye karar verildigi

yogunluktur (Sekil 1).
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Sekil 1. Zararli ile miicadelede 6nemli olan zarar seviyesi ve ekonomik zarar esigi grafigi
(Alston, 2011)

Ulkemizin genis tarim iiriinlerine ve zengin bir {iriin yelpazesine sahip olmasi
sebebiyle bu {iriinler ile beslenen ve zarar esiginin {istiine ¢gikarak tiriinlerde zarar olusturan
bu zararlilarla en {imit verici, en ¢evre dostu, en ucuz ve en siirdiiriilebilir miicadele

“Biyolojik Miicadele” dir (Torrado-Leon vd., 2006).

1.2.3.1. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele, bir zararli organizmanin popiilasyon yogunlugunu veya etkisini
zarar esiginin altina indirmek ve daha zararsiz hale getirmek icin baska organizmalarin
kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001). Dogada boceklerin hastalanmalarina ve oliimlerine
neden olan kaynag viriis, bakteri, protozoa, fungus ve nematod olan birgok mikroorganizma
mevcuttur (Demirbag, 2008). Entomopatojen olarak adlandirilan bu organizmalar, bocek
populasyonlarinin dengede tutulmasinda tarla, bahce, sera ve orman =zararlilarinin
miicadelesinde, veterinerlik ve tibbi alanlarda zararlara yol agan vektdr ve zararli boceklerin
biyolojik miicadelesinde kullanilir (Tanada ve Kaya, 1993; Lacey ve Kaya, 2000; Lacey vd.,
2001).



1.2.3.1.1. Mikrobiyal Miicadele

Mikrobiyal miicadele ise biyolojik miicadele etmenleri olarak viriis, bakteri, protozoa,
fungus ve nematod gibi mikroorganizmalarin kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001; Lacey
ve Goettel., 1995; Demirbag, 2008). Bircok viriisiin boceklerin hastalanmasina neden olarak
bocek salgilarimi etkiledikleri bilinmektedir. Cigneyici agiz yapisina sahip bdcekler,
Ozellikle yaprak yiyenler, viriis enfeksiyonlarina karsi daha hassastir. Bu durumda yaprak
yiyen Lepidoptera tirtillariyla, Hymenoptera’nin yalanct tirtillart viral etmenlerden daha
fazla zarar goriirler (Gencer vd., 2019; Eroglu vd., 2018; Bayramoglu vd, 2018; Demir vd.,
2014). Virisler bircok bocek takimiyla iligkilidir. Bununla birlikte biiyiik bir kismi
Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera (%4) takimlarinda bulunmaktadir.

Entomopatojen bakterilerden Bacillus thuringiensis Berliner giiniimiizde zararli
boceklere karst en fazla kullanilan mikroorganizmadir. Bu alanda bir¢ok arastirmacinin
calismalari mevcuttur (Eski vd., 2015; Cakici vd., 2014; Ozgen vd., 2013; Demirci vd., 2013;
Danismazoglu vd., 2012; Demir vd., 2012; Sevim vd., 2012). Bu bakteriden {iretilen
mikrobiyal insektisitlerin ¢ok biiyiik bir kismint (%95) Bacillus thuringiensis kokenli
biyoinsektisitler olusturmaktadir (Eski vd., 2018; Gaugler, 1997; Georgis, 1997). Birgok
alanda kullanilmasina ve iiretilmesine ragmen bdcegin bakteriyi agiz yoluyla almasi1 ve etki
mekanizmasinin zaman almasi ve etmene karsi direng gelistirmesi neticesinde, glinlimiizde
entomopatojen funguslar da en ¢ok tercih edilen biyolojik miicadele etmenlerinden biridir.

Protozoonlarin zararli bocek popiilasyonlarinda meydana getirdikleri salginlar, az
rastlanilan bir durum olmasina karsin, neden olduklar1 bireysel ve kiigiik gruplar halindeki
Oltimler, zararli bocek popiilasyonlarinin zarar esiginin altinda tutulmasi bakimindan
onemlidir (Maddox, 1987). Entomopatojen protozoonlar genellikle konaga o6zgiidiir.
Boceklerde olusturduklari hastaliklar yavas ilerler. Virulanslar1 diisiiktiir ve cogu kez
boceklerde kronik enfeksiyonlar olustururlar. Virulanslarmin diisiik olmasi nedeniyle
protozoonlarin enfekte ettigi boceklerin 6liimii bazen haftalar siirebilir (Hoffman ve
Frodsham, 1993).

Boceklerde parazit olarak yasayan ve bazi durumlarda oliimlerine yol agan bir¢ok
nematod tliri bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda bircok nematod
familyasina ait tiirlerin, bocekler ve diger omurgasiz hayvanlarla iliskili oldugu
belirlenmistir (Poinar, 1990; Kaya ve Stock, 1997; Yilmaz vd., 2009; Erbas vd., 2014; Gokce
vd., 2013; Gokge vd., 2015). Steinermatidae ve Heterorhabditidae familyalar1 giintimiizde,



Ozellikle toprak boceklerinin mikrobiyal miicadelesinde en sik kullanilan gruplardir (Liu vd.,
2000; Lacey vd., 2001). Bu nematodlar, B. thuringiensis’den sonra, Amerika’da yillik 2-3
milyon dolarlik pazar satislariyla en fazla kullanilan mikrobiyal miicadele etmenleridir
(Georgis, 1997).

1.2.4. Entomopatojen Funguslar

Funguslar genellikle, spor iireten, klorofil tasimamalari nedeniyle hazir besinlere
ihtiya¢ duyan, ipliksi, dallanmis somatik yapiya sahip (hif) ve tipik olarak hiicre duvari
bulunduran hem eseyli hem de eseysiz olarak ¢cogalan dkaryotik organizmalardir. Funguslar,
fermantasyon yapmalari, ayristirici olarak besin zincirinde yer almasi, tibbi 6énemi olan
bilesiklerin ve pek ¢ok ticari kimyasal maddenin iiretilmesinde kullanilmalar1 nedeniyle
ekolojik, ekonomik ve tibbi yonden 6nemli organizmalardir (Alexopoulos vd., 1996).

Entomopatojen funguslar bocek viicuduna saldirir, seri olarak enfeksiyona neden olur
ve sonunda onlar1 Sldiiriir. Singkaravanit vd. (2010), entomopatojen fungusu “bdcege
saldirarak onu enfekte eden ve oldiiren bir grup fungus” olarak tanimlamistir.
Entomopatojen funguslar (EPF), driimcekler, bocekler ve konake1 popiilasyonlarinin dogal
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Eilenberg vd., 2001). Khachatourians ve Sohail
(2008)'e gore, 90 cinsten 700'den fazla entomopatojen fungus tiirii boceklere karsi
patojeniktir. En 6nemli 6zelliklerinden biri, hedef zararliya mekanik olarak zarar vermeleri
ve boylece zararlinin daha 6nceden kimyasal veya mikrobiyal kaynakli insektisitlere karsi
gelistirmis oldugu bagisiklik mekanizmalariyla kendini koruyamamasini saglamasi ve
6liimiine sebep olmasidir (Charnley ve Collins 2007).

Entomopatojen funguslar, 100 yil1 agkin bir siiredir biyolojik miicadele etmeni olarak
kullanilmaktadir (Hall vd., 1982). Tanimlanmis fungus tiirlerinin toplam sayisinin %]1'inden
azini temsil eden EPF’lerin (McLaughlin vd., 2009), birgok bocek ve araknid tiirlerinin dogal
diismanlar1 arasinda oldugu tartisilmaz bir gercektir. Bunun sonucunda EPF’ler
eklembacaklilarda enfeksiyon yapmakta ve bu nedenle evrimsel yonde savunma
onlemlerinin ve viriilansla ilgili 6zelliklerin gelisimine katkida bulunmaktadir (Pedrini vd.,
2015)



1.2.4.1. Entomopatojen Funguslarin Simiflandirilmasi

Entomopatojenik fungus tiirlerinin bir cogu Ascomycota ve Zygomycota boliimleri
icerisinde yer almaktadir. Ascomycota igerisinde pek cok tiir Hypocreales, Zygomycote ve
Entomophthoralean takimlarina aittir (Roy vd., 2006). Bazi 6nemli entomopatojenik
funguslarin detayli siniflandirilmasi Tablo 2’de verilmistir (Roy vd., 2006; Humber, 2008;
Sevim, 2015).

Tablo 2. Funguslarin siniflandirilmast ve bazi 6nemli entomopatojen funguslarin
taksonomik pozisyonlari

Sube Chytridiomycota
Sube Neocallimastigomycota
Sube Blastocladiomycota .
Sube Microsporidia '5'_3
Sube Glomeromycetes Z
Alt Sube Mucormycotina (filum atanmadi) l<\l = %
Alt Sube Kickxellomycotina (filum atanmadi) 2 2 S
Orders Harpellales, Asellariales é’ > 2
Alt Sube Zoopagomycotina (filum atanmadi) 8 =
Alt Sube Entomophthoromycotina (filum atanmadi) &
Takim Entomophthoralean
Familya Entomophoraceae
Cins Furia
Massospora
Strongwellsea
Pandora
Tarichium
Entomophaga
Entomophthora
Erynia
Eryniopsis
Familya Neozygitaceae
Cins Neozygites
Zoophthora
Alt Alem Dikarya
Sube Ascomycota
Alt Sube Pezizomycotina
Sinif Eurotiomycetes
Sinif Dothideomycetes
Sinif Laboulbeniomycetes
Sinif Lecanoromycetes (likenler)
Sinif Orbiliomycetes




Tablo 2’nin devami

Simif
Takim
Familya
Cins

Familya
Cins

Familya
Cins

Sube
Alt Sube
Siif
Takim
Alt Takim

Sordariomycetes
Hypocreales
Clavicipitaceae

Telemorf Hypocrella
Metacordyceps
Regiocrella
Torrubiella

Anamorf Aschersonia
Metarhizium
Nomuraea
Paecilomyces-gibil
Pochonia
Rotiferophthora

Cordycipitaceae

Telemorf Cordyceps s.str.
Torrubiella

Anamorf Beauveria
Engyodontium
Isaria
Lecanicillium
Mariannaea-gibi
Microhilum
Simplicillium

Ophiocordycipitaceae

Telemorf Ophiocordyceps
Elaphocordyceps
Anamorf Haptocillium
Harposporium
Hirsutella
Hymenostilbe
Paecilomyces gibil
Paraisaria
Sorosporella
Syngliocladium
Tolypocladium
Verticillium gibi2
Basidiomycota
Pucciniomycotina
Pucciniomycetes
Septobasidiales
Ustialginomycotina

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

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

1.2.4.2. Fungal Enfeksiyon

Yasam dongiileri ¢cogunlukla konaklarin gelisme safhalar1 ile es zamanli olarak
gerceklesen entomopatojen funguslarin hayat dongiilerinde bir¢ok benzerlik vardir (Shah ve
Pell, 2003; Roy vd., 2006). Entomopatojen funguslar, konaklarini solunum deliklerinden ve
integumentin yiizeyinden enfekte edebilme ozelligi ile bakteri ve viriislerden farklidir.
Bakteri ve viriisler sadece agiz yoluyla alinmakta ve bocek bagirsaginda etkisini gostererek
konaklarin1 enfekte etmektedir. Bakteri ve viriislerin aksine entomopatojen funguslarin,
boceklerin beslenme yolu ile degil dogrudan konagi enfekte edebilecegi bilinmektedir. Bu
ozellik EPF’lara zararlilarin mikrobiyal miicadelesinde 6nemli avantajlar saglamaktadir
(Lacey ve Goettel, 1995).

Funguslar, hiicre duvarindaki engelleri asarak, enfeksiyonu kismen fiziksel kismen de
enzimatik olarak gergeklestirir. Entomopatojenik funguslarin yasam dongiilerinde iiretilen,
eseysiz olarak tireyen enfektif bir spor, konagin kiitikulasina tutunarak giris yapar (Castrillo
vd., 2005; Shah ve Pell, 2003). Giristen sonra spor ¢imlenerek ¢imlenme tiipiinii olusturur
ve bunu takiben giris organi olan appressorium olusumu meydana gelir (Hajek ve Leger,
1994) (Sekil 2).

Giris sathasinda, kiitikulay1 degrede eden enzimler (proteaz, kitinaz ve lipaz) konaga
giriste Oonemli rol oynamaktadir (Clarkson ve Chamley, 1996). Giris bolgesinde
melanizasyona neden olan aktif sporlar hemosele kadar ilerler (Ferron, 1978). Konaga girisi
takiben, hemoselin igerisindeki filamentdz fungus yapilart maya benzeri hifal yapilara veya
protoplastlara (blastospor) gegis yapar. Bu yapilar hemosel igerisinde dolasir ve
tomurcuklanma ile ¢cogalirlar. Daha sonra tekrar filament6z yapilara gecis yapilarak fungus
i¢ dokular1 ve organlari istila eder ve konak savunma sistemini etkisiz hale getirmeye calisir
(Sekil 2).

EPF’lar konag: istila eder oliimiine neden olur (Castrillo vd., 2005). Bdcegin
6liimiinden sonra, EPF’lar kadavradan digar1 dogru sporlagmaya baslar ve konidiyogenezis
kadavranin dis ylizeyinde meydana gelir (Goettel vd., 2005; Shah ve Pell, 2003). Dis

ylizeyden baska konaklara bulasarak konaktan konaga yayilimini siirdiiriir. Funguslar,
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enfeksiyon icin uygun olmayan cevresel kosullarda, bu kosullara dayanikli dinlenme

yapilarini (resting spores) olusturur (Zhao vd., 2016).

Spor Appressorium
Enikuul

Orta Bagirsak

Sekil 2. Entomopatojen funguslarin etki mekanizmasi

1.2.4.3. Fungal Enfeksiyonun Baslamasinda Etkili Olan Enzimler

Entomopatojen funguslarda viriilansin en iyi gostergesi spor boyutu, adhezyon ve
germinasyon hizidir (Altre vd., 1999; Chandler vd., 1993; Lane vd., 1991). Bu 6zellikler
bazi funguslara veya suslara 6zgiidiir bu nedenle entomopatojen funguslar viriilans sinirlidir.
Tiim entomopatojen funguslar, konake1 kiitikiiliin i¢ine girmesine yardimei olmak igin
iretilen kiitikiilay1 degrede eden enzimlere (lipazlar, kitinazlar, proteazlar) sahiptir (Butt,
2002). Yiiksek derecede patojenik tiirler, saptanabilir miktarlarda hiicre dis1 kitinaz, lipaz ve
proteaz aktiviteleri gosterir (Samuels vd., 1989). Bir¢ok c¢alismada 6nemli bir viriilans
belirleyici proteolitik enzimler serin proteaz (Prl) enzimi, bocek kiitikiilii tarafindan uyarilan
subtilisin benzeri bir ekstraselliiler bir enzimdir (Butt, 1998; Wang, 2002). Epikiitikiiliin
lipazlar tarafindan pargalanmasindan sonra bocegi istila eden funguslar, protein materyalini

bozan biiyiik miktarlarda Prl (serin-proteaz) tiretir. Diger taraftan, amino peptidazlar ve
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ekzopeptidazlar tarafindan aminoasitlere indirgenmis proteinlerin daha ileri degradasyonu,
entomopatojen funguslara besin saglamak i¢in yapilmaktadir (Wang vd., 2002). Prl ve
tripsin benzeri proteaz (Pr2) aktiviteleri Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii,
Metarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi ve Metarhizium flavoviride'de belirlenmistir
(Wang vd., 2002; Liu vd., 2007) Bu proteazlar, ilk kiitikiil degradasyon asamasinda
salgilanir ve AMPC 'nin aracilik ettigi protein kinaz A'y1 (PKA) aktive ederek sinyal
transdiiksiyon mekanizmasini uyarirlar (Fang vd., 2009). Prl proteazin, fungusun hiicre
disina tutunmasinda kiitikiil enfeksiyonunu baslattigi, ¢alismalarla dogrulanmistir (Mustafa
ve Kaur, 2009). Bu enzimi kodlayan genin prlA ve prilB bélgeleri mevcuttur ve prlB gen
bolgesi ve prlA gen bolgesi arasinda %54 amino asit benzerligi oldugu ve bu iki gen
bolgesini birbirinden ayiran en biiyiik farkin katalitik etkisi oldugu bilinmektedir (Joshi vd.,
1997).

Kitinaz, entomopatojen funguslarin patojenitelerini belirleyen faktorlerden biridir
(Charnley ve Leger, 1991). Kitinazlarin bazilar kiitikiilay1 degrede eden enzimlerdir ve
bocek kiitikiiliinii hidrolize etmek i¢in proteazlarla sinerjistik olarak etki eder (Leger, 1986).
Ozellikle M. anisopliae ve Beauveria bassiana cesitli islevlere sahip kitinaz enzimi iiretir
(Kang vd., 1998; Screen vd., 2001). Ek olarak, Fang vd. (2005), bir kitinaz geninin (bbchitl)
asirt ekspresyonunun, yabani tip bir susa kiyasla Myzus persicae Sulzer viriilansini
arttirdigini kanitlamistir.

Kitinazlar, entomopatojen funguslarda germinasyon, hifal biiylime, morfogenez,
beslenme ve rekabette proteazlarla is birligi yapmaktadir. Cesitli caligmalarla entomopatojen
funguslarda kitinazin en 6nemli gorevleri, i. Fungus hiicre duvarinda veya besin kaynagi
olarak kullanilan eklembacaklilarin dis iskeletlerindeki kitinin yikimi, ii. Funguslarda hif
bliylimesi, dallanma, otoliz ve rekabet sirasinda hiicre duvarlarimin yeniden modellenmesi,
iii. Ayn1 ekolojik nis i¢erisinde bulunan diger funguslardan korunma seklinde belirlenmistir
(Adams, 2004).

Lipazlar, funguslarin endiistriyel uygulamalar i¢in en onemli kaynaklarindandir.
Bunun sebebi, fungal enzimlerin genellikle hiicre dis1 olarak salgilanmasi ve fermentasyon
ortamindan ekstraksiyonu kolaylastirmasidir (Pandey vd., 1999). Bocek kiitlesinin dis
tabakas1 olan epikiitikula, hidrofobiktir ve mikrobiyal saldirtya kars1 ilk engel olarak islev
goriir. Heterojen bir lipid karisimi, uzun zincirli alkenler, esterler ve yag asitleri, bocek
kiitikiiliinlin ana bilesenidir. Lipazlar, bocek i¢ kisminda bulunan lipoproteinlerin, yaglarin

ve balmumlarinin ester baglarinin hidrolizinden sorumludurlar (Ali vd., 2009). Lipazlar
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kiitikiillere 6nemli 6l¢iide niifuz eder ve biitiinliigi pargalayarak degradasyonu baglatir.
Epikiitikiil tabakasinin degradasyonu, prokiitikiilde yer alan proteinli materyali degrede eden
fungal proteazinin iiretimi ile takip edilmektedir. Lipaz yardimi ile sporlarin epikiitikulaya
yapigmasi, kiitiklil mumsu ylizeyindeki yag asitlerinin ve alkenlerin bozunmasini baslatan

zorunlu bir 6n asamadir (Silva vd., 2010).

1.2.4.4. Entomopatojen Funguslar: Etkileyen Biyotik ve Abiyotik Faktorler

Entomopatojen canlilar1 etkileyen biyotik faktorlerin basinda konukc¢u yogunlugu,
sagligl, yasi, dagilimi, yasam periyodu ve konuk¢u davraniglar1 gelmektedir (Inglis vd.,
2001; Klingen ve Haukeland, 2006). Enfekte olmus konukgular, kotii beslenme ve fiziksel
zay1flik gibi durumlardan dolay1 diger patojen saldirilarina karsi daha direngsiz kalir. Yasam
periyodunun gémlek degistirme evresinde bocekler, derilerinin ince olmasi nedeniyle fungal
patojenlere kars1 olduk¢a duyarlidir (Inglis vd., 2001; Klingen ve Haukeland, 2006).

Konukgu popiilasyonu igerisinde 6lim oranin1 etkileyen bulasicilik, virulans,
toksinlerin iiretimi, patojenin yasam dongiisii, patojen yogunlugu, dagilimi ve kalicilig1 gibi
bircok faktér mevcuttur (Van Driesche ve Bellows, 1996; Inglis vd., 2001). Belirli bir
patojen tiirliniin genotipi o patojenin belirli bir konukg¢uya karsi bulasiciligini ve
virulansligin etkiler.

Zararlinin kiitikulas1 savunma sisteminde sadece ilk degil ayn1 zamanda en biiyiik
bariyerdir (Pekrul ve Grula, 1979). Kiitikulanin yapisal 6zellikleri ve yiizeyinde bulunan
enzim inhibitorleri ve antimikrobiyal bilesikler, zayif patojenlerin kolayca elimine
edilmesini saglar. Kandan kaynaklanan savunma sistemi ise fungusun hastalik olusturma
yeteneginde az bir etkiye sahiptir (Charnley ve Collins, 2007).

Entomopatojen funguslarin patojenitesini etkileyen abiyotik faktorler sicaklik, nem,
kuraklik, 151k, UV, pH ve toprak tipi sayilabilir (Inglis vd., 2001; Klingen ve Haukeland,
2006; Zimmermann, 2007). EPF’lar konukgularimin igerisine kiitikiile yiizeyinden
girmektedir. Ancak, viicut igerisine giris i¢in uygun sicaklikta sporlarin ¢imlenmesi ve hif
gelisiminin baglamasi gergeklesmektedir (Griffin vd., 2005; Klingen ve Haukeland, 2006;
Zimmermann, 2007). Bir¢cok EPF tiirii, 15 ile 30 °C arasindaki sicakliklarda biiylime
gostermektedir (Osborne vd., 1990).

Nem ve kuraklik patojenite acisindan 6nemlidir. Yiiksek nem hem fungus sporlarinin

c¢imlenmesini hem de enfekte olmus kadavrada spor olusumunu tetiklemektedir. Yaklasik
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%92-93 bagil nem fungus sporlarinin ¢imlenmesi i¢in alt sinir teskil etmektedir (Hall ve
Papierok, 1982). Bir¢ok arastirmaci tarafindan da gosterildigi gibi zaman ve radyal biiyiime
arasinda dogrusal bir iliski vardir (Pirt, 1967). Ozellikle 1liman iklimlerde Myzus persicae
‘nin zararmni azaltmaya yonelik gelistirilen mikoinsektisitlerde diisiik ve yiiksek sicakligin
degerlendirilmesi biiylik 6nem tagimaktadir (Yeo vd., 2003).

EPF’leri etkileyen UV ile ilgili ¢esitli ¢calismalar yapilmistir. Giiniimiize kadar olan
calismalarda UV-B (290-330 nm) radyasyonunun funguslar iizerindeki etkisi sasirtici bir
sekilde ihmal edilmistir. Ciinkii birgok fungusda morfogenez ve ozellikle sporiilasyonun
UV-B radyasyonuna duyarli oldugu bilinmektedir (Ensminger, 1993; Vakalounakis ve
Christias 1981, 1986a).

Fungus tiirlerinin, 6zellikle sicaklik, yasam evresi, su mevcudiyeti, liretim ve hasat
metodu gibi bir¢ok faktdre cevap olarak dogada kalmasi genis dlgiide degisir. Bunlardan,
Beauveria ve Metarhizium cinsine ait suslarin sporlarinin ¢ogu sicaklikta en uzun siire
hayatta kalabildigi ve daha ¢ok bu iki cinse ait tiirler kullanilarak biyolojik miicadele
preparatlarinin tiretildigi bilinmektedir (Burges, 2012).

1.2.4.5. Entomopatojen Funguslarin Dagilimi ve Yayilimi

EPF’larda enfektif yapilarin dagilmasi, Hypocreales takiminda sporlar1 kadavradan
pasif olarak riizgar ve yagmur gibi etkenlerle ve Entomophthoralean takiminda ise
hidrostatik basing altinda aktif olarak konak hala canli iken saglanmaktadir (Meyling ve
Eilenberg, 2007; Shah ve Pell, 2003). Baz1 Entomophthoralean funguslara ait sporlarin
yayilmasi, enfekte sinekler ve baz afit tiirleri funguslari tagiyarak farkli yerlere yayilmasin
saglamaktadir (Meyling ve Eilenberg, 2007; Shah ve Pell, 2003). Baz1 eklem bacaklilar
entomopatojenik tiirlerin yayiliminda gorev yapmaktadir (Dromph, 2003; Meyling vd.,
2006). Ayrica, dinlenme yapilarinin olugmast pek ¢ok fungusun yayilimi i¢in ana faktor

olmaktadir (Goettel vd., 2005; Shah ve Pell, 2003).

1.3. Entomopatojenik Funguslardan Formiilasyon Gelistirilmesi

Entomopatojen funguslar, zararli boceklerin miicadelesinde dikkat ¢ekici bir 6neme

sahiptir. Mikoinsektisitler toplam insektisit pazarinin ¢ok az bir kismini olusturmaktadir



15

(Fang vd., 2005). Mikoinsektisitlerin iiretilmesinde ve etkinliginin belirlenmesinde dikkat
edilmesi gereken maddeler vardir. Bunlar; yavas etki gostermeleri, raf émriiniin kisa olmasi,
uygulama sonrasi alanda canli kalabilme 6zelligi ve tiretim maliyetleri en 6nemlileridir.

Bu olumsuz durumun iistesinden, iiriin gelistirilmesi diisliniilen susun zararlinin
bulundugu dogal ¢evreden temin edilmesi, genetik miihendisligi, formiilasyon ¢esitleri ve
uygulama teknikleri sayesinde gelinebilir (Goettel vd., 2005). Giiniimiizde, diinya ¢apinda
entomopatojenik funguslardan olusan pek ¢ok ticari preparat bulunmaktadir ve bunlar ¢esitli

zararlilarla miicadelede kullanilmaktadir (Goettel vd., 2005).

1.3.1. Formiilasyon

Bir bitki koruma iiriinii i¢erisinde bulunan ve zararlilar iizerinde Sldiiriicii, kagiric
cekici etkinligi olan maddelere aktif madde denilmektedir. Aktif maddeler pestisit iireten
firmalarin laboratuvarlarinda olduk¢a zahmetli ve pahali Ar-Ge calismalar1 sonucunda
ortaya ¢ikarilmaktadir. Biyolojik olarak etkinligi kanitlanmis (viriis, bakteri, fungus,
nematod, bitki ekstrakti vb.) mikrobiyal etmenlerin, yardimc1 maddeler ile yapilan fiziksel
karigimina formiilasyon adi verilir. Bu formiilasyonlarin, zararlilar tlizerinde etkili,
ekonomik, insan ve ¢evre sagligina en az zarar olusturmasi hedeflenmektedir.

Giiniimiizde mikrobiyal etmenlerden iiretilen formiilasyonlar, 6zellikle kimyasal zirai
ilaglara karsi, ekolojik olarak dostca bir alternatif sunduklari i¢in, bilim insanlari, toplum ve
o0zel sirketler arasinda zararlilarla miicadelede anlamli bir ivme kazanmaktadir. Ayrica,
biiylik 6l¢iide insektisit kullanilmasi zararli bocekleri insektisitlere direngli hale getirmistir.
Bu faydali mikroorganizmalar arasinda EPF’ler, viriis ve bakteri gibi agiz yoluyla
alinmasina gerek olmadigi i¢in son zamanlarda daha ¢ok kullanilir hale gelmistir (Humber,
2008).

Mikoinsektisitler son yirmi yilda farkli formiilasyon cesitlerinin iiretilmesi ve
zararllar tizerinde alinan etkili sonuclar1 nedeniyle biiytik popiilerlik géstermislerdir. Faria
ve Wraight (2007), %40'1 Beauveria bassiana ‘dan %39'u Metarhizium anisopliae sensu lato
‘dan iiretilen 110 ticari iiriin kaydetmistir. Uriinlerin geri kalan1 Beauveria brongniartii,
Isaria fumosorosea, Isaria farinosus, Lecanicillium longisporum ve Lecanicillium
muscarium'u icermektedir. Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria

fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) ve Verticillium lecanii gibi bazi tiirler ise
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bircok tlilkede pek ¢ok zararliyla miicadelede ticari olarak iiretilerek kullanilmaktadir (Rath,
2000). Bircok EPF, suni ortamda kitlesel olarak {iretilebilmekte ve biyolojik miicadelede
uygulanabilmektedir (Jaronski, 2010).

Bu iiretimde ¢ok uluslu bir¢ok tarimsal kimya sirketi (BASF, Monsanto, DuPont ve
Arysta gibi) EPF’ler mikoinsektisit gelistirmektedirler (Ravensberg, 2015). Mikoinsektisit
gelistirilmesinde ilk adim, zararli bocekleri kontrol etmek i¢in en iyi fungus susunun

sec¢ilmesidir.

1.3.2. Sus Se¢imi

En uygun susun sec¢imi, mikoinsektisit gelistirilmesinde kritik dneme sahiptir (Talwar,
2005). Sus secim siirecinde, fungus izolatinin sadece viriilans1 degil, ayni zamanda
ekonomik olarak tiretilebilecek stabil bir propagiil olusturma potansiyeli olup olmamasina
gore de degerlendirilmesi gereklidir. Bu nedenle se¢imi yapilacak olan izolatlarin, uygun
propagiil se¢imi, ongoriilen kullanimi (havai konidiya, blastospor, mikrosikloretiya ve
mikrosikl), viriilansinin yiiksek olmasi, kuraklik toleransi, termal toleransi, ¢gimlenme ve
enfeksiyon hizi, ¢evresel stabilite, lireme yetenekleri, UV toleransi, uzun siireli kararliliga
(raf omrii) sahip ve hedef bocek(ler) icin tipik olan cevresel ve ekolojik kosullar altinda
tutarh etkinlik gosterebilen bir sus olmalidir (Jackson vd., 2010; Vega vd., 1999; Fernandes
vd., 2015). Ozellikle sus se¢iminde dikkat edilen, EPF’un hangi propagiil yapida daha etkili
oldugudur.

Yukarida belirtilen 6zellikleri tagiyan lIsaria, Beauveria, Lecanicillium, Hirsutella,
Nomuraea ve Metarhizium cinsine ait entomopatojen fungus tiirleri, sivi bir kiiltiirde "maya
benzeri (blastospor)” sekilde biiylime gosterir. Bocek igende maya benzeri biiylime
gostermesi besin maddelerine daha iyi erismesine izin verir ve ayrica bir viriilans faktorii
olarak kabul edilir. Ciinkii blastosporlar, bu sayede bocegin bagigiklik sistemini aldatma
yetenegine sahiptir (Wang ve St Leger, 2006; Humber, 2008; Boomsma vd., 2014; Pendland
ve Boucias, 1997).

Blastospor kullanimi, sprey uygulamalart ig¢in uygun mikoinsektisitler olarak
onerilmektedir (Jackson vd., 1997; Kleespies ve Zimmermann, 1998; Mascarin vd., 2015).
Yukarida verilen cinslere ait suslardan iiretilen blastosporlarin hizli bir ¢imlenme oranina

sahip olmasi (6rnegin, |. fumosorosea blastosporlari i¢in 6 saatte>%90 ¢imlenme ve havai
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konidiyalar ig¢in 16-24 saat), belirli kosullarda mikoinsektisit olarak bunlarin
kullanilmalarinda fayda saglayan bir 6zelliktir (Vega vd., 1999). Bu hizli ¢cimlenme, havai
konidiya ile karsilastirildiginda, uygulamadan sonra zararli ¢evresel strese (UV, diisiik nem)
maruz kalma siiresini azaltabilir. Blastosporlar, birgok avantajli goriinen 6zellikleri disinda
havai konidiyalara kiyasla, gevresel baskilara karsi daha az toleranslidir ve daha az raf
Oomriine sahiptir. Havai konidiya ve blastosporlar arasindaki bu esitsizlik, sporlarin bir bocek
tarafindan sekonder olarak alindig1 durumlarda olduk¢a 6nemlidir. Yapilan ¢caligmalarda M.
anisopliae ve Hirsutella thompsonii blastosporlarinin kararliligi sinirlt kararliliga ve havai
konidiyalardan daha diistik viriilans etkisine sahip olduklar1 gosterildi (Adamek, 1963;
Winkelhoff ve McCoy, 1984). Bu o6zellikte olan suslara ait havai konidiyadan iretilen
mikoinsektisit formiilasyonlarin daha etkili olacag: diisiiniilmektedir.

Bagka bir propagiil olan mikrosikl konidiya, sivi ortamda, ¢imlenen bir havai
konidiyum tarafindan, hifal biiyiimeye miidahale etmeden dogrudan iiretilir (Anderson ve
Smith, 1971). Bu mikrosikl konidiyalarin havai konidiyalardan ultra-yapisal ve morfolojik
farkliliklar1 vardir. Bu sporlar duvarinda bir tabakadan yoksundur ve bazi farkli fiziksel
ozelliklere sahiptirler (Hegedus vd., 1990). Mikrosikl konidiyalarin ¢imlenme hizi,
blastosporlar ve havai konidiyalarin arasindadir.

Havai konidiyalardan iiretilen ve toprak alt1 zararlilar1 i¢in en uygun mikoinsektisit
cesidi olan graniller formiilasyonlar, siirekliligini koruyabilen kalict bir fungus
propagiiliidiir. Graniiler mikoinsektisitlerde kullanilan substratlar, rehidrasyonda konidiyal
¢imlenmeyi, vejetatif biiylimeyi ve sporiilasyon veya basit¢e konidiyanin canliligini, hedef
bocegin graniil ile temas etmesi i¢in yeterince uzun siire koruyabilir ve bdcege spor
transferini kolaylastirir. Herhangi bir susun dogal spor tretimi, belirli fermantasyon
kosullarina cevap veren genetik belirleyicilere sahiptir. Hypocrealean EPF'lerin (6rnegin,
Beauveria, Metarhizium, Isaria ve Lecanicillium) ¢cogalacagi ve havai konidiya olusturacagi
kat1 bir substrat {izerinde biiyiime, bu cinslere ait funguslar i¢in ideal biiyiime ortamlaridir.
Fakat ayn tiire ait farkli suslar i¢in azdir. Hatta bazi suslar piringte biiylimeye tepkisizdir ve
bunun sonucunda da diisiik verim elde edilir. Aschersonia, Hirsutella ve Nomuraea cinsleri
piring taneleri iizerinde yetistirildiginde ¢ok diisiik spor verimi iireten cinsler arasindadir
(Jaronski, 2013). O nedenle, bir mikoinsektisit {iretimi i¢in sus secerken tiirlin soylari
arasinda da onemli farkliliklar olabilecegi goz ardi edilemez bir gergektir (Jaronski, 2013).
Bundan dolay1, viriilans1 yiiksek ve genetik olarak kararli bir susun se¢ilmesi, tiretim i¢in

¢ok onemlidir.
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Fungus izolasyon ¢alismalarindan elde edilen veriler, hem yerel tiir ¢esitliligi hakkinda
bilgi vermekte hem de yerel izolatlarin elde edilmesini saglamaktadir. Bu veriler o bolgede
yayilis gosteren zararlt bocek popiilasyonlarin kontrol altina alinmasinda hem korumaci
biyolojik miicadelede hem de kitle halinde salimda kullanilmak {iizere faydali bilgiler
saglamaktadir (Meyling ve Eilenberg, 2006). Su an itibariyle, gevreye salinan fungal
biyolojik miicadele etmenleri c¢evresel yeterlilik eksikligi nedeniyle siklikla toprakta
tutarsizlik sergilemektedir (Jackson vd., 2000). Bunun haricinde, yerel izolatlar hedef bocek
ile ekolojik uyumluluga sahip olabilir ve egzotik (yabanci) izolatlarla karsilastirildigi zaman
hedef dis1 organizmalar iizerinde daha az riskte etkiye sahip olabilir (Gulsar Banu vd., 2004).

Son on yilda Metarhizium’dan iretilen mikrosklerotiya, tasiyici graniil tizerindeki
konidiya bir alternatif sunmaktadir (Jackson ve Jaronski, 2009). Bu sklerotiyal formlar
kurumaya toleranslidir ve in situ olarak konidiya iiretmek i¢in toprakta sporojenik olarak
cimlenme saglandiginda toprakta yasayan bocekleri enfekte ettigi ve Oldiirdiigii
gosterilmigstir (Jaronski ve Jackson, 2008).

Tiim bu ozellikler dikkate alindiginda ¢alisilacak susun en etkili olanin segilmesi ve
diger Ozelliklerinin de belirlenmesi mikoinsektisit gelistirilmesinde hayati 6nem

tasimaktadir.

1.3.3. Kiiltiiriin Devamlihig:

Mikoinsektisit gelistirmeden 6nce en kritik 6zelliklerden bir tanesi, daha sonraki seri
iretim icin genetik olarak degisime ugramamis bir kiiltiirdiir. Bir entomopatojen fungusun
konakgidan tek spor veya tek koloni izolasyonu esastir. Clinkii dogal olarak enfekte olmus
bir konake¢1 icinde c¢esitli genotiplerin eszamanli mevcudiyeti miimkiindiir (Jaronski,
yaymlanmamis veriler). Bunun igin birincil bir ‘ana kiiltiir’'iin mutlaka bocekten izole
edilmesi ve izole edilen kiiltiiriin uygun kosullarda saklanmas1 gerekir.

Yillik veya alt1 ayda bir birincil stokun bir kism1 depodan ¢ikarilarak agar ortaminda
yeterli sayida alt kiiltiir olusturmak i¢in kullanilmalidir. Bunun esas sebebi, besiyeri lizerinde
birkag kez (art arda >10 kez) alt kiiltiirlenme isleminin viriilans kaybina yol agmasidir (Shah
vd., 2007). Bir EPF susun diizenli periyodik alt kiiltiirleri tavsiye edilmez. Ciinkii

funguslarda genetik degisiklikler meydana gelebilir, tekrarlanan alt kiiltiirler sirasinda
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virlilans veya sporiilasyon yeteneginin kaybolmasi s6z konusu olabilir (Wang vd., 2002,
2005; Ansari ve Butt, 2011).

Ideal olarak stoktan canlandirilan bir kiiltiirden en az dort veya bes in vitro pasaj
yapilmalidir. Genellikle EPF diisiik sicaklikta depolanmali (s1v1 azot, —80 °C) veya kurutma
yontemi (dondurarak kurutma, kuru sporlarin silis kurutucu ile depolanmasi) ile muhafaza
edilmelidir. Stok kiiltiirleri, kiigiik agar pargalar halinde keserek, %10 gliserol iginde ve -80
° C'de saklanir. Baz1 laboratuvarlarda bu uygulamanin ticari bir versiyonu (Microbank, Pro-
Lab Diagnostics) kullanilmaktadir. Fungus kiiltiirlerinin korunmasina yonelik metodolojiler
Humber (2012) tarafindan detayli bir sekilde literatiire kazandirilmistir. Bu yiizden bir
fungusun korunmasi igin, birden fazla yontemin uygulanmasi tavsiye edilir ve kiiltiir
depolamasi, bir yedek olarak kullanilmak tizere baska bir kurumda veya Kkiiltiir
koleksiyonunda ¢ogaltilmalidir.

EPF’1n, morfolojik ve molekiiler karakterizasyonu, toplama tarihi, toplama yeri, bocek
konake¢1 veya substrati ile ilgili diger detaylar ve her izolat i¢in bir kodun gdsterilmesi,
fungus stok kiiltiirlerinin korunmast i¢in ¢ok onemli bilgilerdir. Orijinal kiiltiiriin agar
besiyerinde radyal koloniler olarak fotograflari, susta sonraki degisiklikleri tespit etmek icin
yararlidir.

Ayni1 zamanda izole edilen ve saklanan bu izolatlarin steril bir sekilde korunmasi diger
onemli basamaklardan biridir. Bu siirecte liretimi yapilan ya da yapilacak olan izolat i¢in
gerekli biiylime ortamlar1 ve kullanilan ekipmanlarin steril edilmesi en énemli hususlardan
biridir. Bu tatmin edici bir sekilde yapilmazsa, kirletici maddeler hizli bir sekilde iiretime
gecebilir ve gerekli fungusun tiretimi gergeklesmez veya son iiriin kabul edilemez sekilde
kirlenir. Sterilizasyon, 1s1, Ozel filtreler veya bazi durumlarda gamma radyasyon ile

saglanabilir.

1.3.4. Besinler

Besinler, biyokimyasal reaksiyonlarin yapi taslari, enerji kaynagi ve yardimei faktorler
sagladiklar1 i¢in funguslarin biiyiimesini destekleyen kilit unsurlardir. Fungus tiiriine ve
susuna bagli olarak farkli konsantrasyonlarda karbon, azot, oksijen, hidrojen, mineral ve
vitaminler gereklidir. Coziinmiis oksijen, genellikle filamentli fungal entomopajenlerin

aerobik fermantasyonundaki sinirlayici faktordiir. Yeterli oksijen tedariki, bu funguslarin
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basarili bir sekilde ¢cogaltilmasi igin temel bir gerekliliktir. Optimum ortam igeriklerinin ve
konsantrasyonlarinin se¢imi, 6zellikle sivi fermantasyon i¢in biraz zaman alic1 ve zahmetli
olabilir, ancak en kisa fermantasyon siiresinde maksimum propagiil verimi i¢in uygun
beslenme kosullarinin tanimlanmasi son derece dnemlidir. Besinler ayn1 zamanda fungal
morfogenezi, propagiil olusumunu, spesifik biiylime hizin1 ve biyolojik miicadelede
kullanim i¢in propagiil kalitesini ve uygunlugunu da etkileyebilir (Jackson, 1997). Bu
nedenle, beslenme ¢aligmalar1 EPF i¢in uygun maliyetli iretim ortami gelistirmek i¢in biiytlik
Onem tagimaktadir.

Fungus biiyiitme torbalarinda (kati-substrat fermantasyonlarinda kullanilan) veya sivi
fermantasyonunda (fermentor veya bioreaktorler) yeterli oksijeni saglamak, funguslarin
daha hizli ve daha fazla miktarda biiyiimesinde etkili olur ve bu sayede iiriin veriminin
artmasina imkan verir. Oksijen azhg: veya fazlahigr (>%21 O, atmosferdeki oksijen),
kiiltiirlerin dengeli biiylimesini siirlandirabilen, biyokiitle kuru agirligini ve hiicre
canliligin1 azaltabilen oksidatif bir strese maruz kalmasindan dolay:1 fungus biiylimesine
zarar verebilir.

Uriine déniistiiriilmesi planlanan tiim suslar icin, biiyiime ortamindaki oksijen miktari
onemlidir. Ciinkii EPF suslar1 oksijen mevcudiyetine esit sekilde cevap vermediginden,
belirli bir susun ihtiyaci olan oksijen seviyelerini optimize etmek mikoinsektisit iiretimi i¢in
onemlidir (Garza-Lopez vd., 2012; Tlecuitl-Beristain vd., 2010).

1.3.5. Kati1 ve Bifazik Fermentasyon

Havai konidiyalarin kat1 substrat fermantasyon iiretimi, hem kiigiik ve orta 6lgekli
isletmeler hem de biiyiik ¢cok uluslu sirketler tarafindan mevcut kullanimdaki birincil {iretim
yontemidir. Bifazik fermantasyon, kati substrat fazini1 baglatmak i¢in bir besiyerinde tiretilen
funguslari kullanimryla ilgili ikincil bir terimdir, ancak genel islem aynidir.

Kat1 substrat kullanilarak yapilan iiretiminin temelleri Bartlett ve Jaronski (1988)
tarafindan atilmigtir. Fogal vd. (1986), M. anisopliae igin tasiyict ortam olarak kati substrat
kullanilmasini basit bir kitle tiretim teknigi olarak tarif etmistir. Jaronski ve Jackson (2012)
ve Jaronski (2013)’ de daha sonra giincellenmis kiiciik 6lgekli kat1 substrat iiretimi igin
protokol detaylar1 yayimlamislardir. Kat1 substrat {izerinde B. bassiana ve M. anisopliae igin

genel verim 4 x 10'2-10% spor/ kg seviyesindedir (Bradley vd., 1992, 2002; Lopez-Perez
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vd., 2015). Kat1 substrat kullanilarak tiretim yapma yontemi segildiginde diisiiniilmesi
gereken c¢ok sayida Ozellik vardir. Bunlar, substrat secimi, fermantasyon kaplari,
havalandirma sistemi, baslangictaki substrat nem seviyesi, inokulum kaynagi,
havalandirmanin derecesi ve sekli ve ek besin maddelerinin eklenmesi gibi fermantasyonu
etkileyen oldukca 6nemli hususlardir (Chen, 2013).

Mikoinsektisit gelistirilmesi planlanan aday suslarin kiigiik 6lgekli (100-500 ¢
substrat) degerlendirmeleri gereklidir. Yiizey hacim orani, partikiiller arasindaki boslugu
etkileyen partikiil biiyiikliigli ve substrat yiizeyi, optimum spor iiretimi i¢in gdz Oniinde
bulundurulmasi gereken diger hususlardir. Piring, arpa, ¢avdar, bugday, sorgum gibi tahil
taneleri veya misir uygun kati substratlardir. Diger bir yaklasim da, uygun bir siv1 ortam ile
doygun gozenekli etkinlik gostermeyen bir substratin, tahil taneleri yerine kullanilmasidir.
Bu tip substratlar arasinda en ¢ok tercih edilenler Floor-Dry, Solid-A-Sorb veya Celatom
MP diatome graniil, EP mineralleri LLC (Reno NV, USA) dir. Bu yaklasimin avantajlari,
spor iiretimi gergeklestikten sonra substratin geri doniisiim kabiliyetinin olmasidir. Kii¢iik
Olgekli tiretimin ¢ogu, entegre havalandirma igeren fungus biiyiitme torbalarini ya da agik
uclar takili olan otoklavlanabilir plastik torbalar igerir.

Kat1 substrat kullanarak yapilan iiretim dongiisii 7-14 gilindiir, bundan sonra kiiltiir
genellikle 1-4 giin iginde kurutulmali ve sporlar mekanik yollarla uzaklastiriimalidir.
Konidiyalarin <%7 nem son noktasina kadar kurutulmasi, iyi raf dmrii i¢in ¢ok dnemlidir

(Jaronski ve Jackson,2012; Jaronski, 2013).

1.3.6. Sivi Fermentasyon

Entomopatojen Hypocreales takimina ait tiirlerden s1vi fermantasyon ile {iriin iiretmek
uzun zamandir bir¢cok arastirmaci i¢in bir amag¢ olmustur. Bu arastirmalarin temel amact,
ticari siv1 tirlinler kullanarak biiyiik 6l¢ekli iiriinleri daha az siirede tiretmektir. Clinkii kati
substrat kullanilarak iiretim yapmak giinler siirerken, sivi fermantasyonla tiriinlerin iiretimi
saatler siirmektedir. Bu siirecte dis etkenlerin etkileri ve sterilizasyon basamaklari daha
kolay takip edilmektedir. Sivi fermentasyon ile iiretim, pahali ekipmanlara ihtiya¢ duyarken
kat1 substrat ile iretim basit gereglerle yapilabilir. Ancak, burada da fazla is giici

gerekmektedir.
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Sivi fermantasyon iki kategoride siniflandirilabilir. Bunlardan batik sivi fermantasyon,
funguslarin blastosporlar olusturmak icin siirekli ¢alkalanan ve havalandirilmis bir sivi
ortam iginde tretilmesi ve diger mikrosklerotiya (sporiilasyonun sivi besiyerinde
calkalanmadan durgun besiyerinde gerceklestigi miselyum) ve havai konidiya tiretmektir.
Batik fermantasyonun son iiriinleri blastosporlar, “mikrosikl” konidiya veya mikrosklerotiya
(sadece Metarhizium ve Nomuraea)’dir. Bu yontemde havai konidiya tiretimi miimkiin
olamamaktadir. |I. fumosorosea ve Lecanicilium spp. batik fermentasyonda rutin olarak
tiretilmistir. Clinkii higbir cins kendiliginden kati-substrat fermentasyonuna kolay bir sekilde
izin vermemektedir. Uretici firmalar Beauveria cinsine ait suslarda 6zellikle biiyiik 6l¢ekli
kati tiretimden kaginmistir. Beauveria ve Metarhizium ile yapilan basarili ¢aligmalarda sivi
fermentasyon ile blastosporlarin iiretiminin ticari ¢ekiciligini artirmistir (Mascarin vd.,

20153, b; Kleespies ve Zimmermann, 1992, 1998).

1.3.6.1. Blastosporlar

Beauveria ve Isaria‘nin kisa mayalanma siireleriyle, yliksek oranda, nispeten saf
kuruma toleransi olan blastospor konsantrasyonlarini iiretmek i¢in maliyet-etkin yontemler
basarili bir sekilde kullanildi (Jackson vd., 1997; Mascarin vd., 2015a). L. lecanii (Mycotal
ve Vertalec) ve I. fumosorosea'nin (PFR97 ve No-Fly) blastospor-bazli mikoinsektisitleri
ticari olarak tretilmektedir (Faria ve Wraight, 2007; Gao ve Liu, 2010). Genelde, yliksek
konsantrasyonlarda karbon ve azot kaynaklari iceren besin bakimindan zengin ortamlarin,
bu vejetatif propagiilleri (blastosporlar, hifal cisimler, miselyum ve mikrosklerotiya) daha
biiyilk miktarlarda tiretme ihtimali daha yiiksektir. B. bassiana ve |. fumosorosea'nin
blastosporlari, yiiksek konsantrasyonlarda blastosporlar elde etmek icin yiliksek
konsantrasyonlarda glikoza, yiiksek havalandirma oranlarina ve uygun bir nitrojen

kaynagina sivi kiiltiirlerde elde edilmistir.

1.4. Entomopatojen Fungus Formiilasyonlarmin Siniflandirilmasi

Entomopatojen fungus ihtiva eden ticari iriinler, formiilasyon sekillerine, fiziksel
yapilarina, etkiledikleri zararli grubu ve biyolojik donemine, igerdikleri aktif madde cins ve

grubuna gore siniflandirilabilirler.
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Formiilasyon, etmen ile uyumlu olmali, onun performansini arttirmali ve ideal olarak
normal tarimsal uygulamalarla birlikte yapilabilmelidir. ilave olarak, formiilasyon giivenli,
kullanim1 kolay ve uygulama, depolama ve dagitim sirasinda etmenin canliligint muhafaza
etmelidir (Boland ve Bolis 1998). Kitle iiretimini takiben, graniiler ve sprey (sulu ve yagli)
gibi farkl tlirlerde formiilasyonlar kullanilabilir (Leland, 2001).

S1v1 kiiltlir ortaminda gelistirilen funguslar tiretimin ikinci basamagini olusturan kati
kiiltiire inokiilant olarak kullanilir. Stv1 kiiltiiriin temel amaci hizli miselyal biiylimeyi tesvik
etmektir. Kitle iiretiminde sivi kiiltiir kullanimimin avantajlar1 asagida Ozetlenmistir
(Anonymous, 2003). Kat1 kiiltiire inokiile edilen baslangi¢ kiiltiirii yogun bir sekilde
saglandig1 i¢in, olugmasi muhtemel mikroorganizma kontaminasyonlarmin Oniine
gecilebilir. Sivi kiiltiirden gelen ve aktif olarak biiyiime gosteren miselyal kitle sayesinde,
kat1 kiiltiirdeki kolonizasyon ve konidiya olusumu daha hizlidir ve bu nedenle yontem
ekonomiktir.

Eger alt kiiltiirlerden gelen kontaminasyon varsa kati kiiltiire inokiile edilmeden fark
edilerek olas1 kontaminasyonun oniine gegilebilir. ikinci asama icin gerekli olan inokulum
materyalinin sivi olusu, kat1 substratin tamamen kaplanmasina ve kolonizasyon i¢in yeterli
miktarda homojenligin saglanmasina imkan verdigi i¢in avantajlidir. Bunlarin yani sira sivi
kiiltiir, karbon kaynagi olarak ¢esitli sekerlerin ve azot kaynagi olarak bira endiistrisinden
gelen atik mayanin kullanimina imkan verdigi icin etkili ve ucuz bir yontemdir. Kati kiiltiir
fungusun havai konidilerinin olusumu i¢in hem besin hem de fiziksel bir destek saglar.

Siv1 kiiltiirde genelde havai konidiya olusumu gergeklesmez. Konidiya olusumu igin
dogrudan hava ile temasa ihtiya¢ vardir. Bu nedenle kati substratlar maksimum diizeyde
hava temasini saglamali ve bol konidiya olusumuna imkan vermelidir. Genelde kat1 substrat
olarak piring, misir, bugday unu gibi hem tasiyict hem de besin destegi saglayan iiriinler
kullanilir. Ozellikle kirik piring gerekli yiizey alanimi saglamasi ve inkiibasyon siiresinin
sonunda hasat etme isleminin kolay olmasi nedeniyle kullanima uygundur (Charnley ve
Collins 2007).

Sprey seklinde formiilasyonlar ise graniiler formiilasyonlara gore daha yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Giines radyasyonundan mikrobiyal pestisitleri korumak i¢in sivi
formiilasyonlar dort ana yaklasim cergevesinde kullanilmaktadir: (1) Yag tasiyicilar ile
yagda ¢Oziinebilen maddelerin  kullanilmasi, (2) Yag-su karisimi emiilsiyonlarin
kullanilmast, (3) Su tasiyicilar ile engelleyicilerin veya askida kalan emicilerin veya suda

¢oziinenlerin kullanilmasi ve (4) Su tasiyicilari ile kapsiiller igerisinde kullanilmasi (Leland,
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2001). Son zamanlarda, LUBILOSA programi ile yag temelli formiilasyonlar basarili bir
sekilde kullanilmaktadir (Lomer vd., 2001)

1.5. Ticari Olarak Kullanilan Preparatlar

Entomopatojen funguslarin izolasyonunun yaninda diger 6nemli bir adim zararh

boceklere karst uygun formiilasyonlarin kullanilmasinin belirlenmesidir. Diinya ¢apinda

onemli sayida mikoinsektisit ve mikoakarisit 1960'l1 yillardan bu yana gelistirildi. Beauveria

bassiana (%33,9), Metarhizium anisopliae (%33,9), Isaria fumosorosea (%5,8) ve B.

brongniartii (%4,1) bazli tirtinler 171 iriin arasinda en yaygin olanidir ve bunlardan bazi

ticari formiilasyonlar Tablo 3.'de verilmistir (Faria ve Wraight, 2007).

Tablo 3. Yaygin olarak kullanilan bazi ticari formiilasyonlar

Fungus Ulke Uriin Hedef zararhlarn
B. bassiana Cek Cumbhuriyeti Boverol Coleoptera (Chrysomelidae)

Cek Cumbhuriyeti Boverosil Coleoptera (Chrysomelidae) ve depo
zararlilari

Fransa Ostrinil Lepidoptera (Crambidae)

Hawaii BotaniGard  Coleoptera

Mycotrol Coleoptera (Curculionidae,

Ispanya Trichobass  Scarabaeidae), Lepidoptera
(Castniidae, Pieridae), Hemiptera
(Aleyrodidae), Thysanoptera
(Thripidae) + Acari (Tetranychidae)

Giiney Afrika Bb Plus Hemiptera (Aphididae)
+ Acari (Tetranychidae)

Hindistan BioGuard Coleoptera (Curculionidae,
Scarabaeidae), Hemiptera
(Aleyrodidae, Aphididae),
Lepidoptera (Crambidae)

Rich Coleoptera (Curculionidae,

Hindistan Bio-Power  Scarabaeidae), Hemiptera:
Auchenorrhyncha (Cicadellidae,
Delphacidae), Lepidoptera
(Plutellidae)

Hindistan Racer Lepidoptera (Noctuidae)

Rusya Boverin Hemiptera (Aleyrodidae),
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Tablo 3’iin devami

B.brongniartii

Meksika Bea-Sin

Meksika Bio-Fung

ABD Balence

ABD, Meksika, BotaniGard 22

Danimarka, Italya, WP

Ispanya, Isveg,

Japonya

ABD, Meksika, Mycotrol ES

Danimarka, Italya,

Isve(;

ABD, Meksika, Naturalis L

Yunanistan, Italya,

Ispanya, Isvicre

ABD Organigard

Kosta Rika, Panama  Beauvedieca

Kosta Rika Nativo 2 SC

Misir Bio-flay
Biosect

Brezilya Boverial

Kolembiya Ago Biocontrol
Bassiana 50

Kolembiya, Bauveril

DominikCumhuriyeti

Kolombiya Conidia

Avusturya, italya MelocontPilzg
erste
Isvicre Beauveria

brongniartii
Myzel

Reunion Adasi Betel

Japonya Biolisa

Kamikiri

Coleoptera
Scarabaeidae),
(Aleyrodidae)

(Curculionidae,
Hemiptera

Orthoptera

Diptera (Muscidae)

Coleoptera (Curculionidae,
Scarabaeidae), Hemiptera
(Miridae, Cicadellidae,
Fulgoridae, Aleyrodidae,
Aphididae, Pseudococcidae,
Psyllidae), Thysanoptera
(Thripidae)

Coleoptera (Chrysomelidae,

Curculionidae,Scarabaeidae),
Hemiptera (Miridae, Cicadellidae,

Fulgoridae, Aleyrodidae,
Aphididae, Pseudococcidae,
Psyllidae), Lepidoptera
(Crambidae), Orthoptera
(Acrididae, Tettigoniidae),

Thysanoptera (Thripidae)
Coleoptera, Diptera Lepidoptera,
Hemiptera, Hymenoptera,
Orthoptera, Thysanopterave Acari
Lepidoptera, Hemiptera,
Orthoptera, Thysanoptera
Coleoptera (Curculionidae)
Coleoptera (Curculionidae)
Hemiptera

Isoptera
Termitidae)
Coleoptera, Diptera, Hemiptera,
Lepidoptera
Coleoptera
Scarabaeidae),
(Castniidae)
Coleoptera (Curculionidae)
Coleoptera (Scarabaeidae)

(Rhinotermitidae,

(Curculionidae,

Lepidoptera

Coleoptera (Scarabaeidae)

Coleoptera (Scarabaeidae)
Coleoptera (Cerambycidae)
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H.thompsonii

I. fumosorosea

(P.fumosoroseus)

M. anisopliae

Hindistan
Hindistan
ABD
Avrupa
Hindistan

Meksika
Meksika

ABD, Meksika

Kolombiya

Venazuella
Hindistan
Hindistan
Hindistan
Kolombiya
Iskandinav
Yarimadasi
Almanya,

Isvicre
Isvigre

Meksika

Meksika

ABD, Meksika

ABD

MeteHit
MycoHit
Mycar
PreFeRa

Priority

Pae-Sin

P.
fumosoroseus
PFR-97 20 %
WDG

Ago Biocontrol
Paecilomyces
50

Bemisin
PaciHit Rich

Bio-Catch

Biovert

Rich

Ago Biocontrol
Verticillium50
MicroGermin

B10 1020

Metarhizium
Andermatt
Granules

Biologicalz
Insecticide
Fitosan-M

Meta-Sin

Bio-Blast

Biological
Termiticide
Bio-Path

Acari

Acari (Eriophyidae)
Acari (Eriophyidae)
Hemiptera (Aleyrodidae)

Acari

(Eriophyidae, Tetranychidae)
Hemiptera (Aleyrodidae)
Hemiptera (Aleyrodidae)

Hemiptera (Aleyrodidae,
Aphididae), Thysanoptera
(Thripidae) + Acari
(Tetranychidae)
Coleoptera + Nematoda

Hemiptera (Aleyrodidae)
Hemiptera (Aleyrodidae),
Thysanoptera (Thripidae) +
Nematoda

Hemiptera (Aleyrodidae,
Aphididae, Pseudococcidae)
“Insects” + Nematoda

Hemiptera, Diptera

Hemiptera (Aleyrodidae,
Aphididae
Coleoptera (Curculionidae)

Coleoptera (Scarabaeidae)

Coleoptera (Scarabaeidae),
Orthoptera

Coleoptera (Curculionidae,
Scarabaeidae), Hemiptera
(Cercopidae), Orthoptera
Isoptera (Kalotermitidae,

Rhinotermitidae,(Termopsidae)

Blattodea (Blattellidae, Blattidae
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Cockroach
Control
Chamber
ABD Met 52 Thysanoptera
Hemiptera(Aleyrodidae)
Guetemala Salivase Hemiptera (Cercopidae)
Brazilya Biocontrol Hemiptera (Cercopidae)
Brazilya, Panama Biotech Hemiptera (Cercopidae)
Brezilya Metaquino Hemiptera (Cercopidae)
Kolombiya Ago Biocontrol Coleoptera, Hemiptera,
g/loaterhizium Lepidoptera, Orthoptera
Veneziiella Cobican Coleoptera (Scarabaeidae),
Hemiptera (Cercopidae,
Aphididae
Nomuraea rileyi Kolombiya Ago Biocontrol Lepidoptera

Nomuraea 50

EPF’lerin zararhilarin biyolojik miicadelesi i¢in yapilan ilk girisim, 1888'de Rusya'da,
simdi Metarhizium anisopliae Metschn. olarak bilinen Cleonus punctiventris Germar
tizerinde tarlalara piiskiirtiilmesiyle gergeklestirildi (Lord, 2005). Son zamanlarda ABD'deki
sera ve sebze yetistiricileri i¢gin M. anisopliae'den yeni bir mikoinsektisit gelistirilmistir
(Thomas Ford 2013). Eski SSCB'deki Colorado patates boceginin miicadelesi i¢in kullanilan
Beauveria bassiana’dan iiretilen mikoinsektisit olan Boverin, 1965'te gelistirildi (Kendrick,
2000). Tiurkiye’de zararli boceklerin miicadelesinde kullanilan entomopatojen fungus
preparatlar1 yurtdist menseili triinlerdir ve yerel olarak elde edilen hicbir fungus izolati
ruhsatlandirilip ticarilestirilmemistir. Bu konuda yasal baz1 engellerin olmasinin yaninda
entomopatojen funguslarin etkinligi ve mikrobiyal insektisit olarak potansiyelinin

arastirilmasina yonelik ¢alismalar olduk¢a sinirlidir.

1.6. Myzus persicae (Sulzer) (Yesil Seftali Yaprakbiti, Hemiptera: Aphididae)

Asya orjinli oldugu diisiiniilen ve kozmopolit bir yayilis gosteren, lilkemizde ilk kaydi

1938 yilinda Ankara’da Spinaciaoleracae iizerinden yapilmis olan Myzus persicae, sebze
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mabhsullerinin 6nemli bir zararlisidir (Bodenheimer ve Swirski, 1957; Blackman ve Eastop,
2000; Peccoud vd., 2010).

Yaklasik 4000 tiiri bulunan, afit tlirlerinden biri olan ve yesil seftali yaprakbiti olarak
da bilinen Myzus persicae tiim diinyada ve tilkemizde sebze, tiitiin, meyve ve siis bitkilerinde
Oonemli iirlin kaybina neden olan bir zararhdir.

Polifag olusu ile bir¢ok viriisiin de etkili bir vektoriidiir ve 100°den fazla viriisii kalict
veya kalic1 olmayan yollarla tasiyabilmektedir (Kennedy vd., 1962). Bu ozelligi ile en
tehlikeli yaprakbiti tiirlerinden biridir. Primer konukgu olarak sectigi Prunus persicae ve
diger Prunus tiirleri ile sayisiz sekonder konukgusu iizerinde heteroecious holosiklik yagam
gostermektedir. Yaprakbitlerinin biyolojisinin, populasyon degisiminin dolayisiyla
zararinin, beslendikleri bitkinin ¢esidine gore farklilik gosterebildigi bilinmektedir

(Karsavuran ve Onciier, 1992a, b; Karsavuran ve Onciier, 1993; Goundoudaki vd., 2003).

1.6.1. Myzus persicae’ nin Morfolojisi ve Yasam Dongiisii

Kigiik yapili (1-10 mm), yumusak govdeli, bitki emici boceklerdir. Erginleri 1.8-2.3
mm biiylikliigiinde soluk, mat, zeytin yesili veya sarimsi yesil renktedir. Nimfleri ise
pembemsi, kirmizimsi veya sarimsi yesil renklerdedir. Kanatli ve kanatsiz formlar1 vardir.
Kanath formlar1 genellikle kanatsiz formlardan daha biiyiik olmaktadir ve abdomenin
ortasinda siyah nokta bulunmaktadir (Blackman ve Eastop, 2000). Kanatli yaprak bitleri
‘alatae’ ve kanatsiz yaprak bitleri ise ‘apterae’ olarak adlandirilmaktadir. Bu bocekler bitki
0zsuyunu sokup emerek zarar yapar ve beslenmeleri sirasinda tatli-yapiskan bir madde
salgilarlar. Bu salgiya saprofit mantarlarin yapismasi sonucu fumajine neden olurlar. (Dixon,

1998) (Sekil 3).



29

Sekil 3. Myzus persicae’nin morfolojik evlereleri. a) Ergin kanatl disi, b) nimf, c)
Canli dogmus nimf, d) Geng¢ nimfler ve gelisim donemlerinde birakilan
nimf gomlekleri.

M. persicae'nin yasam dongiisii, ki mevsiminin soguk ge¢mesine gore onemli
Olciide degismektedir (Van Emden vd., 1969). Ciinkii sonbaharda meydana gelen disiler,
yumurtalarin1 tomurcuk dibine veya ¢evresine birakarak kisi gecirirler ve ilkbaharda agilir.
Yumurtalarin soguktan zarar grmeleri ile ¢ikan birey sayis1 degisime ugramaktadir. Yeni
¢ikan bireyler, tomurcuklarin iizerinde veya g¢igeklerin igerisinde beslenirler ve canli
dogurarak ¢ogalirlar. Daha sonra yapraklara tasinarak, koloniler olustururlar. Kanath
bireyler nisan mayis aylarinda ¢ikarlar. Zararli popiilasyonu mayista en yiiksek diizeye
ulagir. Bundan sonra temmuz ayina kadar yazlik konukgularina gegerler. Sonbaharda, kislik
konukcusu olan seftali agacglarina tekrar geri donerler. Burada, meydana gelen kanatlh disiler

ve erkek bireyler ¢iftlesir ve yasam dongiisii devam eder (Sekil 4) (Capinera, 2001).
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Sekil 4. Myzus persicae’nin yasam dongiisii

1.6.2. Myzus persicae’nmin Cografik Yayilisi

M. persicae Asya, Afrika, Kuzey Amerika ve Avrupa kitalarinda oldugu bildirilmistir.
Bu tiire yurdumuzun hemen her bélgesinde az ya da ¢ok rastlanir (Sekil 5) (EPPO, 2019).

Sekil 5. Myzus persicae’nin cografi yayilist
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1.6.3. Myzus persicae’nin Konukgulari

Genis bir yayilima sahip M. persicae, yurdumuzda da ¢ok cesitli bitkiler tizerinde
zararli olmaktadir. Uygun kosullarda yilin her ayinda ¢ogalmaya devam edebilmektedir
(Lodos, 1986). M. persicae’nin 34 familyaya bagli 80’den fazla bitki tiiriinde bulundugu
kayithidir. Canakg¢ioglu (1975), bu tiiriin diinyada konukgusu oldugu 189, Tiirkiye’de ise 54
bitkinin adin1 vermektedir. M. persicae’nin konukgulari kis, yaz ve esas ara konukgular gibi
gruplara ayrilarak incelenmektedir (Anonymous, 2007). Kislik konukgular: seftali, badem,
erik, kayis1 Kiraz gibi sert ¢ekirdekli meyve agaglaridir. Yazlik konukgulari ise tiitiin,
sekerpancari, serbet¢i otu, biber, lahana, 1spanak, karnabahar, patates, domates, pazi, salgam,
turp, patlican, fasulye, turunggiller, Poaceae tiirleri, coban ¢antasi, esek kengeri, saka dikeni,
labada, adi esek marulu, marul, kanarya otu, diiglin ¢igegi ve bazi siis bitkileri gibi ¢ok sayida

yabanci ot ve kiiltiir bitkisidir (Anonymous, 2007; Uygun vd., 2013).

1.6.4. Myzus persicae’nin Zarari

M. persicae, gelisme siirecinde konukgusu oldugu tiim bitkilerin 6zsuyunu emerek
zarar yapar. Gerek nimf gerekse ergin donemde, yaprakta beslenmesi nedeniyle zararlinin
ekonomik 6nemi daha da artmaktadir. Genellikle uca yakin gen¢ yapraklar iizerinde
bulunmaktadir. Ergin ve nimfler bitkilerin yapraklarinin alt yiizlerine damarlar boyunca ve
ozellikle yaprak sapina yakin yerlere yerlesirler ve yogun koloniler olustururlar. Fazla zarar
goren yapraklarin gelismesi yavaglar ve uglart asagi dogru kivrilir. Bitkinin 6zsuyunu
emerek yaptiklar1 zarar yaninda, beslenmeleri sirasinda ¢ikardiklari tatlims1 maddeler
tizerinde saprofit funguslarin gelismesi nedeniyle, fumajine neden olurlar. Bu arada bitkinin
fotosentez ve solunumu giiclesir. Yaprakta erken olgunlagsma ve kiiflenme goriiliir. Bu arada
gelismesi sirasinda degistirmis olduklari ve kirli beyaz renkli olan gémlek kalintilart ile

salgilamis olduklar: tathims1 maddeler de yapraklar kirletmektedir (Sekil 6).
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Sekil 6. Myzus persicae’nin farkli konaklardaki zarari

Ayrica, bitkilerde hastalik olusturan ¢ogu virlisiin yaprakbitleri ile tasindigi
bilinmektedir. Bu bakimdan en tehlikeli yaprakbiti tiirlerinden biridir. Primer konukcu
olarak sectigi Prunus persicae ve diger Prunus tiirleri ile sayisiz sekonder konukgusu
tizerinde heteroecious holosiklik yasam gostermektedir (Van Emden ve Harrington, 2007).
Yurdumuzda da 6zellikle Tobacco mosaic virus (TMV), Cucumber mosaic virus (CMV) ve
Potato virus Y (PVY) viriislerini tasimaktadir. Bu nedenle kiiltiir bitkilerinin birinden
digerine ¢ok degisik tipte viriis hastaliklarini tagimak ve yaymak suretiyle 6nemli zararlara

yol agabilmektedir.

1.6.5. Myzus persicae’nin Pestisitlere Diren¢ Gelistirmesi

Yaygin olarak kullanilan pestisitlerin insan sagligina ve c¢evreye verdigi zararlarin
yaninda, fazla miktarda ve siklikta kullanilmasi sonucu zararlilarda dayaniklilik sorununun
ortaya ¢ikmasia neden olmaktadir (Delen vd., 2005). IRAC (insektisit Direng Komitesi),

insektisit direncini “bir zararliya karsi etiket ve prospektiis yonergeleri dogrultusunda
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kullanilan bitki koruma {iriiniinlin, uygulama sonrasinda ortaya ¢ikan ve tekrar eden
basarisizlik durumu ve bu yolla zararli popiilasyonu hassasiyeti tizerindeki nesilden nesile
aktarilan degisim” olarak tanimlamaktadir. EPPO (Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma
Organizasyonu) ise “tarla kosullarinda dogal olarak ortaya ¢ikan, normal kosullarda etkili
olan bitki koruma iiriinii uygulamasinda, hedef popiilasyon igindeki bireylerin yasamlarini
sirdiirme  yeteneklerindeki kalitimsal degisim” seklinde direnci agiklamaktadir.
Aragtirmacilar tarafindan en ¢ok kabul goren insektisit direng tanimi ise WHO (Diinya
Saglik Orgiitii) tarafindan 1957 yilinda “bir tiiriin normal bir popiilasyonundaki bireylerin
cogunu oldiirdiigii kanitlanan bir bocek ilact dozunu, ayni bécegin diger bir popiilasyonunun
tolere etme yeteneginin gelismesi” olarak agiklanmistir.

Myzus persicae zararlist igin ilk direng raporu 1955 yilinda bildirilmistir (Anthon,
1955). Sonrasinda organofosfatlar, karbamatlar, piretroidler, siklodienler ve
neonikotinoidler iceren diger pestisitlere de direng gelistirdi ve bu kadar genis yelpazede
direng gelistirmesi M. persicae'yi diinya ¢apinda en yaygin ve kuvvetli direngli tiirlerden biri
yapar (www.pesticideresistance.com, Arthropod Pesticide Resistance Database, Michigan
State University) (Tablo 4).

Bir¢ok iilkede tarim alanlarinda ana zararlilara kars1 farkli etki mekanizmalarina sahip
insektisitlerin yogun kullanimlar1 goriilmektedir. Ozellikle seralarda partenogenetik olarak
¢ogalan M. persicae’da bu yogun baski ve seleksiyon sonucunda birgok direng
mekanizmasimin gelistigi gozlenmistir. Insektisite karsi goriilen bu duyarsizligin ortadan
kaldirilmasi i¢in genellikle daha sik ve yiiksek dozlarda ilaglama yoluna gidilmektedir. Fakat
bu durum maliyeti arttirmakla birlikte siirekli tiiketilen sebzelerde Maksimum Kalinti
Limitleri (MRL) lizerinde kalint1 olusmasina neden olmaktadir. Bu durum ilk olarak insan
sagligini tehdit eden bir unsur olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sonrasinda kalinti nedeniyle
tirtiniin ihracatinin zorlagmasi, ¢evre kirliligi ve parazitoid, predatdrlerin etkilenmesi gibi

pek cok sorun da ortaya ¢ikmaktadir.
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Tablo 4. Diinyada rapor edilen ve en yliksek diren¢ gosteren 12 bocek tiirti

, Bilesik  Diren¢
Tiir Yaygin Kullanilan Isim Takim sayisi (Rapor
Edilen)
Tetranychus urticae Ik %.nOktah karmuzz Acari 93 414
oriimcek
Plutella xylostella ~ Lahana yaprak giivesi Lepidoptera 91 576
Myzus persicae Yesil Seftali Yaprak biti  Hemiptera 75 402
Musca domestica Karasinek Diptera 58 303
Bemisia tabaci Tiitiin Beyazsinegi Hemiptera 54 555
L. decemlineata Patates Bocegi Coleoptera 54 279
Aphis gossypii Pamuk Yaprakbiti Hemiptera 48 231
Panonychus ulmi ‘..A\.’.mpa}(.lrmm Acari 48 197
orumcegi
H. armigera Yesil kurt Lepidoptera 47 692
B. microplus Gliney s18ir kenesi Ixodida 44 167
Blattella germanica  Alman hamam bdcegi Blattodea 43 219
Spodoptera litura Cizgili Yaprakkurdu Lepidoptera 38 457

1.6.6. Myzus persicae ile Miicadele

Yurdumuzda ve diinyada M. persicae ile ilgili yapilmis birgok ¢aligmaya rastlanmistir.
Aphididae tiirleri iizerinde taksonomik arastirmalar (Ozdemir, 2004), baz1 kimyasal
maddelerin M. persicae’ya etkileri (Tirkugar ve Toros, 1991; Keykubat ve Durmusoglu,
2005), M. persicae popiilasyonlarinin bazi insektisitlere karsi dayanikliligi {izerine
arastirmalar (Velioglu ve Toros, 2002), bazi tiitiin ¢esitlerinde M. persicae 'nin adaptasyonu
(Goundoudaki vd., 2003; Kaydan vd., 2006; Giineyi ve Karsavuran, 2011), M. persicae’nin
tiitinde neden oldugu tiriin kayiplarinin belirlenmesi ile ilgili arastirmalar (Karaat vd., 1985),
M. persicae’nin kiglama durumu, kis konukgular1 ve populasyon degisimleri iizerine
arastirmalar (Goksu ve Atak, 1976), tiitiin dikim alanlarinda M. persicae’nin kimyasal
kontroli ile ilgili ¢alismalar (Deligeorgidis vd., 2007), tiitiin bitkilerinde M. persicae’nin
populasyon dinamiginin belirlenmesi ile ilgili ¢alismalar (Yang vd., 2009) ve zararlinin
insektisitlere kars1 gosterdigi direng mekanizmalarinin incelendigi arastirmalar dikkat
cekenler arasindadir (Velioglu ve Toros, 2006).

Farkli yillarda domates, tiitiin gibi ¢esitli bitkilerde ve seftali agaglarinda zararlinin
populasyon yogunlugunu diisiirmek ve zararin1 dnlemek i¢in M. persicae’ya karsi ilaglama

denemeleri yiirttiildiigi goriilmiistiir. Yapilan caligmalarda ¢esitli etkili maddelere sahip
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pestisitlerin biyolojik aktivitelerini M. persicae iizerinde ortaya koymaya calismislardir.
Denemelerden elde edilen verilere gore pestisitlerin yaprakbiti miicadelesinde kullanilip
kullanilamayacagi konusunda bir sonuca varilmaya ¢alisilmistir (Deligeorgidis vd., 2007).
Zararli ile yapilan ¢aligmalar arasinda kiiltiirel miicadele yontemleri de kullanilmistir. Bahge
igerisindeki yabanci bitkilerin imha edilmesi, topragin 6zenli islenmesi ve 6zellikle ana
tirtiniin korunmasi i¢in bu zararliya hassas bitkilerin bahge ¢evresinde yetistirilmemesi gibi
onlemler alinmaktadir (TOB,2018).

Diinyada ve iilkemizde M. persicae yaprakbitinin dogal dengesini saglayan ve ayni
zamanda biyolojik miicadelesinde kullanilan predatorleri (6zellikle Coccinellid’ler,
Anthocorid’ler, Chrysopid’ler ve Syrphid’ler) ve parazitoitleri (Aphidius tiirleri)
bulunmaktadir. Ozellikler bu faydalilart zararlinin goriildiigii bahgelere dogal olarak
bulastirma ile biyolojik miicadelesinde kullanilmak {izere ve ticari olarak diinyada bu tiirlerin
iiretimi yapilmakta ve bir¢ok zararli afit tiirlerinin miicadelesinde kullanilmaktadir (Tablo
5). Ancak bu iiretimlerin yapilmasi ve satin alinmasi biyolojik miicadele yoniinden masrafl
olmaktadir.

Icerisinde M. persicae’nin da bulundugu bu zararl afitler i¢in fungal patojen igeren
tirtinler de diinyada ve iilkemizde kullanilmaktadir (Tablo 5). M. persicae ile bu baglamada
bircok fungal izolatin etkisi laboratuvar ortaminda, saksi ve alan uygulamalarinda
calisilmigtir. Fakat zararlinin zarar seviyesi heniiz zarar esiginin altina diisiiriilememistir. Bu
zamana kadar yapilan caligmalar Lecanicillium spp., B. bassiana, M. anisopliae ve I.
fumosorosea tiirlerin yaprak biti tiirlerine kars1 aktif olduklarin1 gdstermistir (Faria ve
Wraight, 2007; Khan vd., 2012a).

Yaprak bitlerine karsi ¢ogu ticari mikoinsektisit, aseksiiel formlarin kolayca in vitro
olarak tretilmesi ve sporlarin formiile edilerek kolayca piiskiirtiilebilmesinden dolay1
Hypocreales takimina ait suglardan tiretilmistir; (Chapple vd., 2000; Hesketh vd., 2008). Bu
nedenle, bu tirler kiigiik dlgekli, klasik girislerde, asilayici biiyiitmede (¢cogunlukla in vivo
olarak tiretilen materyal kullanilarak) ve daha yakin zamanda koruma biyo-kontroliinde daha
basarili olmustur (Shah ve Pell, 2003; Ekesi vd., 2005).

Yaprak bitlerine karsi en yaygin kullanilan ticari iiriinler Lecanicillium spp. (Vertalec®
ve Mycotal®, Koppert Biological Systems, Hollanda), B. bassiana (BotaniGard® ve
Mycotrol®, Emerald Bio agriculture, ABD; Naturalis®, TroyBio Sciences, ABD), M.
anisopliae (MET52%)(Novozymes, ABD), I. fumosorosea (Preferal®, SePro, ABD) ve Isaria
javanica (PFR-97®, Certis, ABD; Nofly®, Novozymes, ABD etiketli I. fumosorosea) olarak
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bilinmektedir. Khan vd. (2012a), B. bassiana ve Beauveria brongniartii) suslarinin ve
formiilasyonlarinin faydali ve hedef dis1 organizmalar iizerindeki yan etkilerini gézden
gecirmistir. Lecanicillium longisporum, M. persicae de dahil olmak tizere bir¢ok yaprak biti
tiiriine kars1 iyi bir etkinlik gostermistir (Milner, 1997; Roditakis vd., 2008) ve ilk olarak
Vertalec® adli bir mikoinsektisit olarak gelistirilmistir. Vertalec® (L. longisporum),
blastosporlar olarak sivi fermantasyon yoluyla 10° blastospor / g iceren 1slanabilir bir toz
halinde bir besin kaynag: ile formiile edildi (Milner, 1997). Avrupa'da, Vertalec® enfeksiyon
icin, Ozellikle de nemin en iyi kosullarinin saglanabildigi seralarda kullanilmakta ve yapilan
bir ¢alismada yesil biber seralarinda, diisiik dozda imidaklopridle birlikte uygulanmasi
sonucu M. persicae'ye kars1 etkili olarak etkinliginin de arttig1 bildirilmistir (Roditakis vd.,
2008). Bununla birlikte, seralarda dahili sicaklik ve nem, siklikla Vertalec® izolatlarinin
aktivite araliginin disinda kalmaktadir (Hall ve Papierok, 1982; Yeo vd., 2003). Son
zamanlarda Lecanicillium cinsine ait izolatlarin farkli tiirleri tanimlanmis ve bu suslarin
aphisidal ve diger biyosidal 6zellikleri belirlenmistir (Goettel vd., 2008). Ticari {iriinlerden
Mycotal®m (Lecanicillium muscarium) afit parazitoiti olan A. colemani'nin iizerinde etkisi
oldugu ancak predatorlerden H. axyridis {izerinde etkisi olmadigi bulundu (Aqueel ve
Leather, 2013). Aksine, Aiuchi vd. (2012) Vertalec® ve Mycotal® iiriinlerinin A. colemani
kullanimi i¢in uygun oldugunu ve yan etkisi olmadigini bildirdi. B. bassiana'dan {iretilen
ticari formiilasyonlarin hem laboratuvar ortaminda iiretilen hem de ticari iiriin olarak satilan
tirtinlerinin afitlerin kontroliinde kullanildigi ve c¢esitli yaprak biti tiirlerine karsi sera
ortamlarinda etkili oldugu bilinmektedir (Jandricic vd., 2014; Maketon vd., 2013).
Metarhizium spp.'in potansiyeli, 6zellikle Orta ve Giiney Amerika'da sayisiz zararlt bocek
tizerinde ticari veya deneysel Uriinlerin imalati ile genis bir sekilde arastirilmistir (Faria ve
Wraight, 2007). Bununla birlikte, yaprak biti kontrolii i¢in kullanimlarinin az sayidaki
raporlarindan biri (Faria ve Wraight, 2007), baslangicta Lepidoptera'ya karst Onerilen
MET52® (Jandricic vd., 2014) ile ilgilidir.
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Tablo 5. Yaprak biti ile miicadelede kullanilan biyolojik ticari preparatlar. (Wei vd., 2003;
Copping, 2004; van Lenteren, 2012a, b; Yano, 2010; Boivin vd., 2012; Reddy, 2016;
www.biobest.be/; www.koppert.com/; www.viridaxis.com /; http://biolineapp.com/;

www.appliedbionomics.com/.)

Uriin tipi Tiir Say1 Tedarikci Ulkeler
e . . Birlesik Krallikk, ABD, Belgika,
Parazitoid Aphidius colemani 13 Kanada, Almanya, Hollanda, Tayland
Parazitoid - . Birlesik Krallik, ABD, Belgika,
Aphidius ervi 7
Almanya, Hollanda
Parazitoid Aphidius matricariae 4 ABD, Kanada
Parazitoid Aphidius gifuensis 1 Cin
Parazitoid Ephedrus cerasicola 1 Belgika
Parazitoid Diaeretiella rapae 2 ABD
Parazitoid Diaeretiella rapae 2 ABD, italya
Parazitoid Praon volucre 1 Belgika
Parazitoid Aphelinus abdominalis 9 Birlesik Krallik, ABD, Belgika,
Almanya, Hollanda
Parazitoid Aphelinus asychis ? Asya
Parazitoid Aphelinus mali 1 ABD
Predator Aphidoletes aphidimyza 18 Birlesik Krallikk, ABD, Belgika,
Ugurbocegi  Adaliabi punctata 2 Birlesik Krallik, Belgika
Ugurbocegi  Coleomegilla maculata 3 ABD, Hollanda
Ugurbocegi Harmonia axyridis 5 ﬁgrlsdl;{, Filrflr;rlmg};a ABD, - Belgika,
Ugurbdcegi . . Birlesik Krallik, ABD, Belgika,
Hippodamiaconvergens 14 Almanya, Hollanda
Ugurbocegi  Coelophorabi plagiata 1 Cin
Ugurbocegi  Propylea japonica 1 Cin
Dantel Kanat  Chrysoperla sinica 1 Cin
Dantel Kanat  Chrysoperla carnea 11 Birlesik Krallik, ABD, Belgika,
Dantel Kanat Micromus variegatus 1 ABD
Dantel Kanat  Chrysoperlaruf ilabris 6 ABD
Predator Anthocoris nemoralis 3 Birlesik Krallik, Belgika, italya
Predator Deraeocoris brevis 2 Birlesik Krallik, Kanada
Predator Geocoris punctipes 3 ABD
Predator Orius species 19 Ingiltere, ABD, Kanada, Cin, Belgika,
Almanya, Italya, Japonya, Hollanda,
Polonya
Fungal Beauveria bassiana 5 ABD, Kolomb.iya, Cek Cumh}lriyeti,
patojen Fransa, Hindistan Italya, Isvigre,
Fungal Isaria fumosorosea 1 ABD
Fungal Lecanicillium spp. 9 ABD, Belcika, Hindistan, Meksika,
Patojen Hollanda

Laboratuvarda, Lecanicillium spp., B. bassiana, M. anisopliae ve I. fumosorosea

izolatlar1 tarla bitkilerinde bulunan ¢esitli yaprak biti tiirlerine kars1 viriilans gostermistir (Zaki,
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1998; Poprawski vd., 1999; Feng vd., 2004; Kim vd., 2007; Saranya vd., 2010). Ancak, agik
alanlarda, Mycotrol® ve Mycotrol® O'nun B. bassiananin GHA izolatin1 temel aldig1, sadece
birkag ticari iiriin Onerilmektedir. Tropikal tarla kosullarinda mikoinsektisitlerin yaprak
bitlerine kars1 etkinligi hakkinda az yayimn vardir. Filho vd. (2011), M. persicae lizerindeki B.
bassiana yag bazli siispansiyonlar1 kafes ve tarla kosullarinda lahana iizerinde
degerlendirmistir. Bununla birlikte, B. bassiana sporlariin UV radyasyonu ile
etkisizlestirildigi bildirilmistir (Inglis vd., 1995; Fernandes vd., 2007; Huang ve Feng, 2009) ve
bu durum giinesli bolgeler igin bu tiir triinlerin gelistirilmesinde biiyilik bir kisitlama teskil
etmektedir. Yag formiillii konidiyal siispansiyonlarin, gilines 1s1gmna (Alves vd., 1998) ve yagisa
(Inglis vd., 2000) daha az duyarl olduklar1 ve artropodlarin hidrofobik kiitikiillerinde daha iyi
yapisma ve birikme gosterdikleri goriilmekte ve sulu formiilasyonlara kiyasla etkinliklerde
%10-%20 artisa yol agmaktadir (Ibrahim vd., 1999). Bununla birlikte, gdzlenen hizli yaprak
biti cogalmasi, mikoinsektisitlerin yaprak biti kontrolii i¢in tek basina kullaniminin hala tatmin
edici bir strateji olmadigin1 ve B bassiana'nin IPM stratejilerinde kullanilmasi arastirilmasina
devam edilmesi gerektigini gostermektedir.

Biyolojik miicadelede kullanilacak mikrobiyal miicadele etmenlerinin etkinliginin
yiiksek olmasi, oncelikle uygulama yapilacak iilkenin veya bolgenin dogal kosullarina uyum
saglamig tlirlerden olusmasi gerekmektedir. Yapilan calismalar sonucunda, entomopatojen
funguslarin uygulama yapilacak bolgeden izole edilmis olmasi bagka iilke veya bolgeden temin
edilen diger entomopatojen fungus tiirlerine gére daha iyi sonuglar verdigi belirlenmistir (Beron
ve Diaz, 2005).

Bu kadar miicadele edilmesine ragmen bu zararli etkili bir sekilde tiim diinyada ve
ilkemizde zararina devam etmektedir ve herhangi bir biyolojik preperat bu zararliya karsi
iilkemizde iiretilmemistir. Bu ylizden bu zararli ile miicadelede kullanilmak {izere ticari bir

mikoinsektisit tiretilmesi zorunluluk haline gelmistir.

1.7. Calismanin Amaci ve Hedefleri

M. persicae bireyleri, yasam dongiilerinin kisa olmasi, bu kisa dongiide ¢ok sayida dol
vermeleri ve zararli ile yapilan kimyasal miicadelede diren¢ kazanmasi gibi ozellikleriyle
ekonomik Onemi olan bir zararhidir. M. persicae ile ilgili yapilan caligmalar, daha g¢ok
taksonomik arastirmalar, ilaglama denemeleri, zararlinin insektisitlere gosterdigi direng

mekanizmalarinin ortaya konmasi, zararlinin meydana getirdigi iiriin kayiplarmi belirleme
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caligmalari, bocegin tiitlin ¢esitlerine adaptasyonu, bocegin kislama durumlariin, kis
konukgularinin, popiilasyon degisimlerinin, popiilasyon dinamiginin belirlenmesi ve dogal
patojenlerinin arastirilmasiyla ilgilidir. Myzus persicae’nin iilkemiz sebze ve meyve alanlarinda
onemli ekonomik kayiplara neden olmasi, zararlinin popiilasyon seviyesinin ekonomik zarar
esiginin altinda tutulmasi 6nemli bir konu haline getirir. Bu tez ¢alismasinin amaci zararlinin
miicadelesinde kullanilmak {izere yerel entomopatojen funguslardan prototip mikoinsektisit
iiretilmesidir. Bu amaca ulasmak i¢in KTU Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji Laboratuvari
fungus kiiltiir koleksiyonundan segilen ve her biri farkli toprak ve zararlilar lizerinden izole
edilen yerel suslarin, i. Tarama ve doz denemelerinin yapilmasi, ii. Abiyotik faktorlerin suslar
tizerindeki etkisinin arastirtlmasi, iii. Kiitikiilay1 degrede eden enzimlerin tespit edilmesi iv.
Mikoinsektisit ~formiilasyonun gelistirilmesi ve v. Uriinlerin etkinlik denemeleri

hedeflenmektedir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae)’min Yetistirilmesi

Calismada kullanilan bocekler, Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigii galisanlarindan Dr. Ogr. Uyesi Pervin ERDOGAN’dan saglandu. {lk olarak alt1
numara saksilarda biiyiitiilen biber ve patlican fideleri saksilara dikildi. Dikilen fidelerin
yapraklama orani artana ve ortamina uyum saglayana kadar uygun ortamda muhafaza
edildi. M. persicae bireyleri plastik saksilar i¢inde yetistirilen fidelere aktarilmadan once
saksilar tiil kafeslerin icerisine yerlestirildi. Zararlinin dig ortama dagilmasi engellendikten
sonra Myzus persicae bireyleri kil fir¢a yardimi ile fidelerin ug yapraklari lizerine birakildi

ve iklim odalarinda ¢ogalmalari sagland1 (Sekil 7).

Sekil 7. Myzus persicae nin laboratuvarda yetistirilmesi
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2.2. Cahismada Kullamilan Funguslar

Calismada kullanilan fungus izolatlar, Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan entomopatojen  kiiltiir
koleksiyonundan temin edildi. Izolatlarin bazilar1 Dogu Karadeniz Bolgesinde yaygin
olarak bulunan zararlilardan izole edilmis ve bazilar1 da aymi bolgeden ¢esitli toprak
orneklerinde elde edilmistir. Calismada 6 tanesi Metarhizium, 5 tanesi Beauveria, 2 tanesi
Isaria ve 2 tanesi Lecanicillium cinsine ait olmak tizere 15 fungus kullanild1 (Tablo 6,
Sekil 8). Bu cinslere ait funguslarin sec¢ilme sebebi bunlarin iilkemizden izole edilmis
yerel suslar olmasi ve izole edildigi zararlilar iizerinde yliksek oldiiriicli etkiye sahip
olmasidir. Ozellikle anamorfik cinsin Ascomycetes tiirleri olan Metarhizium, Beauveria,
Isaria ve Lecanicillium firetildigi ve bu zararli tlizerinde kullanildigi birgok ¢alisma

mevcuttur (Jandricic vd., 2014).

Tablo 6. Calismada kullanilan entomopatojenik fungus suslari

Izolat Kaynak Tiirii Referans

As-2 Amphimallon solstitialis M. flavoviride Basilmamis veri
As-18 Amphimallon solstitialis M. flavoviride Basilmamis veri
KTU-2 (Ardesen) Toprak M.brunneum Sevim vd. 2010b
KTU-21 (117) Toprak M.brunneum  Sevim vd. 2010b
KTU-40 (53) Toprak M.brunneum  Sevim vd. 2010b
KTU-51 (4GiimA) Toprak M.brunneum  Sevim vd. 2010b
KTU-42 (68-b) Toprak |. fumosorosea Sevim vd. 2010b
KTU-1(Y2) Toprak I. fumosorosea Sevim vd. 2010b
KTU-24 (CK) T. pityocampa B. bassiana Sevim vd. 2010a
KTU-57 (Rh) Rhynchites baccus B. bassiana Sevim vd. 2010b
K4 Hypera postica B. bassiana Yucel vd. 2019
Pad Pristiphora abietina B. bassiana Basilmamis veri
Pa5 Pristiphora abietina B. bassiana Basilmamis veri
Pa3 Pristiphora abietina L. muscarium  Basilmamis veri
Pa8 Pristiphora abietina L. muscarium  Basilmamuis veri
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Sekil 8. Calismada kullanilan entomopatojen funguslarin PDAY iizerindeki radyal
biiylime sekilleri
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2.3. Fungal izolatlarin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Preparata doniistiiriilecek susun se¢imi i¢in 2.2.’de belirtilen entomopatojen izolatlar
kullanilarak iklim odalarinda yetistirilen Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae) nimfleri

tizerinde tarama ve doz testleri yapildu.

2.3.1. Spor Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi

Patojenite testlerinde kullanilacak fungal izolatlarin 1x10° spor/mL’lik stok
sollisyonlarindan 100 pl PDAY besiyerine yayma ekim yapildi ve 25 °C’de 2-3 giin boyunca
inkiibasyona birakildi. Biiyiime sonunda, tek koloniler secilerek baska bir PDAY besiyerine
transfer edildi ve 25 °C’de 4 hafta inkiibe edildi. Bu siire sonunda, petri tizerine 10 ml steril %
0,1’lik Tween 80 eklendi funguslar cam baget ile kazindi ve sporlar toplandi. Spor
stispansiyonlar1, iki kath tilbent ile 50 ml’lik steril tiiplere siiziilerek misel ve agar
pargalarinin uzaklastirilmas: saglandi. Elde edilen siispansiyonlar, 5 dk. vortekslenerek
homojen hale getirildi. Spor konsantrasyonlari, Neubauer hemositometresi ile sayilarak
belirlenen konsantrasyonlara ayarlandi (Sevim vd., 2010a). Sporlarin yasayabilirligi, 100 pl
spor siispansiyonun PDAY agar iizerine yayma ekim yapilmasi ve 24 saatlik inkiibasyondan
sonra ¢imlenme Ozelliginin belirlenmesiyle test edildi. Uygulamada g¢imlenme tiipii spor
capindan biiyiik olan sporlar ¢cimlenmis olarak kabul edildi. Bunun sonucunda % 95 oraninda

¢imlenen sporlar patojenite testlerinde kullanildi (Sevim vd., 2010Db).

2.3.2.Tarama Testi

Tarama testi igin, 60 mm capinda petri kaplari kullanildi ve yaprak disk deneyi
uygulamasi yapildi. Kullanilacak petriler iizerinde hava delikleri agild1 ve petrinin taban1 %
1,5 su agar ya da steril pamukla kaplandi. Petri kaplari igerisine kesilmis yaprak (35 mm) ve
yaprak tizerinde 50 nimf bocek yerlestirildi (Sekil 9).

Segilen fungal izolatlardan 1 x 107 spor/mL konsantrasyonda hazirlandi. Spor
slispansiyonlar1 piiskiirtme yontemi kullanilarak petri kaplari igine yerlestirilen Myzus
persicae nimflerine 1 ml uygulandi. Test petrileri 25 °C’de, %75 nemde ve 12:12 (I:K) 151k
periyodunda 7 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Kontrol grubuna steril % 0,1’lik Tween 80

uygulandi (Sekil 9). Uygulanin sonunda petri kaplari incelendi, 6lii bocekler sayildi ve yiizde
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olim degerleri Abbott (1925) formiiliine gore hesaplandi. Yiizde mikoz degerini hesaplamak
amaciyla oOli nimfler %1’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisiyle yiizey sterilizasyonuna
yapildiktan sonra tabii tutulduktan sonra 3 kez steril distile su ile yikandi ve steril nemli filtre
kagidi iceren petrilere alindi. Bu islem, zararlinin nimflerinin ¢ok kiiciik olmast sebebiyle
minimal ¢ozeltiler kullanilarak gerceklestirildi. Sporlasan nimfler sayilarak yilizde mikoz

degerleri hesaplandi. Biitiin deneyler 3 tekrarli olacak sekilde yapildi (Sekil 9).

Sekil 9. Uygun suslarin segilmesi i¢in gergeklestirilen tarama testi. A) Biyotest
caligmasi igin gerekli olan test kaplar1 ve bu kaplar tizerine agilan hava
delikleri, B) Biyotest calismasi i¢in gerekli olan test kaplarmin
boceklerin beslenecegi patlican bitkisinden kesitlerin ve yapragin
kurumamast igin alt tabakaya pamuk kaplanmasi, C) Uygulama igin
segilen funguslardan spor siispansiyonlarinin ve D) Sprey uygulamasi

2.3.3. Doz Denemeleri

Bundan sonraki ¢aligmalarda “2.3.2. Tarama testi’> basamagindaki uygulamada en
yliksek mortaliteye sahip ilk dort izolat KTU-24, KTU-51, KTU-1 ve Pa8 kullanildi. Bu
suslardan oranlar1 1 x 10°, 1 x 10°, 1 x 107, 1 x 108 ve 1 x 10° spor/mL spor siispansiyonu
hazirlandi. Iklim odalarinda yetistirilen ve her test kabinda 50 adet Myzus persicae nimflerine,
belirtilen konsantrasyonlardaki siispansiyonlar piiskiirtme yontemi ile inokiile edildi. Kontrol
grubu i¢in steril %0,1°lik Tween 80 kullanild1 ve 25 °C’de, %60 nem ve 12:12 (I:K) 151k
periyodunda 7 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Biitiin petri kaplar1 7. giinde incelenerek
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oli bulunan nimfler sayildi ve yiizde 6liim degerleri Abbott formiilii ile hesaplandi. Yiizde
mikoz degerini hesaplamak i¢in ise 6lii nimfler %1°lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisiyle yiizey
sterilizasyonu yapildiktan sonra 3 kez steril ditile su ile yikandi ve steril nemli filtre kagidi

iceren petrilere alindi. Sporlasan nimfler sayilarak yiizde mikoz degerleri hesaplandi.

2.4. Oldiiriicii Etkisi Yiiksek Dort izolatin Radyal Biiyiime Orani ve Spor Uretimi
Uzerine Sicakhigin ve UV-B ’nin Etkisinin Belirlenmesi

Entomopatojen funguslarin radyal biiyiime orani i¢in gerekli uygun sicakligt belirlemek
amaciyla funguslar petrilerdeki SDAY besiyerlerine nokta ekim yapild: ve petriler karanlikta
20, 30 ve 37 °C’de 7 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan hemen sonra
misellerin gaplar 6lgiilerek sonuglar mm/giin olarak degerlendirildi. Ayrica, radyal biiylimeye
UV-B’nin etkisini belirlemek i¢in fungal izolatlar ayn1 sekilde SDAY besiyerine nokta ekim
yapilarak 306 nm dalga boyundaki UV-B 1s1gina 30 ve 60 dk. maruz birakildi ve misel gaplari
glinliik olarak ol¢iildii (Ali-Shtayeh vd., 2002; Bidochka vd., 2001).

Spor tiretimi tizerindeki sicaklik etkisini belirlemek i¢in funguslarin tiipteki egik SDAY
besiyerlerine ekimleri yapildi ve 20, 30 ve 37 °C’de 14 giin boyunca karanlikta inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonucunda tiiplere 10 ml %0,1’lik Tween 80 igeren steril su ilave
edildikten sonra steril bir cam c¢ubukla karigtirilip, vortekslenerek sporlarin suya ge¢mesi
sagland1. Sporlar suya gegtikten sonra olusan siispansiyon filtre kagidi ile siiziildii. Daha sonra
son konsantrasyon Neubauer hemositometresi yardimiyla hesaplandi. Ayni sekilde
funguslarin spor {iretimi iizerine UV-B’nin etkisini belirlemek i¢in fungal izolatlar SDAY
besiyerlerine (slant) ekimleri yapildi ve 306 nm dalga boyundaki UV 1s18mna 30 ve 60 dk.
maruz birakilarak spor konsantrasyonu belirlendi ve yukarida belirtilen sekilde spor

konsantrasyonu hesaplandi (Ali-Shtayeh vd., 2002).

2.5. Fungal izolatlarin Proteaz ve Kitinaz Enzimlerini Kodlayan Gen iceriklerinin
Arastirllmasi ve Taksonomik Pozisyonlarinin Belirlenmesi

2.5.1. izolatlardan Genomik DNA Izolasyonu

Oldiiriicii etkisi yiiksek olan funguslardan DNA izolasyonu yapmak igin ZR Tissue &
Insect DNA MiniPrep kiti kullanildi (Zymo Research, Irvine, CA, USA). izolasyon igin
oncelikle funguslar PDA besiyerine ekildi ve 28 “C’de iki haftalik siire ile inkiibasyona
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birakildi. Biiyliyen funguslardan yaklasik 50 mg agirliginda doku alindi. Doku lizis tiiplerine
transfer edildikten sonra iizerine 750 ul lizis soliisyonu eklendi ve doku pargalayici iginde
homojenize edildi. Doku pargalayicidan alinan tiipler 10.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.
Stipernetanttan 400 pl alinarak filtrasyon tiiplerine aktarildi ve 1 dk. 7.000 rpm’de santrifiij
edildi. Filtrenin altinda kalan siviya 1.200 pl genomik lizis soliisyonu eklendi. Karisim
DNA’nin tutunacag filtreli tiiplere alinarak 10.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi. Filtre yeni
bir tiipe alinarak 200 pl 6n yikama soliisyonu ile yikandi ve 10.000 rpm’de 1 dk. santrifiij
edildi. Tiipilin altinda kalan s1vi uzaklastirilarak ikinci kez yikama yapmak ic¢in 500 pl fungal-
bakteriyal DNA yikama soliisyonu eklendi. Tiipler 10.000 rpm’de 1 dk. santriftij edildi.
DNA’nin muhafaza edilecegi mikrosantrifiiriyj tiiplere alinan filtreler lizerine 50 ul DNA
Elution Buffer ilave edilerek DNA izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen DNA’lar -20 ‘C’de

kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

2.5.2. Tlgili Gen bélgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

Bu tez calismasinda tarama testi ile belirlenen ve oldiiriicii etkisi yiiksek olan dort EPF
susunda, virulansi artirici etkiye sahip oldugu literatiirde ispatlanan bir proteaz olan prlgeni
Metarhizium cinsi KTU-51 izolat1 i¢in, chit geni farkli cinsleri kapsayan dejenerat bir primer
kullanilarak yiiksek insektisidal etki gosteren dort izolat i¢in ve Beauveria bassiana
izolatlarina 6zgii Bbchitl taramas1 KTU-24 icin yapilds. {lgili gen bolgelerin ¢ogaltilmast igin
Tablo 7°de yer alan primerler kullanildi (Leal vd., 1997; Wang vd., 2002). PCR yo6ntemi
kullanilarak istenilen gen bélgeleri cogaltildi. Ozellikle prigeni igin nested PCR ydntemi
kullanilarak bu spesifik bolgeler ¢ogaltildi. Bu yontemde farkli primer takimlariyla ikinei bir
¢ogaltma olusumu sagland. Ilk amplifikasyonda elde edilen iiriin ikinci PCR igin kalip olarak
kullanildi.

Bu genlerinin ¢ogaltilmas: igin gereken PCR reaksiyon karigimi, 200 pM, dNTP, 50
pmol primer, 2,5 iinite Taqg DNA polimeraz, 5 pl 10X Tag DNA polimeraz reaksiyon
tamponu ve 50 ng genomik DNA igerecek sekilde hazirlandi ve son hacim ddH.O ile 50
ul’ye tamamlandi. PCR kosullari: 95 °C’de 5 dk. denatiirasyondan sonra 95 °C’de 1 dk., 55
°C’de 30 sn. ve 72 °C’de 2 dk. halinde 35 dongii ve son adim olarak 72°C’de 10 dk. olacak
sekilde gergeklestirildi (Muro vd., 2005). PCR firlinlerinden 5’er pl alinarak 0,5 pg/ml
etidyum bromiir katkilt %1°lik agaroz jelde 90 V’de 25 dk. elektroforezde yiiritiildii. PCR
iriinleri Qiaquick PCR 50 (Qiagen GmbH, Leusten, the Netherlands) kiti ile saflastirildi ve
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saflastirilan PCR {iziinleri DNA dizi analizi i¢in Macrogen (Hollanda) sirketine gonderildi.
Elde edilen DNA dizileri gen bolgelerini dogrulamak icin NCBI GenBank’ta yer alan DNA

dizileri ile karsilagtirilarak genin fungusdaki varligi dogrulandi.  Elde edilen siralar

GenBank’taki siralarla filogenetik analizlere tabi tutuldu.

Tablo 7. Proteaz ve kitinaz genlerini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primer siralart

PROTEAZ Primerler Dizileri

Baglanma Sicakhd
Tm (°C)

prl gen bolgesi

priA D1s primer;

55

METPR1 5‘CACTCTTCTCCCAGCCGTTC ‘3
METPR4 5‘GTAGCTCAACTTCTGCACTC ‘3
I¢ primer;

METPR2 5*'AGGTAGGCAGCCAGACCGGC ‘3
METPRS 5*TGCCACTATTGGCCGGCGCG ‘3

priB

Dis primer; 55
Pr1B1 5*TGCCAACATCGGACAAGACA’3

PriB2 5*CATGGACGACCCCGAAAGAG 3

I¢ primer;

Pr1B3 5*AGCGTTCCCGGCAGTTACCATT ’3

Pr1B4 5°*CCCGGCGCAAAAATATCAAC’3

KIiTINAZ
chit

bbchit

Chit U 5‘GCCGTCTACTTCACCAAYTGG ’3 57
Chit D 5°CCAGCATAGTCGTAGGCCAT ’3

F5 TTTCTTCAAACCAGCCTCGCGCT ‘3 58
R 5> AATGTCCAATTCTTGGAGCCGTCC ‘3

2.6. Formiilasyonun Gelistirilmesi

Tarama testleri ve doz denemeleri sonucunda en yiiksek oldiiriicii etkiye sahip, sicaklik

ve UV-B uygulamalarinda toleransi yiiksek olan, kiitikulay: degrede eden enzim bolgelerinin

varlig1 belirlenen ve hizli 6liime sebep olan iki izolattan (KTU-24 ve KTU-51) yag- bazli

prototip fungus formiilasyonu iiretildi.

2.6.1. Fungal Konidilerin Uretilmesi

Bu kisimda, 6nce suslarin bifazik kiltiir sistemine gore substrat lizerinde kuru

formiilasyonlarinin {iretilmesi planlamisti. KTU-51 (Metarhizium anisopliae) susunun kati

substrat iizerinde tiretimi bagarili bir sekilde gergeklestirilmesine ragmen, KTU-24 (Beauveria

bassiana) susunun biyolojik oOzelliklerinden dolayr bu substrat iizerinde {iretilmesinde
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beklenen ve olmasi gereken verim saglanamadi. Bu nedenle spor iiretimlerinde KTU-51 i¢in
kat1 substrat ve KTU-24 i¢in de sivi faz (fermentor yontemleri) kullanildi. Kati substrat
kullanilarak iiretimi yapilan sistem konidilerin Oncelikle sivi  besiyeri ortaminda
biiyiitiildiikten sonra, olusan inokiilantin (misel veya hifler), kat1 substrat {izerine transfer
edilmesi esasina dayanmaktadir (Seema vd., 2013). Sivi fazli (fermentér) tiretim ise Mascarin

vd., (2016) metoduna gore gergeklestirildi.

2.6.1.1. KTU-51 (Metarhizium anisopliae)’in Siv1 Besiyerinde Biiyiitiilmesi

KTU-51 (Metarhizium anisopliae) izolat1 1x10° spor/mL’lik stok soliisyonlarindan
PDAY besiyerine 100 pl yayma ekim yapildi ve 25 + 2 °C’de 2-3 giin boyunca inkiibasyona
birakildi. Biiyiime sonunda, tek koloniler secilerek Sabouraud dekstroz agar (1/4 SDA, %1
dekstroz, %0,25 mikolojik pepton, %2 agar ve %0,5 yeast ekstrakt, w/v) besiyerine transfer
edildi ve 25 °C’de 4 hafta inkiibe edildi. Bu siire sonunda, petri lizerine 10 ml steril %0,1’lik
Tween 80 eklendi ve cam baget ile kazinarak sporlar elde edildi. Spor siispansiyonu Neubauer
hemositometresiyle konsantrasyon 2,9 x 10° spor/mL’ye ayarlandi.

Spor siispansiyonu, hazirlanan besiyerine (1 litre i¢in; 30 gr glukoz veya sukroz, 20 gr
maya ekstrati, 4 gr potasyum hidrojen fosfat (KoHPOs), 25 gr kazein hidrolizat, 10 mg
gentamisin ve pH 5,6) 1:10 oranda inokiile edildi. Karisim 500 ml’lik erlen i¢inde 150 ml
olacak sekilde ayarlandi ve 150 rpm’de 28 °C’de 4 giin boyunca inkiibe edildi (Seema vd.,
2013).

2.6.1.2. Metarhizium anisopliae (KTU-51) izolatimn Kati Substrat Uzerinde
Uretilmesi

Metarhizium anisopliae (KTU-51)’nin daha fazla spor elde etmek igin kati substrat
olarak piring se¢ildi. Uygulama i¢in 1 kg piring kullanildi. Piringler soguk saf su ile ii¢ kere
icerisindeki kalinti maddeler, tortular ve en 6nemlisi nisastasinin uzaklastirilmasi i¢in yikandi
ve derin bir kap igerisinde 30 dk. bekletilerek su tutma kabiliyetleri artirildi. Fazla suyu
stiziilen piringler, 1 kg icin 300 ml saf steril su ve 20 ml aygicek yag1 kullanilarak suyu ¢cekene
kadar 6n pisirme islemine tabii tutuldu. Biiylitme isleminin yapilacagi fungus biiyiitme
torbalarinda hava delikleri agildi ve agilan delikler pamuk ile kapatildi.

Hazirlanan biiyilitme posetlerine yar1 pismis piringler her bir posette 150 gr olacak

sekilde dagitildi, 121 °C’de 1.1 atm basingta 6zellikle 40 dk. otoklav edildi ve sogutulmaya
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birakildi (Seema vd., 2013). 2.6.1.1.’de anlatildig1 gibi hazirlanan siv1 kiiltiirden blastosporlari
almak ve besiyerini uzaklastirmak i¢in santrifiij ile ¢coktlirme ve 3 defa yikama islemi yapildu.
Toplanan sporlar steril saf suda ¢oziildii ve icerisinde 1 x 107 -5x10® spor/mL konsantrasyon
olacak sekilde ayarlandi. Bu spor siispansiyonlarindan igerisinde 150 gr piring bulunan mantar
biiyiitme posetlerine 5 ml inokiilasyon yapildi. Inokiilasyon sonrasinda posetlere masaj
yapilarak fungus sporlarinin tiim substrat ile temasi gerceklestirildi. Biiyiimesi i¢in sicakligi
25-30 °C olan etiivlerde yaklasik 20 giin bekletildi. Inkiibasyon sirasinda fungus sporlarmin
iyi gelisebilmesi i¢in, fungus biiyiitme posetlerine 5 giin arayla masaj yapilarak fungusun
homojen olarak dagilmasi saglandi. Inkiibasyon sonrasinda fungus posetleri acildi, fungus
sporlar1 Kraft kagitlara aktarildi ve kagitlar on giin 6n kurutmaya birakildi (Sekil 10).
Kurutma sonrasinda bir elek (45 pm mesh™ kullanilarak sporlar piringlerden ayrilds.
Eleme isleminden sonra toplanan sporlar vakumlu bir desikator yardimiyla nem oranm1 %5‘den
daha az olana kadar kurutuldu. Gram basina diisen fungus miktarini belirlemek i¢in, kurutulan
ornekten 1gr alindi, steril suda ¢ozildii, sayim yapildi ve gram basina diisen fungus miktari
hesaplandi. Kurutulan aerial konidiyalar yag formiilasyonlarinda kullanilmak tizere 50 ml’lik

cam siselerde +4 °C diisiik nem kapasiteli buzdolabinda saklandi.
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Sekil 10. Fungal sporlarin Kraft kagitlarda kurutulmasi

2.6.2. Beauveria bassiana (KTU-24)’min Fermentor ile Uretilmesi
2.6.2.1. Bazal Tuz Besiyerinin Hazirlanmasi

Siv1 bir ortamda blastosporlarin iiretilmesi i¢in bazal tuz besiyeri kullanildi. Bir litre
besiyeri igin; 80 gr glukoz, 25 gr hidrolize kazein, 2 gr KH2PQOg4, 0,4 gr CaCl.. 2H20, 0,3 gr
MgSOa. 7H20, 37 mg CoCl». 6H20, 50 mg FeSO4. 7H20, 16 mg MnSO4. H20, 14 mg ZnSOa.
7H-0, 500 mg tiamin, riboflavin, pantotenat, niasin, piridoksamin, tiyoktik asit, 50 mg folik

asit, biotin ve B12 vitamini eklendi. Glukoz oran1 %20 w/v olarak ayarlandi ve ayri sekilde
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otoklav edilerek eklendi. Besiyerinin pH’s1 5,8 olarak ayarlandi ve 121 °C 20 dk. otoklav
edildi (Mascarin vd., 2016).

2.6.2.2. Fungus Sporlarmmin Hazirlanmasi ve inokulum

Kullanilacak fungal izolat 1 x 10° spor/mL’lik stok soliisyonlarindan PDAY besiyerine
100 pl yayma ekim yapildi ve 25 °C’de 2-3 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Biiyltime
sonunda, tek koloniler secgilerek baska bir PDAY besiyerine transfer edildi ve 25 °C’de 4
hafta inkiibe edildi. Bu peryot sonunda, petri iizerine 10 ml steril % 0,1°lik Tween 80
eklenecek ve cam baget ile kazinarak sporlar elde edildi. Konsantrasyon 1 x 10° spor/mL
ayarlandi ve 250 ml’lik erlenlerde 150 ml 2.6.2.1.°de hazirlanan baslangic kiiltiirii
kullanilarak 25°C’de 3 giin 350 rpm’de inkiibasyona birakildi (Mascarin vd.,2016).

2.6.2.3. Fermentorde Uretim ve Spor Hasad1

Blastospor iiretimi kiiglik Olgekli tretim olarak Sartorius marka fermentorle
gerceklestirildi. Baslangig  kiiltiirde iiretilen blastosporlardan 5 x  10° spor/mL
konsantrasyonda spor silispansiyonu hazirlandi ve 1 litre i¢in 10 ml spor silispansiyonu
fermentor besiyerine inokiile edildi (5 L bioreactor, Biostat A, Sartorius). Fermentor kosullar

25 °C’ de 350 rpm, pH’s1 5.3 olarak ayarlandi (Mascarin vd., 2016).

Sekil 11. KTU-24¢lin fermentorde iiretilmesi ve saflastirilmasi
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Bes giin sonrasinda elde edilen blastosporlar bir elek yardimiyla siiziildii ve hifal yapilar
uzaklastrildi. Kalan besiyerindeki blastosporlarin toplanmasi i¢in 10.000 g’de 10 dk. santrifiij
edildi. Sonrasinda steril saf su ile kalan besiyerinin uzaklastirilmasi i¢in {i¢ kez yikama islemi
yapildi. Elde edilen blastosporlar steril suda ¢oziildii. Minumum konsatrasyon 2 x 10%°

spor/ml olarak ayarlandi (Sekil 11).

2.6.2.4 Sprey Kurutucuyla Kurutma

Temizlenen blastosporlar yagsiz siit tozunda (skim milk powder) ¢oziildii ve final
konsantrasyon 2 x 10! spor/mL olarak ayarlandi. Litre basma 200 gr olacak sekilde
ayarlanarak kurutma kosullar1, LabPlant SD-Basic cihazi kullanilarak; i¢ sicaklik, 95+2 °C,d1s
sicaklik, 4842 °C,geri beslenme orani, 20 ml dak.™, 5.7-5.9 bar hava basinc1 100-300 ml geri
beslenme hacmi olarak belirlendi. Elde edilen sporlarin nem oranlart belirlendi. Nem orani
%5’ten daha az olana kadar kurutuldu. Elde edilen sporlar kullanilmak iizere +4 °C ‘de
buzdolabinda saklandi (Sekil 12).

Sekil 12. Fermentorde tiretilen KTU-24"{in blastosporlarinin sprey kurutucuda kurutma
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2.7. Uretilen Konidiyalarin Bitkisel Yag ile Karistirilmasi

Mikoinsektisit {iretiminde, {retilen {riiniin fiziksel ve biyolojik 06zelliklerinin
standartlara uymasi onemli bir konudur. Ticari olarak firetilen ve kullanilan diger yag
formtilasyonlar1 ile benzer icerikli olmasi, iirliniin dogada kaliciligini ve raf dmriinii artirici,
biyolojik ve fiziksel Ozlliklerini artirtlmasini destekleyen maliyeti en aza indiren yardimci
kimyasal maddelerin kullanilmasiyla bu tez kapsaminda iki adet farkli cinse ait EPF’dan
formiilasyon iiretildi. Oncelikle secilen her iKi izolat yukarida belirtildigi gibi toz halinde 10-
30 gr arasinda (10 spor /g) spor elde edildi. Sonrasinda 3 g naftalin siilfanik asit, 0,1 g
askorbik asit, 50 ml bitkisel yag, 10 ml emiilsifiye madde lesitin, 1ml Silvet-L-77 ve 10 gr toz
fungus ile 100 ml’e steril su ile tamamlandi. Cam sisede homojenizatér ile 50 rpm’de <10
°C’de 5 dk. karigtirildi. Sonrasinda 1 g sodyum alignat eklenerek 30 dk. karistirildik sonra pH
degerini belirlemek igin karisimdan 1 ml alinarak 100 ml steril suda ¢6ziildii ve pH degeri
ayarlandi. Stok formiilasyon kiiltiirii igerisindeki spor karigimi, sivi siispansiyon igerisinde
%10 olacak sekilde tasarlandi. Stok formiilasyon, %50 yag formiilasyonu olarak hazirlandi.
Uygulama konsantrasyonu sporlar sayilarak 1x10° spor/mL konsantrasyonda kullanilmak
iizere ayarlandi. Biyotest calismalarinda, 1 ml %5 yag iceren 1x108 spor/mL konsantrasyonda
uygulama yapildi. Gelistirilen formiilasyonlar AFISIDAL-OD BBASTR61 ve AFISIDAL-
OD METTR61 olarak isimlendirildi.

2.8. Formiilasyonun Etkinliginin Test Edilmesi

Bu asama c¢alismalardan elde ettigimiz {irtinler BBASTR61 ve METTR61’1n zararlilar
iizerindeki etkinligini belirlemek amaciyla gergeklestirildi. Testler, laboratuvar deneyleri i¢in
iklim dolaplarinda yetistirilen nimfler {izerinde yapildi. Saksi denemesi uygun iklim
odalarinda gergeklestirildi. Biyotest ¢alismalarinda 1 ml %35 yag igeren 1x108 spor/mL

konsantrasyonda uygulama yapildu.

2.8.1. Formiilasyonun Myzus persicae Nimfleri Uzerinde Laboratuvar
Kosullarinda Test Edilmesi

Uygulama &ncesinde, stok olan formiilasyondan (1 x 10° spor/mL) 1 ml soliisyon

alinarak 10 ml steril suda ¢oziilmiis ve uygulama konsantrasyonu 1 x 108 spor/mL
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konsantrasyonda ayarlanmisti. Uygulama yapilacak M. persicae nimfleri, kil fircalarla
alinarak binokiiler mikroskop yardimiyla sayildi ve uygulama i¢in hazirlanan petri kaplarina
birakildi. Uygulama i¢in hazirlanan petri kaplari (60 mm) igerisine yapraklarin kurumasini
engeleyen ve gerekli nem ortaminin olusmasini saglayan %1,5 su agar ve agar iizerine
boceklerin beslenmesi i¢in kesilmis turp, biber veya patlican yapragi (50 mm) koyuldu.
Binokiilerde sayilan nimfler bu yapraklar iizerine dikkatli bir sekilde birakildi. Uygulamada,
tclii tekrar halinde 50 adet nimf kullanildi. Uygulama igin herbir test kabma 0,1ml spor
stispansiyonu uygulandi; 25 °C’de, %60 nem ve 12:12 (I:K) 151k periyodunda 7 giin boyunca
inkiibasyona birakildi (Sekil 13). Deney sonunda biitiin test kaplar1 incelenerek 6li bulunan
nimfler sayildi ve yiizde 6liim degerleri hesaplandi. Yiizde mikoz degerini hesaplamak icin ise
olii nimfler %1’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisiyle ylizey sterilizasyonu yapildiktan sonra 3
kez steril distile su ile yikandi ve steril nemli filtre kagidi igeren petrilere alindi. Sporlagan

nimfler sayilarak ylizde mikoz degerleri hesaplandi.

, TEAAARNARRRRRRRRRNT

Sekil 13. Gelistirilen formiilasyonlarin laboratuvar kosullarinda
Myzus persicae nimfleri tizerindeki etkileri

2.8.2. Saks1 Denemesi

Calismamiz i¢in O0rnek konak bitki olarak biber fideleri segildi. Denemeler Oncesi
secgilen saglikli fideler, 30 cm ¢apindaki saksilara dikildi ve uygulama i¢in 5 tekrarli olacak
sekilde diizenekler kuruldu. Toplam 30 adet saksiya dikilen fideleri ortama adaptasyon
saglanmas1 ve uygulama Oncesi en az yedi yaprak biiyiimesinin gozlenmesi igin bekletildi.
Gerekli biliylime gozlendiginde, M. persicae nimfleri saksilara salinarak burada da yaprak

basina on adet nimf diisecek sekilde ¢ogalmalar1 beklendi. Hazirlanan formiilasyon ve pozitif
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kontrol igin secilen ticari formiilasyonlardan 1x 10 spor / mL siispansiyonlar1 hazirlandi ve
uygulama piiskiirtme yontemi kullanilarak gergeklestirildi (Sekil 14).

Deney gruplari; i. Gelistirilen formiilasyonlar: BBASTR61 ve METTRG61 ii. Pozitif
Kontrol (Ticari Uriinler): MET52-M.anisopliae) (Nostalgist BL- B. bassiana) iii. Bos
Formiilasyon ve iv. Kontrol (Sadece Tween 80 (%0,05) seklinde olusturuldu.

Her gruptaki biber fidesine, 1 ml soliisyon piiskiirtme yontemi ile uygulandi. Kontrol
grubuna ise su puskiirtiildi. Uygulama, 15 giin takip edildi, 6len bocekler kaydedildi ve
mikozlanma igin nem ¢emberine tabi tutuldu. Sonuglara Abbott formiilii (1925) uyguland: ve
gelistirilen mikoinsektisit ylizde etkisi bulundu. Deneyin sonucunda, formiilasyonlar ve ticari

riinler istatistiksel olarak kontrol grubu ile karsilastirildi.
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Formulasyon
uygulamasi l
4

Sekil 14. Saks1 denemeleri
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2.9.Veri Analizi

Elde edilen biitin DNA dizileri, BioEdit (Hall, 1999, version 7.09) programi ile
diizenlendi ve NCBI GenBank’ta blastlanarak GenBank’ta yer alan diger DNA dizileri ile
yiizde benzerlikleri belirlendi. DNA dizilerinin Cluster analizi ayni sekilde BioEdit
programini kullanarak Clustal W programu ile yapildi ve buradan elde edilen veriler MEGAS
filogenetik programi (Tamura vd., 2011) yardimiyla neighbour-joining (NJ) analizinde
kullanildi. Aligment bosluklar1 kayip veri olarak degerlendirildi. Olusturulan dendrogramlarin
giivenilirligi MEGAS programi kullanarak seg-bagla (bootstrap) analizi ile 1000 tekrarh
olacak sekilde test edildi.

Biyotestlerden elde edilen veriler Abbott formiilii kullanilarak anlamlandirildi ve aym
zamanda nem bolimiinde bekletilen 6li bocekler sayesinde yiizde mikoz degerleri hesaplandi
(Abbott, 1925). Elde edilen veriler SPSS 21.0 programi kullanilarak analiz edildi. Patojenite
verilerinin analizinde varyans analizi (ANOVA) kullanildi. izolatlarin kontrol grubu ile
karsilastirilmasinda tek yonli varsayans alalizi testi ve izolatlarin birbiri ile
karsilastirilmasinda ise HSD ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Doz uygulamast sonucu LCso
degerinin hesaplanmasi, SPSS 21.0 programi sayesinde probit analizi ile gergeklestirildi.

Calismada kullanilan grafikler GraphPad Prism 5.0 programi kullanilarak olusturuldu.



3. BULGULAR

3.1. Tarama Testi

Fungus izolatlarm 1 x 107 spor /mL konsantrasyonda M. persicae iizerindeki etkilerinin
belirlenmesi i¢in yapilan tarama testi sonucunda biitliin izolatlarin zararli iizerinde etkili
oldugu belirlendi. Tarama testi i¢in piiskiirtme yontemi uygulandi ve inkiibasyona birakildi

(Sekil 15).

Sekil 15. Tarama testi uygulamasi

PR

Uygulama sonrasinda 6lim oranlarinin %58 — 100 arasinda degistigi gozlendi (Sekil
16). Uygulama yapilan M. persicae nimflerinde enfeksiyondan iki giin sonra olimler
meydana geldi. En yiiksek 6liim oranina (%100), KTU-24 (Beauveria bassiana) izolati 5.
giinde ulagirken, KTU-51 (M. anisopliae), KTU-1 (Isaria fumosorosea) ve Pa8 (Lecanicillium
muscarium) izolatlarinda %80’in iizerinde 6liim ve mikoz oran1 gézlemlendi (Sekil 16, 17).
Olii bocekler iizerindeki biiyiime ve sporlasma oranlarmin karsilastirilmasinda da biitiin
izolatlarin kontrol grubundan farkli oldugu ve aralarinda degisik mikozlanma seviyeleri
gosterdikleri tespit edildi (p<0,05).

Sekil 16°da goriildiigii tizere uygulama sonrasinda 6liim oranlari, KTU-24 (B. bassiana)
izolat1 i¢in %100, KTU-51 (M. anisopliae) i¢in %94, KTU-1 (1. fumosorosea) i¢in %86,66 ve
Pa8 (L. muscarium) i¢in %80,66 olarak belirlendi. Mikoz oranlar1 bu izolatlar igin sirasiyla,
%92,33, %78,33, %79,33 ve %73,33 olarak belirlendi.
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Sekil 16. izolatlarin 1 x 107 spor /mL konsantrasyonda M. persicae nimfleri iizerindeki
patojeniteleri ve kadavralarin mikozlanma oranlari. Oliim degerleri Abbott
formiilii (Abbott, 1925) kullanilarak hesaplandi. Farkli biiyiik ve kiiciik harfler,
LSD ¢oklu karsilastirma testine gore izolatlar arasinda sirasiyla mortalite ve
mikoz arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar1 temsil etmektedir (P <0.05).
Cubuklar ise standart sapmay1 gostermektedir.

M. persicae nimflerine karsi test edilen fungal izolatlarin patojenite degerleri kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, izolatlarin kontrol grubundan farkli 6liim degerlerine sahip
olduklar1 belirlendi (F =155,07, df=15, p<0,05). izolatlarm birbirleriyle karsilastiriimasinda
ise biitlin izolatlarin farkli 6liim degerlerine sahip olduklar1 tespit edildi (F=155,07, df=15,
p<0,05).

M. persicae nimfleri iizerinde Ozellikle B. bassiana izolatlariin diger cinslere ait
izolatlara gore daha etkili oldugu belirlendi. Mikozlanmaya birakilan kontrol grubunda
mikozlanma gézlenmedi ve boylece 6liimlerin dogal yolla oldugu belirlendi.

Deney sonucunda, yiiksek insektisidal etki gosteren dort izolatin (KTU-24 (B.
bassiana), KTU-51 (M. anisopliae), KTU-1 (I. fumosorosea) ve Pa8 (L. muscarium)) hepsinin
farkli cinslere ait olmas1 ve etkili sonuglar gostermesi, tez ¢alismasi yiiriitiilmesi igin bu dort
izolattan birinden mikoinsektisit {iretilmesinde umut verici oldu.

Yiiksek insektisidal etki goOsteren izolatlardan etkili dozun belirlenmesi i¢in doz

denemeleri yapildi.



Sekil 17. Entomopatojenik funguslar ile enfekte M. persicae nimflerinin mikoz
gorlintiileri

3.2. Doz Denemeleri

Tarama testi ile 15 adet entomopatojen fungustan en yliksek insektisidal etki gosterdigi
belirlenen KTU-24, KTU-51, KTU-1 ve Pa8 suslar1 doz denemelerinde kullanildi. Doz
denemeleri i¢in spor siispansiyonlar1 her bir izolat i¢in 1 X 10° 1x10% 1x107,1x10%ve 1
x 10° spor/mL konsantrasyonda uygulandi ve deney sonucunda &liim oranlar1 Abbott
formiiliine gore hesaplandi. Doz denemelerinde uygulama konsantrasyonlar1 arttikga 6liim
oranlarinin da bu artisla paralel olarak artigi gozlendi. Dort izolattan KTU-24in en etkili
izolat oldugu belirlendi. izolatlarin 6liim oranlarmin %72 ile %100 arasinda degistigi tespit
edildi. izolatlarin uygulamadan yedi giin sonra zararli nimfleri iizerindeki LCso degeri KTU-
24, KTU-51, KTU-1 ve Pa8 icin sirastyla 0,21 x 10° spor/mL, 0,70 x 10° spor/mL, 0,96 x 10°
spor/mL ve 0,17 x 10 spor/mL olarak hesaplandi (Tablo 8).
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Tablo 8. EPF’lerin Myzus persicae iizerindeki probit analizinin parametre degerleri

Izolat LCso (Cl)2 Intercept  (Slope £ SE)P X2 Df

KTU-24  0,21x10° (0,20-0,554) -1,532 1,25+0,68 2,062 3
KTU-51 0,70x10° (0,104-0,268) -0,900 0,92+0,042 0,732 3
KTU-1  0,96x10° (0,11-0,275) -0,961 0,97+0,042 0,670 3

Pa8 0,17x10° (0,084-0,244) -0,861 0,86+0,041 0,357 3

Slope: Egim, SE: Standart hata, Df: Serbestlik derecesi, X2: Ki-kare.

Ayni kolonda yer alan farkli kiigiik harfler nemli farkliliklar1 gostermektedir (P <0,05)
4 Giiven araligi %95 6nem seviyesinde

bM. persicae nimflerinin uygulama yapilan izolatlara kars1 tepkisinin egimi

KTU-24 (Beauveria bassiana) izolatmin 1 x 10° spor/mL spor konsantrasyonda M.
persicae nimfleri iizerinde %100 mortalite gdsterdigi diger dozlarmn (1 x 108,1 x 10" 1 x 10°
ve 1 x 10°spor/mL) 6liim oranlari ise sirastyla %96, %89, %84 ve %73 olarak belirlendi.
Kontrol grubunda oOlim oram1 %2 olarak belirlendi. Nimflere karsi uygulanan
konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu tespit edildi (p<0,05)

(Sekil 18). Uygulanan doz miktar1 arttik¢a mortalitenin arttig1 10°de %73den 10%°da %100 ‘e

ulastig1 belirlendi.
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Sekil 18. KTU-24’{in farkli dozlarinin M. persicae nimfleri {izerindeki etkileri

KTU-51 (M. anisopliae)’in, 1 x 10° spor/mL konsantrasyonda M. persicae

nimflerine kars1 %83 6liim degeri iirettigi gozlendi. Diger konsantrasyonlarda (1 x 108,
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1 x 107, 1 x 10% ve 1 x 10° spor/mL) 6liim oram sirasiyla %79, %68, %63 ve %52
olarak belirlendi. Kontrol grubunda 6liim degeri %6 olarak belirlendi. Nimflere karsi
uygulanan konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu

(p<0,05) (Sekil 19).
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Sekil 19. KTU-51"in farkli dozlarinin M. persicae nimfleri iizerindeki etkileri

KTU-1 (I. fumosorosea)’in 1 x 10° spor/mL spor konsantrasyonda M. persicae
nimflerine kars1 uygulanmasi sonunda %78 6liim oranm1 gézlendi. Diger konsantrasyonlarda (1
x 108, 1 x 107, 1 x 10% ve 1 x 10° spor/mL) sirastyla %74, %62, %58 ve %51 olarak
belirlendi. Kontrol grubunda 6liim degeri %8 olarak belirlendi. Larvalara karsi uygulanan
konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu (p<0,05) (Sekil 20).

Pa8 (L. muscarium)’in 1 x 10° spor/mL konsantrasyonda Myzus persicae nimfleri
iizerindeki uygulanmasi sonunda %72 6liim orami belirlendi. Diger konsantrasyonlarda (1 x
108, 1 x 107, 1 x 10%ve 1 x 10° spor/mL) strastyla %69, %62, %53 ve %49 olarak belirlendi.
Kontrol grubunda %8 mortalite belirlendi. Nimflere karsi uygulanan konsantrasyonlar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu (p<0,05) (Sekil 21).
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Sekil 20. KTU-1 ‘in farkli dozlarmin M. persicae nimfleri tizerindeki etkileri
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Sekil 21. Pa8’in farkli dozlarinin M. persicae nimfleri tizerindeki etkileri

Yapilan farkli dozlarin uygulanmasi deneyinde 6zellikle KTU-24 ve KTU-51 izahatlar

diger suslara gore daha yiiksek 6liim orani gosterdigi belirlendi.
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3.3. Dort izolatin Radyal Biiyiime Oram ve Spor Uretimi Uzerine Sicakhign ve
UV-B’nin Etkisinin Belirlenmesi

3.3.1.S1cakhgin Radyal Biiyiime Uzerine Etkisi
Farkli sicakliklar altinda suslarin radyal biiyiimeleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda
anlamli farkliliklar gézlendi (F (3,44) = 82,289, p<0.05). Farkli sicakliklardaki inkiibasyon

sonrasinda, 37 °C uygulamasinda kullanilan izolatlarin higbirinde biiyiime gozlenmedi
(p<0,05) (Tablo 9, Sekil 22).

Tablo 9. Sicakligin radyal biiyiimesi lizerine etkisi

Sicaklik (°C) izolat (mm= SD)
KTU-24 KTU-51 KTU-1 Pas8
20 *15,4+70,20° 20,0 +£1,0¢ 19,44 +0,509 23,88 +1,01°
28 (Kontrol) 24,77 +2,80° 18,55+1,89% 27,11 +2,45% 26,88 +1,01°
30 13,740,200 10,44 +2,56" 26 +£2,00%¢ 16,44 +0,50%
37 0 +0* 0 +0! 040" 0 +0!
LSD p<0,05 1,170

* 3 tekrarli deneyde maksimum biiyiime ¢ap1
** Farkli sicakliklarda standart sapma degerlerini vermektedir.
Fisher’s Least Significant Difference (LSD) test, o = 0.05 gore yapilmustir.
Harfler uygulamalar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymaktadir.

En diisiik sicaklik olan 20 °C’de suslar kontrol grubu ile kiyaslandiginda, KTU-51
izolatinin diger suslara kiyasla bu sicaklikta en iyi radyal biiylime gosteren sus oldugu ve
kontrol grubu ile anlamli bir farklilik oldugu belirlendi (p<0,05). Pa8 izolatinin 20 °C’de
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda biiylime yiizdesi %88 olarak belirlendi. KTU-1
izolatinin 30 °C’de kontrol grubu ile kiyaslandiginda diger suslara kiyasla bu sicaklikta en iyi
radyal bitylime gosteren sus oldugu ve kontrol grubu ile anlamli bir farklilik oldugu belirlendi
(p<0,05). Deney yapilan bu ti¢ farkl sicaklikta 6zellikle KTU-1 izolat1 sicaklik arttik¢a radyal
bliylime orani artarken diger izolatlarin radyal biliyiimesinde azalma belirlendi (p<0,05) (Tablo
9).

KTU-24 izolatin kontrol grubu ile kiyaslandiginda, 20 °C’de %37 oraninda radyal
biiyimesinde azalma oldugu belirlendi. 30 °C’de %44 oraninda radyal biiylimesinde azalma

oldugu belirlendi. KTU-24 izolatinin diisiik sicakliga daha toleransh oldugu fakat sicaklik
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artikca radyal biiylime oraninin daha azaldigi belirlendi. KTU-51 izolatinin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, radyal biiyiime oranin kontrol grubundan %7 daha fazla oldugu fakat
bliyiime etkisinin %44 azaldigi belirlendi. Sicaklik azalmasina toleransli oldugu, fakat
sicaklik artisininda radyal biiyiime oraninin etkilendigi belirlendi. Pa8 izolati kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 20 °C’de radyal biiyiime oraninin %12 ve 30 °C’de %39 azaldig1 belirlendi.
KTU-1 izolatinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda 20 °C’de %32 ve 30 °C’de %13 radyal
biiytimesinin azaldig1 belirlendi. Diger {i¢ izolat olan KTU-51, KTU-24 ve Pa8 izolatlar1 ile

kiyaslandiginda, radyal biiyiime oranin sicaklik yiikselmesinden daha az etkilendigi belirlendi.

Sekil 22. Sicakligin radyal biiylime tizerindeki etkisi
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3.3.2. UV-B’nin Radyal Biiyiime Uzerine EtKisi

Ozellikle radyal biiyiime oranina UV-B etkisini belirlemek icin yapilan deneyde misel
caplar1 giinliik olarak 6l¢iildii (Sekil 23). Deney 14. giinde sonlandirildi. Sonuglar linear
regresyon testi ile SPSS 21. istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. Farkli sicakliklar
altinda UV-B’nin etkisinine 30 dk. ve 60 dk. siire maruz birakilan suslarin tiim sicakliklarda
biiyiime gosterdigi belirlendi (F=138,345, df=15, p<0,05, Tablo 10). Onceki deneyde 37

°C’de biiylime gozlenmediginden bu deneyde bu gruba yer verilmedi.

Sekil 23. UV-B’nin suslar iizerindeki petri tizerindeki etkisi
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UV-B’nin 30 dk.‘lik etkisinde 20 °C’de KTU-1 ve KTU-24 izolatinin diger iki susa
gore radyal biiyiimesinde UV-B’nin etkisinin daha az oldugu ve 30 °C’de 6zellikle KTU-1
izolatinin kontrol grubuna ¢ok yakin sonu¢ vermesi ve bu sicaklikta en iyi biiyiime
gostermesinden dolayr UV-B’nin etkisine karsi tolerans gosterdigi belirlendi (p<0,05). UV-
B’nin 60 dk.‘lik etkisinde 20 °C’de KTU-24 ve Pa8 izolat1, 30 °C’de suslar kontrol grubu ile
kiyaslandiginda KTU-1 ve KTU-24 izolatinin diger suslara kiyasla daha dayanikli oldugu ve
anlamli bir farklilik oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 10).



Tablo 10. UV-B’nin izolatlarin radyal biiyiime iizerine etkisi (mm + SD)

izolat 30°UV-B
Kontrol (UV) Kontrol
o *k*x o **k*x
20°C Kontrol 28 OCH* (28 °C) 30°C Kontrol

KTU-24 715,98+70,040%  16,4340,030% 14,21 +0,0505 16,91 £0,060°¢ 15,06 £0,060" 15,49 +0,090"?
KTU-51  14,33+0,500° 15,3740,120  15,76+0,060°  16,16+0,060°¢ 8,830 +0,030" 11,78 +0,020™
KTU-1 23,50 +0,10° 24,01 £0,0109 23,66 £0,0408 24,58 +0,020* 24,98 +0,020* 24.65 +0,10Y

Pa8 16,83 +0,080% 17,01 £0,10° 17,91 +0,020°¢ 18,08 £0,080¢ 15,33 +0,020"2 18,06 +0,060?

60’ UV-B
Kontrol (UV) Kontrol
o *k*k o *k*k
20°C Kontrol 28 °C) ##+ (28 °C) 30°C Kontrol

KTU-24 "14,83+70,30%  15,92+0,020°  13,45+0,0505 16,91 +0,060°°  14,83+0,030"2  15,32+0,040"2
KTU-51  13,83+0,30¢ 15,110,110 14,34+0,040°  16,16+0,060°  8,390+0,090"  10,212+0,020™
KTU-1 18,50 +0,50° 23,18 £0,080° 22,86 +0,0608 24,58 +0,080" 20,16 +0,084Y 23,86 +0,010*

Pa8 16,50 +0,50° 17,79 £0,090° 17,66 £0,060°° 18,08 £0,080¢ 14,66 +0,060% 17,06 +0,060?

LSD p<0.05 0,303

*3 tekrarli deneyde maksimum biiylime ¢ap1

** Farkli sicaklilarda gozlenen farkliliklar1 ifade etmektedir (P < 0.05).

*** Uygulandigi sicaklikta UV-B(") uygulamasi yapilmamistir.

Fisher’s Least Significant Difference (LSD) test, a = 0.05 gore yapilmustir. Harfler uygulamalar arasindaki farkliliklart ortaya

koymaktadir.

L9
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3.3.3. Sicakligin Spor Uretimi Uzerine Etkisi

Funguslarin spor iretimi lizerindeki sicaklik etkisini belirlemek icin yapilan deney
sonrasinda tiiplerdeki sporlar siispansiyon haline getirilerek konsantrasyonlar1 Neubauer
hemositometresi ile sayilarak hesaplandi. Sonuglar linear regresyon testi ile SPSS 21. istatistik
programi kullanilarak degerlendirildi. Farkli sicakliklar altinda suslarin farkli spor ¢gimlenmesi
ve spor iretimi kontrol grubu ile kiyaslandiginda, anlamli farkliliklar oldugu belirlendi
(F=19,268 df= 3, P<0.05).

Inkiibasyon sonrasinda 37 °C’de izolatlarin higbirinde biiyiime gozlenmedi (p<0,05)
(Tablo 11, Sekil 24). En disiik sicaklik olan 20 °C’de suslar kontrol grubu ile kiyaslandiginda
KTU-51 izolatinin diger suslara kiyasla bu sicaklikta en iyi spor ¢imlenme oran1 gdsteren sus

oldugu ve anlamli bir farklilik oldugu belirlendi (p<0,05).

Sekil 24. Sicakligin suslarin spor iiretimi tizerindeki etkisi

KTU-1 izolat1 30 °C’de ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda, diger suslara kiyasla bu
sicaklikta en iyi ¢imlenme orani gosteren sus oldugu ve anlamli bir farklilik oldugu belirlendi

(p<0,05).
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Tablo 11. izolatlarin spor iiretimi {izerine sicakligin etkisi

Sicaklik °C Izolat (spor/mL x 108+ SD)
KTU-24 KTU-51 KTU-1 Pa8
20 13,4"+7°0,608" 14,58+0,520° 2,12+0,0409 12,16+0,080°
28 (Kontrol) 23,33 +1,52%  15,20+3,33"  4,40+0,050° 13,98+0,200°
30 2,84 +0,2719"  11,42+0,092¢ 3,41+0,100" 4,09 +£0,030°
37 0 +0" 0 +0" 0 +0" 0 +0"
LSD P<0.05 4,04

*3 tekrarlt deneyde maksimum biiylime ¢ap1

**Farkl sicaklilarda standart sapma degerlerini vermektedir.

Fisher’s Least Significant Difference (LSD) test, o = 0.05 gore yapilmistir. Harfler
uygulamalar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymaktadir.

3.3.4. UV-B’nin Spor Uretimi Uzerine Etkisi

Funguslarin spor iiretimi tizerindeki UV-B’nin etkisini belirlemek i¢in funguslarin UV-
B 1s1gma 30 ve 60 dk. maruz birakildi ve inkiibasyon sonucunda spor siispansiyonlari
Neubauer hemositometresi ile sayilarak hesaplandi (Sekil 25).

Farkli sicakliklar altinda UV-B’nin etkisinin 30 dk. ve 60 dk. siire maruz birakilan
suslarin hepsinde UV-B’nin etkisi goriildii (F=214,254, df=15, p<0,05) (Tablo 12). UV-B’nin
30 dk.‘lik etkisinde 20 °C’de suslar kontrol grubu ile kiyaslandiginda KTU-51 ve KTU-24
izolatinin spor iliretme oraninin diger suslara kiyasla daha fazla oldugu ve anlamli bir farklilik
oldugu belirlendi (p<0,05).

UV-B’nin 30 dk.‘lik etkisi 30 °C’de suslar kontrol grubu ile kiyaslandiginda KTU-1 ve
Pa8 ¢imlenme oraninin izolatinin diger suslara kiyasla daha yiiksek oldugu ve anlamli bir
farklilik oldugu belirlendi (p<0,05). UV-B’nin 60 dk.‘lik etkisin 20 °C’de suslar kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, KTU-51 ve KTU-24 izolatinin diger suslara kiyasla daha dayanikli
oldugu ve anlaml1 bir farklilik oldugu belirlendi (p<0,05).

UV-B’nin 60 dk.‘lik etkisi 30 °C’de suslar kontrol grubu ile kiyaslandiginda, KTU-51
ve KTU-1 izolatinin diger suslara kiyasla daha dayanikli oldugu ve anlamli bir farklilik

oldugu belirlendi.



Tablo 12. UV-B’nin izolatlarin spor iiretimi tizerine etkisi

Izolat 30’ UV-B (Spor/mL x 108+ SD)
20 °C Kontrol (20 °C) ™™ 28 °C UV-B  Kontrol (28°C) *** 30 °C Kontrol (30°C) ***

KTU-24"34,95+"1,000° 38,70+0,160? 36,21 £0205% 42,83 +0,638% 2,57 £0,010%" 15,57 +0,300*
KTU-5115,75+0,100%  16,08+0,080% 12,13+0,880F  16,13+0,130° 1,56 £0,230% 9,17 +0,120Y
KTU-1 2,85+1,000° 3,66 +0,660° 425+0,250F 4,58 +0,330" 3,23 £0,230™ 4,18 £0,1807
Pa8 13,45 40,070 16,21 +0,100° 16,27 £0,130°¢ 18,15 +0,150¢ 4,1 40,0502 4,25 +0,100?
60’ UV-B (Spor/mL x 108+ SD)
20 °C Kontrol (20 °C) 28 °C UV-B Kontrol (28°C) *** 30 °C Kontrol (30°C) ***

KTU-24 26,33+0,330°  31,44+0,0442 36,33 £0,3308 42,83 £0,215% 20,07+0,070Y  28,07+1,070
KTU-51 14,55+0,400% 15,53+0,300° 11,45+0,4505  16,13+0,130° 10,27+0,270%  14,27+0,2707
KTU-1 2,60+0,100° 2,85 +0,850° 433 +0,300F 4,58 +0,580" 3,27 £0,270"  4,46+0,130™
Pa8 10,84 £0,110% 12,84 +0,170% 17,32+1,110°¢ 18,15 +1,28C 4,01 £0,010™ 4,36 +0,110™"
LSD P<0,05 0,324

*3 tekrarli deneyde maksimum biiylime ¢ap1

** Farkli sicaklilarda gozlenen farkliliklart ifade etmektedir (P < 0.05).

*** Uygulandigr sicaklikta UV-B(") uygulamasi yapilmamustir.

Fisher’s Least Significant Difference (LSD) test, a = 0.05 gore yapilmistir. Harfler uygulamalar arasindaki farkliliklar1 ortaya
koymaktadir.

0L
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Sekil 25. UV-B’nin spor tiretimi {izerindeki etkisi



72

3.5. Izolatlarin Proteaz ve Kitinaz Enzimlerini Kodlayan Gen Iceriklerinin
Arastirllmasi ve Taksonomik Pozisyonlarinin Belirlenmesi

Insektisidal etkisi yiiksek ve Metarhizium cinsine ait KTU-51 izolatinin pr1A ve priB
proteaz genine ait gen bolgesi nested PCR yontemiyle cogaltildi. Iki farkli ¢ogaltma
reaksiyonu sonucunda elde edilen bantlar Sekil 26’de gosterilmektedir. Yaklasik 1200 bp
uzunlugundaki pri1A ve 950 bp uzunlugundaki pr1B gen bdlgesinin PCR iiriinleri, daha sonra
QIA quick kiti ile saflagtirilarak DNA dizi analizi yapildi.

a) M  KTU-51 b) M KTU-51

1500 bg

1200bp
500bp

Sekil 26. Entomopatojenik funguslarin proteaz enzim kodlayan gen bolgeleri. a)
pr1A gen bolgesinin PCR iriinii b) prlB gen bolgesinin PCR firiinii M:
100 bp DNA ladder

Elde edilen prlA ve prlB gen bolgesi dizileri NCBI GenBank’ta blastlanarak
izolatlarin GenBank’ta yer alan diger entomopatojenik fungus tiirleri ile yiizde benzerlik
oranlar1 belirlendi. Yiiksek oldiriicii etkiye KTU-51 Metarhizium brunneum susunun
GenBank’daki izolatlarla karsilagtirilmasi sonucu prl1A ve prlB gen bolgesini igerdigi tespit
edildi (Tablo 13). Bu iki gen bolgesine ait dizilerin filogenetik agaglari ¢izildi. Filogenetik

analizler i¢in dig grup olarak Bacillus thuringiensis bakterisinin kitinaz gen siras1 kullanildi.
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Tablo 13. Metarhizium izolatlarmin prlA ve PrlB gen bélgesi igeriklerinin diger
izolatlarla benzerlikleri

Izolat  prlA gen dizisi pr1A gen benzerligi Erisim No
M. anisopliae 96 AB073326.1

KTU-51 M. anisopliae var. anisopliae 99 AY389129.1
priB gen dizisi priB gen benzerligi

KTU-51 M. anisopliae var. anisopliae 96 AJ416690.1
Metarhizium anisopliae 97 U59484.1

Gen bolgesi prlA i¢in NCBI’da tarama yapildiginda ortaya ¢ikan filogenetik agag da
KTU-51 izolatinin M. anisopliae var. anisopliae (AY389129) susuna yakin akrabalik
gosterdi (Sekil 27). NCBI (National Center for Biotechnology Information) sisteminden
pr1A gen bolgesi icin erisim numarast (Accesion Number) alindi ve KTU-51 izolat1 i¢in

MK®801101 olarak belirlendi.

Neizfuzivm anisoplize var. anisoplize AY 389129
| Mefadfuziwm ansoplize GR226045
| KTLEST

heizfizivm snisoplize V248 FJES2170
7g | Metarhizium anisopliae FJES3171
|— Metarhiziwm acndum CG191 FJBS9172
Netarhiziwm anusoplize war. scodem A Y389124
81 fNetarhizium anisoplize war. scrdum AY3I89130
MMetarhiziwm ausoplize var. ansoplize A 416688
MMetariziwm ansoplize var. scndem AY 389131
| L Metarhizivm anisoplize var anisoplize A ¥385127

— fEetafiriwm ausoplize var ansoplize 4 Y385120
5, Merhzivm anisoplize var anisgplize AJ4T6655
Eﬁ“ Nerhzivm anisoplize var. anisoplize AY285134
E Neizrhzivm anisopize var. anisoplize AY 385133
71 Metarhziwm ansoplize war. anisoplize AY 389135
IIJF{ Netarhziwm anusoplize 5T1 ABOTI344
28l Metarhriwm ansoplze war. ansoplize AYI389128.1
L #detarhiziwm lepidioize CGE48 FJBS9189
Netarhziwm ansoplize war. scndum A 416651
Metarhziwm ansoplize EUS2E205
Netarhizivm flavounde var minus GQ226047
Netarhizivm anisoplze var. scndum A Y845935
Bacillus funngiensis B T-F216 chitinase

Sekil 27. Fungal izolatlarin prlA gen dizisine goére taksonomik pozisyonunu
gosteren N-J agaci. Se¢ bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve yukarisi
olanlar belirtildi.
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75 W K TLEST
38| LE9484 Metarhizium anisoplize
100) s 007826166 Metarhizium mbertsii
393 LAJ289823 Metarhizium anisoplize var anisoplize
100 B [M-HEEE'D Metarhizivm anisoplize war. anisoplize
100 | XNF 014683856 Metarhizium brunneum
XM 014717345 Metarhizivm majus
AJ4T6652 Metarhz ivm anisoplize var. acndum

100 [XM 007817154 Metarhzium acrdum

Ezcillus thunngiensis BT-7216 chifinase

—
50

Sekil 28. Fungal izolatlarin prlB gen dizisine gore taksonomik pozisyonunu gosteren
N-J agaci. Se¢ bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve yukarisi olanlar
belirtildi.

Gen bolgesi prlB i¢cin NCBI’da tarama yapildiginda ortaya cikan filogenetik agag
KTU-51 izolatinin M. anisopliae (U59484) susuna yakin akrabalik gosterdi (Sekil 28).
NCBI sisteminden prlBgen boélgesi i¢in erisim numaralart alindi. KTU-51 MN520317
olarak belirlendi.

Bu calismada kullanilan ve tarama sonucunda yiiksek insektisidal etki gdsteren dort
izolat i¢in Zhu vd. (2008)’de yaptig1 caligmada, bir¢ok EPF’ler igin ortak olarak tasarlanan
dejenerat primerler kullanilarak kitinaz enziminin varlig: tespit edildi ve filogenetik analizi
gergeklestirildi. Ayn1 zamanda Beauveria cinsine ait Beauveria bassiana KTU-24 izolati
icin de bbchitl geni i¢in ilgili primerler kullanilarak ilgili bolgenin tespiti yapildi. Tarama
testinde Oldiiriicii etkisi belirlenen funguslarin hepsi i¢in PCR yontemi ile yaklasik 690
bp’lik chit geni ve 980 bp lik bbchitl geni sadece Beauveria bassiana KTU-24 izolat1 igin
gen bolgesi ¢ogaltildi (Sekil 29, Sekil 30).

PCR iiriinleri daha sonra QIA quick kiti ile saflastirilarak DNA dizi analizi yapildi.
NCBI GenBank’ta chit gen bolgelerine ait bolgeler blastlanarak izolatlarin GenBank’ta yer
alan diger entomopatojenik fungus tiirleri ile yiizde benzerlik oranlar1 belirlendi. Yiiksek
oldiiriicti etkiye sahip bu entomopatojen suslarin GenBank’daki izolatlarla karsilagtiriimasi

sonucu biitiin izolatlarin chit gen bolgesini icerdigi tespit edildi (Tablo 14).
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M KTU-24 KTU-51 KTU-1 Pa8

1000 bp
—>
—> 4—

Sekil 29. Entomopatojenik funguslarin chit gen boélgesinin PCR {iriinii. M: 100 bp

DNA ladder
M KTU-24
1000
—> <«
. 980 bp
500 bp

Sekil 30. KTU-24"tin bbchitl gen bolgesinin PCR iiriini. M: 100
bp DNA ladder

Tablo 14. izolatlarinin chit gen bélgesi igeriklerinin diger izolatlarla benzerlikleri

izolat  Chit gen dizisi g:ifz%i?igi ﬁg‘sm‘
KTU-51  Metarhizium anisopliae 99 DQO097518
Metarhizium anisopliae 99 AJ243014
KTU-1 Isaria farinosa 99 DQ406584
Isaria fumosorosea 95 JX100807
KTU-24  Beauveria bassiana 99 HQ435871
Beauveria bassiana 99 JF834544
Pa8 Lecanicillium attenuatum 96 KC904797

Lecanicillium lecani 95 DQ412945
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Olusturulan filogenetik aga¢ incelendiginde, KTU-24 izolatin HQ435871 Beauveria
bassiana, KTU-51 izolatinin DQ097518 Metarhizium anisopliae, KTU-1 izolatinin
DQ406584 Isaria farinosa ve Pa8 izolatinin KC904797 L. attenuatum susu ile yakin akraba
oldugu goriilmektedir (Sekil 31).

& Fad
qo0 | K CR047ET 1 Lecanicillivm atfenusivm
D4 12245, 1 Lecanicillivm Jecanii
70 JNRB2326. 1 Cordyoeps confragoss
100 - W RTU-T
100 | DQ406584.1 Isania farinosa
JLHAO00B07. 1 Isana fum osoroses
AFQ27498 1 Metarhzivm anizoplize
100 & K TLEST
100 | D718 1 Merhzivm ansoplize
JFE34544. 1 BEeawwens bassians
yoo | W KTLR24
P61 HR425871.1 Besuwena bassiang

—
005

Sekil 31. Fungal izolatlarin chit gen dizisine gore taksonomik pozisyonunu gosteren N-J
agac1. Seg- bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve yukarisi olanlar belirtildi.

KTU-24, KTU-51, KTU-1, KTU-51 ve Pa8 izolatlar1 igcin NCBI sisteminden chit gen
bolgesi erisim numaralar1 sirastyla MN515049, MN515048, MN515050 ve MN515051
olarak verildi.

KTU-24 izolatinda PCR ile belirlenen bbchitl gen bdlgesine ait diziler NCBI
GenBank’ta bbchitlgen bolgelerine ait bolgeler ile blastlanarak izolatlarin GenBank’ta yer
alan diger entomopatojenik fungus tiirleri ile ylizde benzerlik oranlar1 belirlendi ve
GenBank’daki izolatlarla karsilastirilmasi sonucu KTU-24’iin bbchit gen bdlgesini igerdigi
tespit edildi (Tablo 15).
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Tablo 15. Izolatlarmin bbchit gen bolgesi iceriklerinin diger izolatlarla benzerlikleri

izolat bbchit gen dizisi  bbchit gen benzerligi Erlif(;m
KTU-24 Beauveria bassiana 98 GU166156
Beauveria bassiana 98 GU073382

bbchit gen bolgesi igin ortaya ¢ikan filogenetik agag incelendiginde KTU-24 izolatin
Beauveria bassiana GU166156 izolati ile yakin akraba oldugu goriilmektedir (Sekil 32).
NCBI sisteminden bbchit gen bdlgesi i¢in erisim numarast MN685353 olarak verildi.

ELB28354 Bezwwenz bassiang
52 AY 145440 Beswwens bassiang
ELE28354 Beawwens bassians
EE HE425871 Beaweens bassiang
100 | JFE24544 Besweens bassizng
oh i KTLR24
L Gu1e6155 Beauveria bassians
GLO7I382 Beawvens bassians
??-I-— XA 002E0T414 Besuvenz bassizna
0006670888 Cordjceps miliiEns
KF3559204 Beswwens bassians
o7 — XA OEE46000 !sa03 fum osoroses
el AR233F25Cordppeps cicadse
CP023322 Cordpoeps miliians

—

0.05

Sekil 32. Fungal izolatlarin bbchit gen dizisine gore taksonomik pozisyonunu gosteren N-
J agaci. Se¢ bagla (bootstrap) degerlerinin %70 ve yukarisi olanlar belirtildi.
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3.6. Formiilasyonun Gelistirilmesi
3.6.1. Yag-bazh Formiilasyonunun Hazirlanmasi

Gerek doz denemeleri ve gerekse fiziksel kosullara dayaniklilik 6zellikleri
degerlendirildiginde KTU-24 ve KTU-51 izolatlarinin {iriin gelistirilmesi noktasinda avantajh

oldugu belirlendi.

3.6.1.1. izolatlardan Konidiyalarin Uretilmesi

Kullanilacak fungal izolat 2.6.1.1”° anlatildigi gibi uygun besiyerinde ve uygun
bliylitme sartlarinda biiyiitiildii ve kat1 substrat i¢in gerekli olan sporlar sivi besiyerinde elde
edildi (Sekil 33).

Sekil 33. Segilen funguslarin sivi ortamda tiretilmesi

3.6.1.2. KTU-51 (Metarhizium anisopliae) ve KTU-24 (Beauveria bassiana)
izolatlarinin Kat1 Substratta Uretilmesi

Piring iizerine transfer edilecek biyomas hazirlandi ve biiyiitme torbalarina aktarildi. Bu
islem sonrasinda kilogram basma 150 ml igerisinde 1x107 -5x108 spor/mL konsantrasyon
olacak sekilde inokiile edilerek 28 °C 20-30 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sirasinda fungus sporlarinin iyi gelisebilmesi icin fungus biiylitme posetleri 5 giin arayla

masaj yapilarak homojen olarak dagilmasi saglandi (Sekil 34).
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Sekil 34. Kat1 substrat olarak piring iizerinde fungal biiylime

Bu biiylime asamasinda masaj yapilmayan torbalarda piringlerin birbirine yapistigi ve
biiyiimenin yeterince verimli olmadigi gézlendi. Biiylime sonucu olusan konidiyalardan spor
hasad1 yapilmasi i¢in 6n bir kurutma islemine tabi tutuldu. Kurutma islemi dncesi biiylitme

gergeklestirilen posetler steril kabin igerisinde a¢ild1 ve 6rneklerden numune alindi (Sekil 35).

Sekil 35. Kati1 substrat olarak piring iizerinde {retilen M.
anisopliae (KTU-51) sporlari
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Bu 6rneklerin alinmasinda KTU-24 izolatinin piring ylizeyinde biiylidiigii fakat “un gibi
’spor olusturan bir sus olmadigi icin piringten ayrilmadi. Bu olumsuzlugun 6n kurutma islemi
ile asilabilecegi diisiiniildii ve kurutmaya birakildi. Kurutma islemi igin steril kabinde agilan
funguslar 6zellikle Kraft kese kagitlarinda havalandirma delikleri agilarak kurutma iglemine

tabi tutuldu (Sekil 36).
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Sekil 36. Kat1 substrat 6rneklerin 6n kurutma asamasi

Kurutma islemi 28 °C’de 10-15 giin inkiibasyona birakilarak yapildi. Bu islem sirasinda
Kraft kagitlarindan 5 giinliik araliklarla 6rneklerler alinarak kuru ve yas agirlik hesaplamasi
yapildi ve nem degerleri hesaplandi. Orneklerin alinmasi kontaminasyon riskini en aza
indirgemek icin steril kabin icerisinde yapildi. On kurutma isleminden sonra fungus
sporlarmin toplanabilmesi i¢in uygun gozenek o6zelliklerine sahip elekler yardimi ile fungus
sporlari elendi. Bu eleme sirasinda 6zellikle KTU-24 susunda farkli kosulllarda birkag kez bu
islem uygulansa bile istenilen verim alinamadigi i¢in bu izolatin fermentdrde iretimine
gecildi.

KTU-51 izolatinda yiiksek verim elde edildi. KTU-51 izolatinda eleme sonucu toplanan
fungus sporlar1 vakumlu desikator yardimiyla nem oran1 %5 olacak sekilde kurutma iglemine
tabi tutuldu. Kurutma isleminde sonra sporlarin seri seyreltiklerinden segici besiyerine ekim
yapild1 ve koloni olusturan birim (CFU) degeri gram basina diisen aktif spor 2 x 10 ! olacak
sekilde hesaplandi. Elde edilen toz formu, kullanilmak tizere 100 ml’lik cam siseler igerisinde
+4 °C’de diisiik nem kapasiteli buzdolabinda saklandi (Sekil 37).
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M. anisopliae
sporlar

Sekil 37. Kat1 substrat iizerinde tiretilen KTU-51 sporlar

3.6.1.3. Beauveria bassiana (KTU-24)’nin Fermentorde Uretilmesi

KTU-24 izolatinin s1v1 bir ortamda blastosporlart dncelikli olarak baslangi¢ kiiltiiriinde
iiretildi ve iiretilen blastosporlar 5 x 10° spor/ml’lik spor siispansiyonu fermentdr besiyerine
inokiile edildi.Inkiibasyon sonrasinda elde edilen blastosporlar steril suda ¢ziildii. Minumum
konsatrasyon 2 x 10 spor/ml olarak ayarlandi. Kurutma islemi yapmadan once sporlarin
morfolojik bir degisiklige ugrayip ugramadigini anlamak igin blastosporlar mikroskopta
incelendi ve sporlardan PDAY besiyerine ekim yapildi. Ekim sonrasinda aktif yapilarin

olusmasi ile sporlar kurutma islemine tabii tutuldu.

3.6.1.4. Hazirlanan Formiilasyonlarin Sprey Kurutucu ile Kurutulmasi

Uretilen blastosporlar kurutma oncesi fermentdrden toplandi ve besiyeri kalintilari
uzaklastirildi. Sporlarin siit tozunda (Skim Milk Powder, Sigma) ¢o6ziilmesi blastasporlarin
sprey kurutucudan gegerken viriilans kaybinin en aza indirgenmesi saglandi. Kurutma sonrast
elde edilen sporlarin koloni olusturan birim (colony forming units, CFU) degerinin
belirlenmesi i¢in elde edilen kuru sporlardan 1 gr alinip seri seyreltikleri hazirlandi,bunlardan
secici besiyerine ekim yapildi ve koloni sayimi yapildi. Spor konsantrasyonu gram basina
diisen aktif blastospor, 2 x 10! olacak sekilde ayarlandi ve yag formiilasyonunda
kullanilacak atif spor miktar1 belirlendi. Elde edilen sporlar kullanilmak iizere -20 °C de
sakland1 (Sekil 38).
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Sekil 38. Sprey kurutucudan gegirilmis KTU-24
blastosporlari.

3.6.1.5. Uretilen Konidiyalarin Bitkisel Yag ile Karistirllmasi
Yukarida verildigi gibi her iki izolattan toz halinde sporlar elde edildi. Bu izolatlardan
©2.7.”° basamaginda anlatildig1 gibi %5 yag iceren formiilasyonlar olusturuldu. Gelistirilen

formiilasyonlar, KTU-24 izolat: i¢in AFISIDAL-OD BBASTR61 ve KTU-51 izolat1 i¢in
AFISIDAL-OD METTR61 olarak isimlendirildi (Sekil 39).

4 e

AFISIDAL-OD

BBAS-TRO!

Sekil 39. Oldiiriicii etkisi yiiksek iki sustan gelistirilen iiriinler



83

Uriinlerin icerikleri stok formiilasyon igeriginde %10 aktif spor olacak sekilde

olusturuldu. Uriinlerin son hacmi 2 x 10 1 CFU / mL olarak belirlendi.

3.7. Formiilasyonun Etkinliginin Test Edilmesi

Bu deney, bu safthaya kadar getirdigimiz ¢alismalardan elde ettigimiz {iriiniin zararlilar

izerindeki etkinligini belirlemek amaciyla gerceklestirildi.

3.7.1. Formiilasyonlarin Myzus persicae Uzerinde Test Edilmesi

Formiilasyonun stok soliisyonundan 1 x 10° CFU/mLuygulama soliisyonu hazirlamak
icin 1 ml alind1 ve 10 ml saf suda ¢oziildii. Son konsantrasyon 1 x 108 CFU/mL olarak
belirlendi ve M. persicae nimflerine uygulandi. Uygulama sonrasinda 6lii bulunan nimfler

sayildi ve yiizde 6liim degerleri hesaplandi (Sekil 40).

100+
90
80
70+
60+
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40+

Oliim Orani
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30
20+

10

Formiilasyon Pozitif Kontrol

Sekil 40. Uriinlerin M. persicae nimfleri iizerinde laboratuvar uygulamasi

Yapilan ¢alismada gelistirilen formiilasyonlar, ticari iirlinler, bos formiilasyonlar ve

kontrol grubu karilastirildi ve aralarinda anlamli farkliliklar ortaya koyuldu (p<0.05).
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Uygulama sonucunda KTU-24 (B. bassiana)’den iiretilen BBASTRG61 iiriintiniin, KTU-51(M.
anisopliae) ‘den iiretilen METTRG61 {iriiniinden daha etkili oldugu ama mortalite oranlarinin
yakin oldugu belirlendi. Istenilen canliliga sahip spor karisimlarindan iiretilen her iki
mikoinsektisitin zararli lizerinde test edilmesi sonucunda Abbott formiiliine (1925) gore
BBASTRG61 i¢in %82,50 ve METTRG61 i¢in %78,33 oranlarinda mortalite belirlendi. Kontrol
gruplarinda ticari triin Nostalgist-BL igin %77,33, Met52 i¢in %75 ve Bos formiilasyon
%19,66 ve Kontrol %17,66 mortalite belirlendi (Sekil 40).

Tim durumlar, Tek Yonli Varyans Analiz (ANOVA)’da Post Hoc Tukey HSD
testinde karsilastirildi ve gruplar arasindaki anlamli farklar ortaya koyuldu (F (5, 12) =
413,097, p <.05) (Tablo 16). Tablo 16‘da her grubun karsilastirmalar1 yapilmis ve bu
karsilastirilan gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklar (Mean Difference) sayisal olarak
verilmistir. Bu sayisal degerlerin yaninda bir yildiz (*) isaretinin bulunmasi bu gruplarin
ortalamalar1 arasinda anlamli bir farklilik oldugunu gostermektedir. Tablo incelendiginde,
kontrol grubuna gore BBASTR61 (M=-64,833, SD=2,50), METTR61 (M=-60,666, SD=2,88)
ve Nostalgist-BL (M=-59,666, SD=2,08), Met52 (M=-57,333, SD=2,00) o6zellikle anlamli
farkliliklar ~ oldugu  goriilmektedir. BBASTR61  formiilasyonu  diger gruplarla
karsilagtirildiginda, o6zellikle kontrol grubu (M=-64,833, SD=2,50), bos formiilasyon
M=62,833, SD=3,51) ve ticari iirin Met52 M=7,50, SD=2,00) arasinda anlaml farkliliklar
ortaya koyuldu. METTRG61 formiilasyonu diger gruplarla karsilastirildiginda bos formulasyon
(M=-58,666, SD=3,51) ve kontrol (M=60,666, SD=2,51) grubu arasinda anlamli farklar
ortaya koyuldu.
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Tablo 16. Laboratuvar denemesinin 6liim oranlarinin Tek Yonlii Varyans Analiz (ANOVA)
Post Hoc Tukey HSD sonuglar1 (SE=2.149)

Oliim Orani Mean . 95% Confidence
(%) Difference >0 Interval
Alt sinir  Ust Sinir
BBASTR61 -64,83333" ,000 -72,0533 -57,6133
METTR61 -60,66667° ,000 -67,8867 -53,4467
Kontrol 17,66 Nostalgist-BL -59,66667° ,000 -66,8867 -52,4467
Met52 -57,33333" ,000 -64,5533 -50,1133
Bos formulasyon -2,00000 931 -9,2200 5,2200
Kontrol 64,83333° 000 57,6133 72,0533
METTR61 4,16667 426 -3,05633 11,3867
BBASTR61 82,50 Nostalgist-BL 5,16667 229  -2,0533 12,3867
Met52 7,50000" ,040 ,2800 14,7200
Bos formulasyon 62,83333" ,000 55,6133 70,0533
Kontrol 60,66667° ,000 53,4467 67,8867
BBASTR61 -4,16667 426 -11,3867  3,0533
METTR61 78,33 Nostalgist-BL 1,00000 ,997  -6,2200 8,2200
Met52 3,33333 ,642 -3,8867 10,5533
Bos formulasyon 58,66667°  ,000 51,4467 65,8867
Kontrol 59,66667° ,000 52,4467 66,8867
BBASTR61 -5,16667 229 -12,3867  2,0533
Nostalgist-BL 77,33 METTR61 -1,00000 ,997 -8,2200 6,2200
Met52 2,33333 ,878 -4,8867 9,5533
Bos formulasyon 57,66667° ,000 50,4467 64,8867
Kontrol 57,33333" ,000 50,1133 64,5533
BBASTR61 -7,50000"°  ,040 -14,7200  -,2800
Met52 75,00 METTR61 -3,33333 ,642 -10,5533  3,8867
Nostalgist-BL -2,33333 ,878 -9,5533 4,8867
Bos formulasyon 55,33333" ,000 48,1133 62,5533
Kontrol 2,00000 931  -5,2200 9,2200
Bos BBASTR61 -62,83333: ,000 -70,0533 -55,6133
formulasyon 19,66 METTRGl -58,66667* ,000 -65,8867 -51,4467
Nostalgist-BL -57,66667 ,000 -64,8867 -50,4467
Met52 -55,33333" ,000 -62,5533 -48,1133

* Aralarinda anlamli farklar oldugunu simgeler p< 0.05

3.7.2. Saks1 denemesi

Calisma i¢in 6rnek konak bitki olarak biber fideleri se¢ildi. Saksilarda gerekli biiyiime
saglandiktan sonra M. persicae nimfleri saksilara salinarak yaprak basina on adet nimf
diisecek sekilde ¢ogalmalar1 beklendi. Bolim 3.6.’da hazirlanan formiilasyon ve pozitif
kontrol igin secilen ticari formiilasyonlardan 1x 10 spor / mL siispansiyonlar1 hazirland1 ve

uygulama piiskiirtme yontemi kullanilarak gerceklestirildi.
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Uygulama sonrasinda, zararlinin nimfleri {izerinde BBASTR61, METTR61, Nostalgist-
BL, Met52, Bos formiilasyon ve kontrol grubu %65 iizerinde mortalite gosterdi (Sekil 41).
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Sekil 41. Uriinlerin M. persicae iizerinde saks1 denemeleri

Yapilan saksi denemesinde iiretilen formiilasyonlar ticari iiriin ile karsilastirildi ve
anlamh farkliliklar ortaya koyuldu (p<0.05). Uretilen iiriinler ile yapilan denemede, M.
persicae iizerinde etkili iiriiniin B. bassiana’dan iiretilen BBASTR61 {irlinii oldugu belirlendi
(Sekil 42). Gelistirilen iriinler igin 6liim orant Abbott formiiline gore BBASTRG61 igin
%84,33, METTR61 i¢in %79 olarak belirlendi. Nostalgist-BL i¢in %73,33, Met52 igin
%72,33, Bos Formiilasyon i¢in %16,33 ve Kontrol i¢in %12,33 olarak belirlendi (Sekil 41).
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Sekil 42. Saksi denemesi biber fidelerindeki degisim ve M. persicae nimflerinde
melanizasyon ve mikozlanma
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Tablo 17. Sakst denemesi 6liim oranlarinin Tek Yonlii Varyans Analiz (ANOVA) Post Hoc
Tukey HSD sonuglar1 (SE=2.20)

95% Confidence
o Mean . Interval
im . ig.
Orani Difference ) Alt Smir  Ust Sinir
(%)

BBASTR61 -72,00000° ,000 -79,3987 -64,6013
METTR61 -66,66667° ,000 -74,0653 -59,2680
Kontrol 12,33 Nostalgist-BL -61,00000° ,000 -68,3987 -53,6013
Met52 -60,00000° ,000 -67,3987 -52,6013

Bos formulasyon -4,00000 ,491 -11,3987 3,3987
Kontrol 72,00000° ,000 64,6013 79,3987
METTR61 5,33333 223  -2,0653 12,7320
BBASTR61 84,33 Nostalgist-BL 11,00000° ,003 3,6013 18,3987
Met52 12,00000° ,002 4,6013 19,3987
Bos formulasyon ~ 68,00000° ,000 60,6013 75,3987
Kontrol 66,66667° ,000 59,2680 74,0653

BBASTR61 -5,33333 223 -12,7320 2,0653
METTR61 79 Nostalgist-BL 5,66667 178 -1,7320 13,0653
Met52 6,66667 ,087  -,7320 14,0653
Bos formulasyon 62,66667" ,000 55,2680 70,0653
Kontrol 61,00000° ,000 53,6013 68,3987

BBASTR61 -11,00000° ,003 -18,3987  -3,6013

Nostalgist-BL 73,33 METTR61 -5,66667 ,178 -13,0653 1,7320
Met52 1,00000 997  -6,3987 8,3987
Bos formulasyon 57,00000° ,000 49,6013 64,3987
Kontrol 60,00000° ,000 52,6013 67,3987

BBASTR61 -12,00000° ,002 -19,3987  -4,6013

Met52 72,33 METTR61 -6,66667 ,087 -14,0653 , 7320
Nostalgist-BL -1,00000 ,997 -8,3987 6,3987
Bos formulasyon 56,00000° ,000 48,6013 63,3987
Kontrol 4,00000 491 -3,3987 11,3987
Bos BBASTR61 -68,00000: ,000 -75,3987 -60,6013
formiilasyon 16,33 METTR61 -62,66667* ,000 -70,0653 -55,2680
Nostalgist-BL -57,00000 ,000 -64,3987 -49,6013
Met52 -56,00000° ,000 -63,3987 -48,6013

* Aralarinda anlamli farklar oldugunu simgeler p< 0.05

Tiim durumlar, Tek Yonlii Varyans Analiz (ANOVA)’da Post Hoc Tukey HSD testinde
karsilastirildi ve gruplar arasinda anlamli farklar ortaya koyuldu (F (5, 12) = 443,440, p
<0.05). Tablo 17 incelendiginde, kontrol grubuna gére ve BBASTR61 (M=-72,00, SD=2,08),
METTR61 (M=-66,666, SD=4,00), Nostalgist-BL (M=-61,00, SD=2,88), Met52 (M=-60,00,
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SD=2,51) ozellikle anlamli farkliliklar oldugu ortaya koyuldu. BBASTR61 formiilasyonu
diger gruplarla karsilastirildiginda 6zellikle kontrol grubu (M=-72,00, SD=2,51), Bos
formiilasyon M=68,00, SD=4,00) ve Met52 M=12,00, SD=2,51) arasinda anlaml1 farkliliklar
ortaya koyuldu. METTR61 formiilasyonu diger gruplarla karsilastirildiginda Bos formiilasyon
(M=62,66 SD=4,00) ve kontrol (M=66,666, SD=2,51) grubu arasinda anlamli farklar ortaya
koyuldu (Tablo 17).



4. TARTISMA

Biyolojik miicadelede kullanilacak mikrobiyal etmenleri etkinliginin yiiksek olmasi,
etmenin ilgili bolgenin kosullarina uyum saglamasiyla alakalidir. Yapilan c¢alismalarda,
entomopatojen funguslarin izole edildikleri bolgede uygulanmalarinin basgka iilke ve
bolgelerden temin edilen entomopatojen fungus tiirlerine goére daha iyi sonuglar verdigi
belirlenmistir (Beron ve Diaz, 2005). Ulkemizde tarimsal arazilerde entomopatojen fungus
cesitliligi ve bunlarin zararlilar {izerine etkinliklerinin arastirilmasi ile ilgili baz1 ¢alismalar
bulunmaktadir (Cirbin vd., 2017; Kocacevik vd., 2015, 2016; Giiven vd., 2015, Er, 2013; Sevim
vd., 2013, 2010a, 2010b). Ancak iilkemizde, entomopatojen funguslarin zararli bocek
poplilasyonlarinda neden oldugu hastaliklarin arastirilmasinda, zararlilar tizerindeki etkilerinin
artirllmasinda ve zararlilarin miicadelesinde mikrobiyal insektisit olarak kullanilmasinda ¢ok
az gelisme saglanmistir. Mikrobiyal miicadele etmenleri ile yapilan ¢alismalar genellikle doga
kosullarinda bulunan bu funguslarin tespit edilmesi ile baslayip, cogaltilmas1 ve uygulanmasi
ile devam etmektedir (Er, 2013).

Bu tez ¢alismasinda yerel olarak iilkemizden farkli toprak ve zararli béceklerden izole
edilmis entomopatojen fungus kiiltiirtimiizden 15 adet etkili izolat kullanildi ve M. persicae
nimfleri {izerinde etkinligi belirlendi. Bu 15 adet izolattan 4 adet farkl cinse ait EPF’nin diger
izolatlara gore bu zararli {izerinde daha etkili oldugu belirlendi. Bu izolatlardan 6zellikle KTU-
24 (Beauveria bassiana), KTU-51 (Metarhizium anisopliae), KTU-1 (Isaria fumosorosea) ve
Pa8 (Lecanicillium muscarium) izolatlar1 1 x107 spor/mL konsantrasyonda Myzus persicae
iizerinde besinci giinde sirastyla %100, %94, %86,66 ve %73,33 6liim oran1 gosterdi. Ozellikle
tarama testleri sonucunda bu 4 izolat i¢in yapilan diger ¢alismalar incelendiginde, KTU-24
(Beauveria bassiana) izolatt Thaumetopea pityocampa’dan (Sevim vd., 2010a), KTU-51
(Metarhizium anisopliae) ve KTU-1 (Isaria fumosorosea) izolati1 topraktan (Sevim vd., 2010a;
Sevim vd., 2010b) ve Pa8 (Lecanicillium muscarium) izolati Pristiphora abietina’dan izole
edildi (Biryol vd., Incelemede 2020). KTU-24 izolat1 T. pityocampa, Agelastica alni, Tenebrio
molitor, Plagiodera versicolora, Corythucha ciliata, Dendroctonus micans, Corythucha
arcuata, Leptinotarsa decemlineata zararlilar1 iizerinde yapilan tarama testlerinde %90 nin
tizerinde oldiiriicii etki gosterdi. KTU-51 izolat1 Agelastica alni, Tenebrio molitor, Plagiodera
versicolora, Corythucha ciliata zararlilar1 tizerinde %85 tizerinde insektisidal aktivite

gosterdigi ve KTU-1 izolat1 Agelastica alni, Tenebrio molitor, Plagiodera versicolora,
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Corythucha ciliata, Dendroctonus micans, Corythucha arcuata zararlilari iizerinde %70
tizerinde oldiirticii etki gosterdi. Pa8 izolat1 Pristiphora abietina iizerinde izole edilen B.
bassiana izolatlarindan sonra farkli bir cins olarak en yiiksek oldiiriicii etkiyi gosterdi. Tiim bu
bilgiler dogrultusunda, entomopatojen funguslarin viriilanst susa bagl olarak degismekte ve
zararlhiyla miicadelede etkili susu segmek i¢in On tarama testi yapilarak en etkili susun se¢ilmesi
onemlidir (Feng ve Johnson, 1990; Ekesi vd., 1998; Cottrell ve Shapiro-llan, 2003;
Zimmermann, 2007). Ayrica, tarama testinde %81-%96 (Bugeme vd., 2009) ya da %85-%100
(Wekesa vd., 2005) ¢imlenme oranina sahip fungus sporlart kullanildi. Tarama testleri
sonrasinda Oliimlerin fungus suslarindan kaynaklandigi belirlendi (mikozlanma ¢emberi) ve
litaretiirii destekler sonuglar elde edildi.

Diger arastirmacilarin yaptig1 ¢aligmalarda 6zellikle farkli dozlarda ya da tek doz
uygulamalarinda farkli bolgelerden ve farkli kaynaklardan izole edilen birgok EPF’un farkl
olim degerleri gosterdigi belirlenmistir. Bunlardan Erkilig¢ vd. (1999), Adana, Mersin ve
Hatay’da yaprakbitleri iizerinde yaptig1 ¢alismada 20 fungal izolat elde etmis ve bunlarin
yaprakbitleri lizerinde yapilan biyotestlerinde olumlu sonuglar verdigini ortaya koymustur.
Todorova vd. (2000), farkli bocek ve toprak kaynaklarindan izole edilen B. bassiana‘nin 10
izolatinin M. persicae lizerindeki etkisini test ettikleri laboratuvar denemeleri sonucunda li¢
izolatin etkisinin %100 oldugu belirlenmistir. Vu vd. (2007)’in yaptig1 caligmada B.
bassiana‘nin 10 izolatinin M. persicae’ye etkilerinin yaklasik %40 ila 100 arasinda degistigini
belirlemislerdir. Down vd. (2009)’nin entomopatojen funguslardan Lecanicillium lecanii,
Paecilomyces farinosus, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Cordyceps
scarabaeicola ve Nomuraea rileyi nin 12 izolatin1 denedikleri laboratuvar ¢alismalarinda, L.
lecanii’nin 41185’nolu izolatinin M. persicae’ye etkilerinin besinci giinde %100’e ulastigini
belirlemistir. Khan ve Khalil (1990)’nin yaptig1 caligmada, Lecanicillium longisporum
izolatinin M. persicae iizerinde %56 oraninda etkili oldugunu ve B. bassiana ve V. lecanii’nin
ticer izolatin1 denedikleri ¢alismalarda bunlarin etkilerinin %60,17 ile 88,36 arasinda oldugunu
bildirmistir. Bizim yaptigimiz bu tez ¢alismasi, yapilan diger ¢alismalar ile cografi ya da sus
orijinindeki degisikliklere bagli olarak EPF'lerin viriilansinin degisiklik gosterdigi
kanitlanmistir (Hajek, 1997). Bu tez ¢alismasinda farkli bolgelerde izole edilen funguslarin M.
persicae’ye tizerindeki etkileri ¢ok yiiksek olmakla birlikte entegre miicadele ¢aligmalarinda
destekleyici etmenler olarak kullanilabilecegi sdylenebilir.

Tez ¢alismasinda tarama testi uygulamasi sonrasi insektisal etkisi yiiksek olan dort

izolatmn farkli doz uygulamalari (1x 10°-10° spor/mL) zararli iizerinde denendi ve 1 x 10° spor
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/mL konsantrasyonda KTU-24 %100, KTU-51 %83, KTU-1 %78 ve Pa8 %72 mortalite
gosterdi. Diger dozlar da etkili sonuglar gosterdi. Bu tiir deneylerde hedef canlinin iizerinde
farkli konsantrasyonlarin denenmesindeki amag virulansta olusabilecek kiiciik degisiklikleri
gozlemleyebilmek ve uygulanabilecek dozu belirlemektir (Luz vd., 2004; Rosa vd., 2002;
Klingen vd., 2002; Hicks vd., 2001; Brownbridge vd.,2001;). Jandricis vd. (2014) yaptigi
calismada, M. persicae lizerinde denenen Beauveria izolatlar <%62, Metarhizium izolatlar
<%47% ve Isaria izolatlar: <%24 mortaliteye 1-2 x 10® spor /mL konsantrasyonda ulastig1
belirlendi. Khan ve Khalil (1990), entomopatojen fungus Verticillium lecanii’nin 3 farkli
dozunun (107, 10° ve 10* spor/mL) Myzus persicae iizerindeki etkisini inceledikleri ¢alismada,
entomopatojenin her {i¢ dozunun da etkili oldugunu ve bu etkinin her doz igin istatistiki olarak
kontrolden farkli oldugunu belirlemistir. Yaptigimiz doz belirleme deneylerinde 6zellikle en
diisiik doz olan 1 x 10° spor /mL konsantrasyonda bile KTU-24 izolatinda deney sonunda %73
mortalite gosterdi. Yapilan diger ¢aligmalar g6z 6niinde bulunduruldugunda uygulanan dozun
diisiik olmasina ragmen, %70 tizerinde etki gdstermesi bu susun viriilansinin yiiksek oldugunu
kanitlamistir.

Entomopatojen funguslar ile biyolojik miicadelenin gerceklestirilmesi, uygun sicaklik,
cevresel faktorler ve nem kosullarina baghdir. Nem, sicaklik ve cevresel faktorler genellikle
EPF’in ¢imlenme, enfeksiyon ve konidiogenez potansiyelini etkileyen onemli bir abiyotik
faktordiir (McCoy, 1990). Bu sebeple entomopatojenik funguslarin radyal biiylime orani i¢in
gerekli optimum sicakligi belirlemek amaciyla funguslarin 20, 30 ve 37 °C’de radyal biiyiime
ozellikleri belirlendi. M. anisopliae KTU-51 izolatinin 20 °C‘de en iyi biiylime gosterdigi
belirlendi. Dimbi vd. (2004) yaptig1 ¢alismada M. anisopliae suslari i¢in optimum sicaklik
araligr 24 ile 30 °C arasinda oldugu belirlemesine ragmen bizim g¢alismamizda KTU-51
izolatinin disiik sicakliga tolerans gosterdigi belirlendi. Rangel vd. (2010) calistiklart
calismada Metarhizium izolatinin, 35 °C'de iyi ¢imlenme gosterdigini, ancak misel
biiytimesinin, 36 °C'de, 28 °C'deki biiylimeye kiyasla ¢ok yavas oldugunu; ayrica, farklh
izolatlarin 96 saat boyunca 37 °C 'ye (Santos, 1978) veya 8 saat boyunca 45 °C 'ye (Fernandes
vd., 2010) maruz kalmasinin, konidiyal ¢gimlenmeyi tamamen inhibe ettigini bildirmislerdir.
Tezde, 30 °C ‘de L. muscarium Pa8 izolati en iyi radyal biiyiime gosterdi ve 37 °C’de higbir
izolat biliylime goOstermedi. Bir¢ok entomopatojen fungus tiirii, 15 ile 30 °C arasindaki
sicakliklarda biiyiir ve sporlasir (Osborne vd., 1990a). Fakat izolatlarin izole edildikleri bolge
sicakliklarina adaptasyon sagladigi bilinmektedir. Genel olarak, yapay ortamlardaki optimum

biliyiime ve ¢imlenme oranlar1 funguslarda yaklagik 25 °C arasinda degismistir ve 30 °C'nin
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iizerinde ¢cimlenme ve bliyiime hizli bir sekilde diismekte veya bozulmaktadir (Hall, 1981;
Fransen, 1987).

Diger bir izolatimiz KTU-24 izolat1 Beauveria bassiana igin sicaklik kontrol grubuna
yaklastik¢a radyal biiyiimenin daha ¢ok arttig1 belirlenmistir. B. bassina 8 °C- 35 °C gibi genis
bir sicaklik araliginda gelisebilir olmas1 bu ¢alismamizi dogrular niteliktedir (Fargues vd.,
1997). Fernandes vd. (2008)’e gore B. bassina izolatlarinin cografik kaynagi ile soguk toleransi
arasinda baglantinin vardir fakat bu baglanti sicaklik toleransinda goriillmedigi bildirmistir. Is1
toleransinin bilinmesi entomopatojen fungusun biyolojik miicadelede etkili kullanimi i¢in
gereklidir. Entomopatojenik fungusun sicaklik araligi bilindiginde hedef zararli, uygulama
bolgesi ya da endiistriyel boyutta tiretim kosullarinin se¢ciminde yararli olabilir (Fernandes vd.,
2008; Bugeme vd., 2009). Bugeme vd. (2008)’nin B. bassiana ve M. anisopliae ile yaptigi
deneylerde, 25 °C ve 30 °C’de gergeklesen giinliik ¢ap artisinin 20 °C ve 35 °C’den daha iyi
oldugunu belirterek benzer sonuclar ortaya koymustur. Misel gelisimi ile orantili olmamakla
birlikte, birim alandaki spor iiretimi de sicaklikla degisim gosterir. Bu degisim Kryukov vd.
(2010) tarafindan, farkli izolatlarin olusturdugu farkli koloni karakteristikleri ile agiklanmistir.
Yazarlar pamuksu koloni ylizeyine sahip olan izolatlarin, unlu koloni yiizeyine sahip olanlara
gore daha virulent, fakat daha az spor verimine sahip oldugunu, s6z konusu daha ¢ok spor
iiretimi oldugunda ise, unlu goriiniimde olanlarin tercih edilmesi gerektigini belirtmislerdir.

Sicakligin spor iiretimi iizerine etkisi deneyinde KTU-51 M. anisopliae izolatinin diger
suslara kiyasla bu sicaklikta en iyi spor iiretim orani gosterdigi ve 30 °C’de KTU-1 L.
muscarium izolatinin diger suslara kiyasla bu sicaklikta en yiiksek spor liretme orani gosteren
sus oldugu belirlendi. Metarhizium tiirleri ve izolatlarinin, 1s1 toleransi biiyiik Olgiide
degisebilir. Ornegin, 1s1l islem gdrmiis konidiya, cogunlukla fungus tiirlerine, izolatlara ve 1s1ya
maruz kalma siirelerine bagli olarak, 6nemli 6l¢iide gecikmis ¢imlenmeye ve dolayisiyla spor
iiretimine maruz kalabilir (Rangel vd., 2005; Fernandes vd., 2010; Keyser vd., 2014). Biiylime
icin gereken optimum sicaklik, ¢ogu zaman enfeksiyon i¢in gereken optimum sicaklik ile
cakigsmaktadir. Fungus ¢cimlenmesi ve biiyiimesinin geciktirilmesine ragmen, konak¢1 bocegin
gelisme hiz1 da ayn1 sekilde etkilenebilir.

Farkl1 sicakliklar altinda UV-B’nin radyal ve spor iiretimi iizerine etkisinin (30 dk., 60
dk.) belirlenmesi deneylerinde, 30 dk.‘lik etkisinde 20 °C’de KTU-1 ve KTU-24 izolatinin
radyal biiylime ve spor iretimi iizerinde UV-B’nin etkisinin daha az oldugu ve KTU-1
izolatinin UV-B’nin etkisine karsi tolerans gosterdigi belirlendi. UV-B’nin 60 dk. lik etkisinde
20 °C’de KTU-24 ve Pa8 izolat1, 30 °C’de KTU-1 ve KTU-24 izolatinin diger suslara kiyasla
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daha dayanikli oldugu belirlendi. B. bassiana'nin UV-B'ye karsi farkli toleranslara sahip
oldugunu ve yanitlarinin maruz kalma siiresinden etkilendigini gostermistir (Fargues vd., 1997;
Fernandes vd., 2008). Sicaklik, nem, solar radyasyon ve spor konsantrasyonunun patojenite
iizerine etkileri konusunda yapilan ¢alismalar bu olumlu iligskiyi desteklemektedir (Shi vd.,
2008; Cherry vd., 2005; Bugeme vd., 2009). Ozellikle toprak iistii zarar yapan zararlilarda,
yapraklara piskiirtiilen entomopatojen funguslar giines 15181, yagmur, nem, yaprak ylizeyi
kimyas1 ve filoloplan mikrobiyota gibi olumsuz ¢evresel faktorlere duyarlidir (Wraight vd.
2001; Steinkraus, 2006).

Funguslarda meydana gelen morfolojik degisiklikler, renk degisimi ve biiylime formunun
yant sira sporiilasyonun azalmasini da igerir. Entomopatojen funguslarin spor verimliliginde
veya virulansinda meydana gelecek olan degisimler, 6zellikle biyolojik miicadele etmenlerini
iireten firmalar i¢in oldukga biiyiik sorun teskil etmektedir. Ticari lirlinlin spor verimliligini ve
virlilansin1 kaybetmesi iriinlin piyasadaki satisini olumsuz etkileyecektir (Butt vd., 2006).
Viriilensde zayiflama entomopatojenlerin tiim énemli taksonlarinda gézlenmistir. Her izolatin
viriilensindeki azalma orani farklilik gostermektedir. Bazi izolatlar, tek veya ii¢ kere (Nagaich,
1973) alt kiiltire alindiktan sonra degisim gosterirken bazilari ise 10-12 defa alt kiiltiire
alindiktan sonra viriilansta belirgin bir diislis gozlemlenmistir (Morrow vd., 1989; Hajek vd.,
1990). Bunun tersine bir¢ok calismada birgok alt kiiltiire alinan izolatlarin viriilensinde
herhangi bir degisim gozlenmemistir (Hall, 1980; Brownbridge vd., 2001). Ozellikle bu
caligmada insektisidal aktivitesi yiiksek suslardan prototip tiriin gelistirilirken bu pasajlama
sayilarina dikkat edilmistir ve susun viriilansinin azalmamasi i¢in laboratuvar kiiltiirii olan
Galleria mellonella iizerinden yeniden izolasyon yapilarak virulans tazelenmistir. Virulansi
tazelenen suslarin stoklar1 -80 °C’de saklanmis ve kullanilacagi zaman izolatlardan pasajlama
yapilarak bu viriilans kaybinin 6niine gegilmistir.

Diger bir 6nemli 6zellikde EPF’lerin bocege giris mekanizmasidir. Fiziksel ve enzimatik
mekanizmalar sporlarin  kiitikulaya niifuz etmesine yardimer olur (Inglis vd., 2001).
Entomopatojen fungus sporlari, konagin kiitikiil yiizeyini degistiren ve sporlarin
penetrasyondan Once baglanmasina yardimci olan proteazlar, esterazlar, lipazlar ve kitinazlar
gibi parcalayici enzimlere sahiptir (Khan vd., 2012). Yapilan tez caligmalarinda 6zellikle
insektisidal aktivitesi yliksek olan suglarda proteaz ve kitinaz enzimlerini kodlayan genler PCR
yontemi ile belirlendi.

Entomopatojen funguslar tarafinda iretilen kitinazlar morfogenezi, biiylimesi ve

ozellikle de biyolojik miicadelede viriilanslik katma 6zelligi ile dnemlidir (Gooday vd., 1992;
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Charnley ve Collins, 2007). Kitin yapisinda olan kiitikula bocek {izerinde fungusun asmasi
gereken ilk bariyerdir (Pekrul ve Grula, 1979). Bu sebeple kitinaz geni 6zellikle viriilansi
yiikksek olan suslarda arastirilmasi gereken bolgelerdir. Bu enzimlerin {iretmis oldugu
Beauverisin, Beauverolides, Bassianolide (B. bassiana, V. lecanii, Paecilomyces spp.) ve
Destruksin A, B, C, D, E, F (M. anisopliae) gibi ¢esitli mikotoksinler bocege giris sirasinda
iiretilir ve bocegin 6liimiine sebep olur (Tanada vd., 1993).

Yukarda bahsedilen tiim 6zelliklerin en iyisini gdsteren Beauveria bassiana (KTU-24) ve
Metarhizium anisopliae (KTU-51) izolatlarindan yag bazli mikoinsektisit bu tez ¢alismasinda
Tiirkiye’de ilk kez gelistirildi. Bu iki formiilasyon farkli yontemler kullanilarak; Beauveria
bassiana (KTU-24) fermentorde ve Metarhizium anisopliae (KTU-51) susu kati substrat
iizerinde biiyiitiildii. Elde edilen sporlar her iki izolat i¢in de yag bazli formiilasyonlara
donistiiriildii. Bu calismada mikoinsektisit gelistirilmesinin en biiyiik sebeplerinden biri de
entomopatojen funguslarin tarimsal iiriinlerde toksik kalint1 birakmamalari, yararli boceklere
ve hedef dis1 canlilara zararli olmamalarindan dolayr mikrobiyal insektisit olarak
kullanilmalarinda tercih edilen en 6nemli 6zellikleri olmasidir (Zimmermann, 2007a,b). Ayrica
cevreye, insanlara ve hayvanlara karsi oldukca giivenlidir. Entomopatojen funguslar zararl
bocek popiilasyon ile entegre miicadelesinde dogal diismanlara zarar vermedigi i¢in entegre
miicadele kapsaminda olduk¢a Onemli potansiyele sahiptirler (Inglis vd., 2001). Ancak
entomopatojen funguslar kimyasal insektisitler kadar kisa siirede etkili olmadiklart igin
kimyasal miicadelenin tamamen yerini almalar1 su anda uzak bir ithtimal olmasina ragmen uzun
vadede kimyasal kullanimi azaltabilmesi yoniinden ¢evre dostu bir uygulama olacaktir. Bundan
dolay1 mikrobiyal insektisit olarak segilecek funguslarin pestisit toleranslar1 yliksek olmali ve
{iriin yetistirme sisteminde canli kalabilmelidir. Ulkemizde kullanilan ve iiretilen higbir yerli
mikoinsektisit iirtin bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda bu a¢181 gidermek i¢in yerel kaynakl
izolatlardan bu formiilasyonlarin iiretimi gergeklestirildi. EPF tiirlerinde diinyada en az 12 tiire
dayali 171'den fazla iriin gelistirildigi (Faria vd., 2007; Hu vd., 2016) ve tiirler arasinda
Beauveria bassiana, B. brongniartii, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium spp., (sinonim
Verticillium lecanii), Hirsutella thompsonii, Cladossporium oxysporium ve Isaria fumosorosea
(6nceden Paecilomyces fumosoroseus) oldugu bilinmektedir. Bu mikoinsektisitlerin ¢ogu
Amerika, Avrupa ve Asya'da lretilmektedir (Faria ve Wraight, 2007). Ticari olarak iiretilen bu
mikoinsektisitlerden bazilar1 sera bitkilerinde yaprakbitlerine ve diger floem ile beslenme
yapan zararlilara karsi kullanilmaktadir. Kuzey Amerika'da BotaniGard olarak kayith
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin susu GHA; B. bassiana JW-1 (ATCC 74040)
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susundan Naturalis-L, Isaria javanica (Friederichs ve Bally), Samson ve Hywel-Jones Apopka
97 (ATCC 20874) susundan PFR-97 ve Preferal (6nceden Paecilomyces fumoroseus / Isaria
fumosorosea; Cabanillas vd., 2013), Isaria javanica sensu lato susu FE 9901 (Paecilomyces
fumosoroseus olarak etiketlenmistir)’dan NoFIly™ ve Metarhizium brunneum Petch susundan
Met52 gelistirilmis ve kullanilmaktadir. Lecanicillium spp. (6r. Vertalec) su anda ABD'de
kayitl degildir, ancak Avrupa'da onaylanmistir (Jandricis vd., 2014). Bu friinlerin aktif
maddeleri olan funguslarin bir¢ogunun afitlerden izole edilmemesine ragmen bu zararh
iizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Bu tez kapsaminda mikoinsektisit gelistirilen suslarda
Myzus persicae’dan izole edilmemesine ragmen, yapilan laboratuvar denemelerinde KTU-24
(Beauveria bassiana)’den tiretilen Afisidal-Bbas tiriinii yiiksek mortalite géstermistir. Bunun
en biiylik nedenleri yerel bir izolat olmast, viriilansinin yiiksek olmasi ve farkli konaklarda da
etkili mortalite gostermesi 6zellikleri seklinde siralanabilir.

Oztiirk vd. (2015), patates bdcegine bu bocekten izole edilen dort izolat (ii¢ izolat
Beauveria bassiana ve bir izolat Paecilomyces lilacinus) ile, ticari olarak satilan Priority®
(Paecilomyces fumosoroseus), Nibortem® (Verticillium lecanii), Nostalgist® (Beauveria
bassiana), Bio-Magic® (Metarhizium anisopliae), Bio-Nematon® (Paeciliomyces lilacinus) ve
bitki ekstrakti Nimbedicine EC® 9 (Azadiractin)’in 1 X 10® spor /mL konsantrasyonda
Leptinotarsa decemlineata’ya etkilerini laboratuvar kosullarinda denemislerdir. Bio-Magic®,
Nibortem® ve Nostalgist® sirasiyla %96,4, %92,9 ve %82,1 oraninda 6liime neden olurken
calismada elde edilen 4 izolat ile pozitif karsilastirma ilact Imidakloprid %100 oraninda etkili
olmustur. Diger ekstraktlar; Priority® (Paecilomyces fumosoroseus), BioNematon®
(Paeciliomyces lilacinus) ve bitki ekstrakti Nimbedicine EC® (Azadiractin)’in etkisi sirasiyla
%67,9, %60,7 ve %57,1 oraninda olmuslardir. Bu tez ¢alismasinda Ozellikle Beauveria
bassiana KTU-24 izolatindan gelistirilen Afisidal-Bbas izolatinin laboratuvar kosullarinda ve
saks1 uygulamasinda %80’nin {lizerinde mortalite gdstermesi ve c¢aligmada kullanilan ticari
triinlerin %70-80 arasinda mortalite gostermesi gelistirilen Uriiniin M. persicae iizerinde
kullanilabilme potansiyelini gii¢lii bir sekilde ortaya koymaktadir.

El-Salam vd. (2012)’nin arazi kosullarinda bakla tarlasinda yiiriittiikleri ¢alismalarda, her
{iriin icin 1 x 10® CFUs/mL konsantrasyonda Bio-Catch (Verticillium lecanii), Bio-Magic
(Metarhizium anisopliae), Bio-Power (Beauveria bassiana), Priority (Paecilomyces
fumosoroseus) ve Nimbecidine’in boériilce yaprakbiti (Aphis craccivora)’ne etkisini
incelemislerdir. BioMagic %61,6 (Metarhizium anisopliae) ve Bio-Power (Beauveria

bassiana) ise %45,5 oraninda bir etki gostermislerdir. Bu tez ¢alismasi sonucunda gelistirilen
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tiriinlerin bir bagka afit tiirti olan Myzus persicae iizerinde ¢ok etkili olmasi ve El-Salam vd.
(2012) yaptig1 arazi kosullarindaki calismada ticari iirlinlerin mortalitelerin diisiik olmas1 bu
alanda bu zararlinin miicadelesinde yeni ve etkili iiriinlere ihtiya¢ oldugunu diistindiirmektedir.
Mohammed ve Hatcher (2016)’in {iglincii evre M. persicae nimfleri tizerinde yaptigi ¢alismada,
Mycotal® (1x10%° spor/ mL) konsantrasyon denendiginde tedavinin dokuzuncu giiniinde
laboratuvar kosullarinda %100 mortaliteye neden oldugunu belirledi (Fargues vd., 2003).
Yaptigimiz ¢calismada uygulanan iiriiniimiiz Afisidal-Bbas saks1 denemesinde 1x10° spor/ mL
konsantrasyonda %80 °nin tizerinde mortalite yedi giinde elde edildi.

Bu tez ¢alismasinda gelistirilen bir diger iiriin Afisidal-Met (Metarhizium anisopliae)
iriinii kat1 substrat kullanilarak tiretilmistir. Substrat olarak ya da tasiyici olarak kullanilan
piring, maya ekstrakti, misir maserasyon sivist ya da melas gibi karbon ve azot kaynaklari ile
spor verimi de artirilabilmektedir (Talwar, 2005). Bu nedenle, bu yontemde &zellikle spor
verimin yliksek olmasi ve bu tiire ait suslarin kati substratta iiretilmesinde az problemle
karsilasilmasindan dolayi tercih edildi. Kitle iiretimini takibinde, graniiler ve sprey (sulu ve
yagli) gibi farkli tlirlerde formiilasyonlar kullanilabilir (Leland, 2001). Yaptigimiz ¢calismada
kitle tretiminden sonra yag bazli formiilasyon gelistirildi. Entomopatojenik funguslarin
graniiler formiilasyonlar1 tuzak gibi formiile edilmis misellerin veya sporlarin uygulamasini
icermektedir. Bu uygulamada, kuru misellerin alanda sporlagsmasi gerekmektedir ve bu nedenle
kurak iklimlerde kullanilmas: pek pratik degildir (Leland, 2001). Bu sebeple kat1 substratta
iretilen KTU-51 izolat1 sporlari toplanarak yag bazli formiilasyonu gelistirildi.

Zararli boceklerin miicadelesinde, 6ldiirme etkisi ve ¢evresel olumsuz etkilere karsi
korunmay1r iceren yag bazli formiilasyonlarin avantajlart genis bir  sekilde
bildirilmistir (Hedimbi vd., 2008; Inyang vd., 2000; Lopes vd., 2011; Malsam vd., 2002; Moore
vd., 1993; Oliveira vd., 2018). Yag bazli spor soliisyonun hazirlanmasindaki asil amag; sporlari
su yiizeyinde tutmaktir. Fungus sporlar1 hidrofobik 6zellik gosterir ve polar yiizeylere zayif bir
sekilde baglanir. Su polar bir molekiildiir ve hidrofobik 6zellikteki sporlar suyla direkt temas
ettiklerinde kiimelesip ¢coker. Bu nedenle bitkisel ya da sentetik yaglarla spor soliisyonlarinin
uygulanmasi, ¢cokmeyi azaltmaktadir. Sporlarin yag bazli uygulanmasi 6zellikle diisiik nemin
oldugu ortamlarda bocek kiitikiilii iizerindeki nemi korumaya yarar. Boylece sporlarin gelisimi
icin gerekli nem saglanmis olur. Bu uygulama ayni1 zamanda sporlarin hayatta kalma siiresini
uzatir ve zararl {izerine yapigsmayi artirir (Jenkins vd.,1996). Yag bazli uygulamalar, yiliksek
sicakliklarda UV’ye karsi spor canliligini korumaya yardimci olur (Moore vd., 1993; Stathers

vd., 1993). Ayrica, bocegin enfekte olmas1 agamasinda kiitikiil yapisina etki eder ve daha kolay
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penetrasyona neden olur (Bateman vd.,1993; Polar vd., 2005). Bir¢ok arastiric1 da yaptiklari
caligmalarda sentetik ya da bitkisel yaglari kullanarak yag bazli soliisyonlar uygulamistir. Inglis
(1997)’in ¢ekirgeler tizerinde yapmis oldugu calismada, yag bazli B. bassiana konidiyalariin
UV-B radyasyonuna, su bazli konidiyalardan daha uzun siire dayandigini, buna ek olarak yag
formiilasyonlu konidiyalarin daha yiiksek sicakliga ve giines 1s183mma dayandigimi
gbzlemlemistir. Batta vd. (2002), M. anisopliae sporlarini, hindistan cevizi ve soya fasulyesi
yaglarinin karigimiyla beyaz sinekler (Hemiptera: Aleyrodidae) tizerinde uygulamistir. Yapilan
bir baska calismada siine bocegi Eurygaster integriceps’e (Hemiptera: Scutelleridae) kars1 B.
bassiana’ nin yag bazli soliisyonu uygulanmistir. Calismada sporlarin bocek kiitikiiliine daha
iyl yapistig1 goriilmistiir (Kirubakarana vd., 2014). Bukhari 2011 yilinda anofel larvalariyla
yaptig1 ¢alismada B. bassiana ve M. anisopliae sporlarini yag bazli (sentetik ve bitkisel) ve
Tween 80 bazli olarak uygulamis ve yag bazli sporlarin daha etkili oldugunu bulmustur
(Bukhari vd., 2011). Ayrica, Metarhizium anisopliae bazli igerisine yag asidi tuzlari, polihidrik
alkolleri ve emiilgator maddeleri iceren yag bazli siispansiyonu, ineklerde keneyi kontrol etmek
icin kullanildi (Maor vd., 2008, 2010). Tiim bu ¢alismalar géz 6nilinde bulunduruldugunda diger
formiilasyon cesitlerinin aksine yag formiilasyonlarin Myzus persicae iizerinde daha etkili
olacag diigtiniildii ve bu gelistirilen iki adet yag bazli formiil Myzus persicae lizerinde denenmis
ve umut verici sonuclar elde edilmistir.

Ayrica sprey seklinde formiilasyonlar ise graniiler formiilasyonlara gore daha yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Giines radyasyonundan mikrobiyal pestisidleri korumak i¢in sivi
formiilasyonlar dort ana yaklagim cercevesinde kullanilmaktadir: (1) Yag tasiyicilari ile yagda
coziinebilen maddelerin kullanilmasi. (2) Yag-su karisimi emilsiyonlarin kullanilmasi. (3) Su
tasiyicilart ile engelleyicilerin veya askida kalan emicilerin veya suda ¢6ziinenlerin
kullanilmasi, (4) Su tasiyicilar ile kapsiiller igerisinde kullanim (Leland,2001). LUBILOSA
programu ile yag temelli formiilasyonlar basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Lomer vd., 2001).
Spor ¢imlenmesi i¢in alt bagil nem limiti %92-93 arasinda olup filosferdeki mikroklimanin
funguslarin  performansini  biiyilk oranda belirledigi disliniilmektedir. Yiiksek nem
gereksiniminin oniindeki engel, formiilasyon ve uygulama stratejilerinin iyilestirilmesiyle
agilabilmektedir. Bu uygulama tekniklerinden yag i¢eren mikoinsektitler dikkat cekmektedir
(Ravensberg vd., 1990; Hall ve Papierok, 1982; Bateman vd., 1993).

Lopes ve Faria (2019)‘nin hazirladig1 yag formiilasyonu H. hampei erginleri tizerinde2 x
107 spor /mlI! konsantrasyonda alt1 giin sonra saf spor siispansiyonuna oranla kiyaslandiginda

%20 daha yiiksek mortalite gosterdi. Test edilen formiilasyonlarin (WG ve OD) sporlari
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depolama sirasindaki yiiksek sicakliklarin olumsuz etkilerinden korumus daha uzun hayatta
kalma gostermistir. Bu muhtemelen yag formiilasyonundaki sporlarin yag damlaciklarina
'dolmast' nedeniyle sporlarin daha etkin yapismast ve bocegin hidrofobik yiizeyindeki hizli
¢imlenmeden kaynaklanmaktadir (Holder vd.,2007; Holder ve Keyhani, 2005).

Yag formiilasyonun laboratuvar kosullarinda Spodoptera litura'ya (Vimala Devi ve
Prasad, 1996) ve alan denemelerinde Helicoverpa armigera'ya (Vimala Devi ve Hari, 2009b)
kars1 yapilan biyotest ¢alismalarinda 6liim oranini artirdig1 bildirildi. Konvansiyonel olarak
suda hazirlanan konidiya silispansiyonu ile karsilastirildiginda, yag bazli formiilasyonlar,
konidiyanin konake¢1 eklembacaklilarin hidrofobik kiitikiil iizerine yayilmasini ve yapismasini
kolaylastirir (David-Henriet vd., 1998). Ek olarak, yagin ¢evre kosullarinda veya sogukta
tutulan konidiyanin dmriinii uzattigi bilinmektedir (Prior vd., 1988).

Entomopatojen funguslarin yagda formiile edilmesinin olumlu etkileri, kakao bitlerine
kars1 fungus kaynakli mortalitenin artmasi (Prior vd., 1988), triatomin boceklerine karsi yaptigi
farkli bitki yaglarinin ¢imlenme iizerine etkisinin fazla oldugu ve kokularindan dolay1 bocekleri
cekici 6zellik gosterdigi (Luz ve Batagin, 2005), ¢ekirgeler iizerinde yaptigi denemelerde yag
formiilasyonlarinin ¢evresel faktorlere dayanikligi artirdigi ¢imlenme i¢in gerekli olan nemin
korunmasinda etkili oldugu (Lomer vd., 2001) ve beyaz sinekler tizerinde Metarhizium
anisopliae‘m virulans etkisini artirdigi (Malsam vd., 2002) gibi bir¢ok zararlinin kontroliinde
olumlu etkiler elde etmistir.

Tropikal tilkelerde mikosektisitlerin tarla kosullarinda uygulanmasi biiyiik bir zorluktur.
Giiney Afrika'daki yaprak biti Diuraphis noxia'nin (Kurdjumov) iizerinde yapilan biyotestlerde
ortalama sayisinda azalma ve saha denemelerinde %80 mortaliteye ulagilmistir (Hatting vd.
2004). Brezilya'da, Aphis sp. nimfleri iizerinde yapilan alan denemelerinde, B. bassiana ya da
M. anisopliae'nin piskiirtilmesinin ardindan %60 mortalite rapor edildigi bildirilmistir
(Medeiros vd., 2007).

Bu ¢alismada, KTU-24 (B. bassiana) ve KTU-51 (M. anisopliae) izolatlarinin zararh
iizerinde yapilan tarama testleri ve doz denemelerinde etkili, abiyotik faktorlere daha dayanikli
olan yerel iki izolatinin fermentasyon ve kati substrat iizerinde sporlari iiretilerek bu sporlardan
yag formiilasyonlar1 gerceklestirildi. Elde edilen iiriiniinler Myzus persicae iizerinde denendi
ve etkili sonuglar alinmasi ile bircok konakg¢1 {izerinde zarar yapan ve insektisitlere karsi direng
gosteren, zarar1 giderek artan bu zararli ile miicadelede kullanilabilecek iilkemize ait ¢evre
dostu ve giivenilir bir mikrobiyal miicadele preparati gelistirilmesi yolunda yeni adimlar atilmis

oldu.



5. SONUCLAR

Calisma sonucunda Myzus persicae (Yesil seftali yaprakbiti)’ya kars1 kullanilmak {izere

farkli yontemle farkli cinslere ait iki adet yag bazli prototip mikoinsektisit iiretildi.

1. Entomopatojenik fungus kiiltiirimiizden 15 adet etkili izolatin Myzus persicae nimfleri
tizerinde etkinligi belirlendi. Bu izolatlar, zararli tizerinde %58-%100 oraninda 6liim
uretti. Bu izolatlardan KTU-24 (Beauveria bassiana), KTU-51 (Metarhizium
anisopliae), KTU-1 (Isaria fumosorosea) ve Pa8 (Lecanicillium muscarium) 1 x 10’
spor/mL konsantrasyonda besinci giinde Myzus persicae iizerinde sirasiyla %100, %94,
%86,66 ve %73,33 6liim orani gosterdi.

2. Tarama testi uygulamasi sonrasi insektisal etkisi yiiksek olan dort izolat 10°-10°
spor/mL “da zararh iizerinde denendi ve 1 x 10° spor /mL konsantrasyonda KTU-24
%100, KTU-51 %83, KTU-1 %78 ve Pa8 %72 mortalite gosterdi.

3. Yapilan doz denemelerinde KTU-24, KTU-51, KTU-1 ve Pa8‘in LCso degerleri
sirastyla 0,21x10°, 0,70x10°, 0,96x10°ve 0,17x10° spor /mL olarak belirlendi.

4. En disiik sicaklik olan 20 °C’de suslar kontrol grubu ile kiyaslandiginda KTU-51
izolatinin diger suslara kiyasla bu sicaklikta en iyi radyal biiylime gosteren sus oldugu
belirlendi.

5. Pa8 izolatimin 20 °C’de kontrol grubuna gore kiyaslandiginda biiyiime yiizdesi %88
olarak belirlendi. 30 °C’de ise Suslar kontrol grubu ile kiyaslandiginda KTU-1
izolatinin diger suslara kiyasla bu sicaklikta en 1yi radyal biiyiime gosteren sus oldugu
ve anlamli bir farklilik oldugu belirlendi. Deney yapilan bu ti¢ farkl sicaklikta 6zellikle
KTU-1 izolat1 sicaklik arttik¢a radyal biiylime orani artarken diger izolatlarin radyal
biliyiimesinde azalma belirlendi.

6. En disiik sicaklik olan 20 °C’de suslar kontrol grubu ile kiyaslandiginda KTU-51
izolatinin diger suslara kiyasla bu sicaklikta en iyi spor iiretimi gésteren sus oldugu, 30
°C’de ise suslar kontrol grubu ile kiyaslandiginda KTU-1 izolatinin diger suslara kiyasla
bu sicaklikta en iyi spor liretimi gosteren sus oldugu belirlendi.

7. UV-B’nin 30 dk.‘lik etkisinde 20 °C’de KTU-1 ve KTU-24 izolatinin diger iki susa gore
diisiik radyal biiylimesinde UV-B’nin etkisinin daha az oldugu ve 30 °C’de 6zellikle
KTU-1 izolatinin kontrol grubuna ¢ok yakin sonu¢ vermesi ve bu sicaklikta en iyi

biiyiime gostermesi UV-B’nin etkisine karsi1 tolerans gosterdigi belirlendi.
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UV-B’nin 30 dk.‘lik etkisinde 20 °C’de suslar kontrol grubu ile kiyaslandiginda spor
iretim orant KTU-51 ve KTU-24 izolatinin diger suslara kiyasla daha dayanikli
oldugunu ve UV-B’nin 30 dk.‘lik etkisinde 30 °C’de suslar kontrol grubu ile
kiyaslandiginda spor iiretim oran1 KTU-1 ve Pa8 izolatinin diger suslara kiyasla daha
dayanikli oldugunu gosterdi.

UV-B’nin 60 dk. ‘lik etkisinde 20 °C’de suslar kontrol grubu ile kiyaslandiginda KTU-
51 ve KTU-24 izolatinin diger suslara kiyasla daha dayanikli oldugu, UV-B’nin 60 dk.
‘lik etkisinde 30 °C’de suslar kontrol grubu ile kiyaslandiginda KTU-51 ve KTU-1
izolatinin diger suslara kiyasla daha dayanikli oldugu belirlendi.

Insektisidal etkisi yiiksek ve gevresel faktorlere toleransi olan KTU-24 (Beauveria
bassiana) ve KTU-51 (Metarhizium anisopliae) suslarindan iilkemizde ilk kez sirasiyla
Afisidal-Bbas ve Afisidal-Met adli mikoinsektisit gelistirildi. Uriin konsantrasyonu
toplam hacimde %10 aktif madde (fungus) olacak sekilde tasarlandi.

Uretilen formiilasyonlarin Myzus persicae iizerinde, laboratuvar ve saksi denemeleri
yapildi. Formiilasyonlar laboratuvar kosullarinda, 10° spor/mL konsantrasyonda zararli
iizerinde %80 lizerinde mortalite gosterdi.

Saks1 denemelerinde 10° spor/mL konsantrasyonda uygulanan iiriin zararli {izerinde

%75’in lizerinde mortalite saglandi.



6. ONERILER

Bu ¢alismada, Myzus persicae ile miicadelede kullanilabilecek giivenilir bir prototip
mikopestisit ilk defa gelistirilmis oldu. Calismadan elde edilen sonuglar neticesinde gelecek
caligmalara yonelik olarak asagidaki hususlar 6nerilmistir.

1. Gelistirilen mikopestisitlerin toksikoloji testleri yapilacaktir.

2. Formiilasyon arazi kosullarinda Myzus persicae iizerinde test edilecektir.

3. Formiilasyon Myzus persicae ile ayni ortami paylasan diger zararlilar iizerinde test
edilecektir.

4. Formiilasyon Myzus persicae’nin dogal diismanlari tizerindeki etkinligi belirlenecektir.
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8. EKLER

8.1. Elde Edilen izolatlarin Proteaz ve Kitinaz Gen Siralar

PR1 bolgesi

>KTU-51
GAGCCAGCTCCTCTCTTCACTCCTCAGGCTGAGAGCATCATTGCCGACAAGTAT
ATTGTCAAGTTCAAGGAGCATCATCGCCGAAGAAGTATATTGTCAAGTTCAAG
GATGATATTGCTCGTATCGCTACCGATGAGACGGTCAGCGCTCTTACCTCCAAA
GCCGAGTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGGCTCCCTCACCAAG
GAGGAGCTGAAGATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGTACCCCCTCCCACTT
ACCTAGGTAGTCAAGGGAGACATGTAGGTGTTTGTTGCTGACCCGCTGCCCCA
TAGGTCGATTTCATTGAGAAGGACGCCGTGATGCGTATCAGCGGCATCACTGA
GCAGAGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCATCTCACACCGCCAGAAGGGAA
GCACCACCTATCGCTACGATGATAGTGCCGGTGAGGGTACTTGCGTATATATC
ATTGACACTGGTATTGAGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGCCAAAACTCC
ATAGTGCGGAGTAGGAAATTTACCAATATCATCCAGGATTTTGGGGGTCGCGC
CACTTTTCTTAAGAGCTTCATCAGCGGTCAAAACAGTGATGGCCACGGCCATG
GGACTCACTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAGCTACGGTGTTGCCCAAAAG
GCTAAGCTCTATGGTGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAGTGGTTCCTACTCC
GGTATCATCAGTGGCATGGACTACGTTGCACAGGACTCCAAGACCCGCGGCTG
CCCTAAAGGCGCCATTGCTTCCATGAGCCTGGGAGGTGGCTACTCGGCGTCCG
TCAACCAAGGTGCTGCTGCTTGGTTCAATTCTGGTGTCTTCCTTGCCGTCGCCG
CTGGCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGCTTCCGAGCCTTCT
GCCTGCACTGTTGGTGCCACTGATTCAAATGACAACCGATCTTCCTTCTCCAAC
TACGGCAAAGTTGTCGATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTCTTTCCACCTGG
ATTGGTGGCAGCACTGTAAGTATTGTACCTACCTCGATAAGCTTAGAGACAGG
CTTTTGCTTCAGAACCAGCTTCTAACAAGGTTTGAACACCTTCTTCGGACCTTA
CCGTCTTCCTCCAT

Chit bolgesi

>KTU-1
GAAAAGCTCCAACACTAGCAGCAATCCGCCTCTTGACTCAGAAGGTTAAATCA
ACTGTCGTGTTCCCTTTTCTCTCCGCCTCGGCTACAATGTTGAGTCTCCTCAAGA
AATCGATGGCCTTGGCTGTGGCCTTGCAGGCAGTCACCGCTTTGGCTACGCCA
ATCTCCAACGAAGTTGATATTGAGAAGCGTGGTACTGGCTTCGCAAATGCTGT
TTACTTCACCAACTGGGGCATCTACGGCCGTGGTTTCCAGCCGGCGGACCTTCC
AGCCTCGGAGATCTCGCATGTGCTCTATTCTTTGATGAACCTTCGTTCAGATGG
CACCATCTTTTCTGGCGATACCTATGCGGACTACGAGAAGCATTACCCCGGTG
ACTCTTGGAACGATGTCGGCAACAATGCTTACGGATGCGTCAAGCAGCTTTAT
CTTCTCAAAAAGCAAAACCGCAACATGAAAGTGATGCTGTCGATTGGTGGATG
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GACCTGGTCTACCAATTTTCCCGCAGCCGCCAGCTCCGCTTCTAGCCGAAAGA
CTTTTGCTCAGTCTACCGTCGGCTTCATGAAGGATTGGGGATTTGACGGTATCG
ATATCGATTGGGAGTACCCTGCCGATGCCACACAGGCGGCAAACATGATTCTC
CTGCTCCAGGCCGTCCGCGATGAGCTCGACTCATATGCCTCGCAGTACGCCAA
AGGCCACCACTTCTTGCTTTCCATTGCAGCTCTTGCTGGACCTGACAACTACAA
CAAGCTGAAGCTCGCTGAGCTTGGAAAGGTTCTTGATTATGTCAACCTGATGG
CCTACGATTTTGCCGGATCCTGGAGCAACTTCACTGGTCACGACGCTAATTTGT
ACGCCAACTCACAGAACCCCAACTCAACTCCGTTCAACACGAATGATGCAGTT
CAAGCGTACATCAACGGAGGTGTCCCCGCCAACAAGATTGTCCTTGGTATGCC
AATCTACGGTCGGTCTTTCCAGAAGACTGAAGGCATCGGCAAGCCATACACTG
GTATCGGCTCCGGTAGCTGGGAGAATGGTGTCTGGGACTACAAAGCTCTTCCC
AAGTCTGGCGCTACTGTCAAGTGCGACGATACTGCCAAGGGCTGCTATAGCTA
CGATGCAAGCACCCAGGAGCTCATCTCAAACGATACTCCAGCTATTATCAGCA
CCTTTGTTAGCTGGCTTAAGGGCAAGGGACTCGGTGGTAGCATGTTCTGGGAG
GCTTCCGCTGACAAGAAGGGCTCCGATTCCCTCATCAGCACAAGCCGCCAAGG
TCTTGGTAGCCTAGACAGCGCGCAGAACTACCTCGACTACCCCAACTCAAAGT
ACGACAACATCAAGAACGGCATGAAATAAGTATTCAGATGCGCGGTGGTTTGA
CTTTTTATATTGGATTCACCATGTCCTGTCCATATCATGCTGCGCCGCCTATATT
CGAGGCTTTCCATACTTTACTGTACATATTATTGATGCCATGGGCATGCACATA
GTCAATTGATTCGAAAGTTTTTATTCTA

>KTU-24
ATGGCTCCTTTTCTTCAAACCAGCCTCGCGCTCCTTTCATTGTTGGCTTCCACCA
TGGTCAGCGCCTCGCCCTTGGCGCCGCGAGCCGACACCTGCGCAACCAAGGGC
CGGCCGGCCGGCAAAGTGCTCCAGGGCTACTGGGAGAACTGGGACGGTGCCA
AGAACGGGGTGCACCCTCCGTTTGGCTGGACGCCCATCCAAAACCCCGACATT
CGCAAGCACGGCTACAACGTCATCAATGCTGCCTTTCCCATCATCCAGCCTGA
CGGCACCGCGCTCTGGGAGGACGGCATGGACACGGGCGTCAAGGTGGCGAGC
CCGGCCGACATGTGCGAGGCCAAGGCAGCAGGTGCCACCATCTTGATGTCGAT
TGGCGGTGCTACTGCGGCCATTGACCTGAGCTCGTCGGCTGTGGCTGACAAGT
TTGTCTCGACCATTGTGCCGATTCTGAAAAAGTACAACTTTGACGGCATTGATA
TCGACATTGAATCCGGCCTCACAGGCAGCGGAAACATAAACACCCTGTCCACC
TCGCAGACCAACCTGATTAGAATCATTGACGGCGTTCTCGCGCAGATGCCCGC
CAACTTTGGCTTGACCATGGCGCCAGAGACTGCCTACGTTACCGGTGGGACTA
TTACGTACGGATCAATCTGGGGCTCTTACCTCCCCATTATCAAAAAGTACCTGG
ACAATGGTCGTCTCTGGTGGCTCAACATGCAGTACTACAATGGCGAAATGTAC
GGCTGCTCCGGCGACTCGCACAAGGCCGGTACTGTCGAAGGATTCATTGCTCA
GACCGACTGCCTGAACAAGGGACTTAGTATTCAGGGCGTGACAATCACGATTC
CCTATGACAAGCAAGTGCCTGGCCTTCCTGCCCAGCCTGGGGCTGGCGGCGAGT
CACATGTCCCCGTCCAACGTGGCGCAAGTTCTCTCCCACTACAAGGGCGCTTTG
AAGGGATTGATGACTTGGTCTCTGAACTGGGACGGCTCCAAGAATTGGACATT
TGGCGACAATGTCAAGGGGACAAAGGGGACTGCGTAATAA

>KTU-51
ATGCCATCGTTATTTGCTCAGTCACTGGCAATCATCGCCACTCTGCAGGCCACT
CTCGGTCTTGCCACTCCTGTATCAGCCCCTGGTACTGTCATCGGAAAACGTGCC
GGTGGTTACGTCAACGCCGTCTACTTCACCAATTGGTAATTTCTTCCCGGTTCA
TCCTGTAGCTATCTTTACCCATCCGTCATTTATTCCACTGAGCAGTCACGCATG
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CTTATGGCCGGATGCTAACCAGTAGACAGGGGAATATACGGTCGAAACTATCA
GCCAGCCGACCTTCCCGCTTCTCAGATATCCCATGTTCTGTACTCGTTCTTGAA
CCTTTCGGCTAACGGCACCGTGTAAGTGCAAACTTAATAAAATGTAGACATTC
TAATTCGTCTTGAGATCAGGCTGGCTGACCCCCTGCAGTTACTCAGGAGATAC
AAGGGCTGATATAGACAAGCACTACCCAAATGACTGTAACTTCTCCGATGTAG
GGGCTAATAATCCATGCTCACGTGGCTTGATAATGAATTGTATGGCTAATTTTG
AAGTTCAAAAGCTTGGAATGATGTCGGTAACAATGTCTATGGCTGTGCCAAGC
AATTATTTCTCCTCAACAAAGCGAACCGTAAGATGAAGACGATGCTGTCTATT
GGGGGGTGGACGTGGTCAACGAACTTCCCAGCTGCGGCCTCGACAGCAGCCAC
TCGAAGCAACTTTGCTAAATCAGCGGTCACTATTATGAAAGACTGGGGCTTTG
ATGGTATTGACGTTGATTGGGAATATCCTGCCGACGATACTCAGGCCACAAAC
ATGGTTCTTCTTCTTCAAGCCGTTCGGGATGAGCTCGACGCATACGCCGCAAAG
TTTGCGCCTGGCTACCATTTTCAGCTATCGATTGCCGCTCCGGCTGGCGCTACC
AACTATAATAAGTTGCACCTTGCCGACCTCGGAAAGGTGTTGGATTATATCAA
TTTGATGGCCTATGACTTTTCCGGAACATGGAGCAACTCCAGCGCTCATAACGC
AAATCTTTACGCCAATCCGAGCAACCTTAATGCCACACCATTCAACACGGATG
ATGCTGTCAATGACTATATCAAAGGCGGTGTTCCGGCCAGCAAGATCGTTCTT
GGCATGCCAATTTATGGAAAATCATTCCAGAAGACCAATGGAATTGGAAAGCC
ATTTTCGGGTATTGGTGACGGCAGCTGGGAGAATGGGGTCTGGGACTACAAGG
TTCTTCCCAAAGCCGGCGCGAGGGTCATATATGATGACGTGGCAAAGGGTTAC
TTCTGCTACGATAACCGCACCCAAGAACTTATTTCCTATGATACCCCAGATATT
ACCAAGGAGAAGGTCACCTACCTCAAGAGCAAGGGATTGGGAGGCAGCATGT
TTTGGGAGGCATCTGCTGACCGCAAAGGCCCTGACTCACTTATTGGTACTAGTA
GCAACAAACTTGGAGGACCGGACGCCACTGAGAATTTACTCAACTACCCTGAC
TCCAAATATGACAATATGAGGAAACAGATGGCTTAATTCTTGCTAGCTTTTAGC
TCATAAGCTGGCTCAGCACCGGAAGCAATTTCTAAGGTCAGT

>Pag
ACATGGGGATCCACAGCAACTCGCCGATCAGAGACTAGAAACAGTCCTCCTTT
TGATTCAGAAGGTCCCACTGAACGTCGTGCTTCCTTTTCTGTTCCGTTCGACTA
CAATGTTGAGCCTACTCAAAAAATCGATGGCTGTAGCCGTGGCCTTGCAGGCG
GTCACGGCTCTGGCTACGCCAATCTCCAACGAGGTTGGCATTGAGAAGCGCGG
TAGTGGCTTCGCAAATGCTGTTTACTTCACCAACTGGGGCATCTACGGCCGTAA
CTTCCAGCCCGCAGACCTTCCAGCTTCGGAGATCACCCATGTGCTCTATTCTTT
CATGAACATCCGCTCAGATGGCACCATCTTTTCTGGCGATACCTATGCGGACTA
CGAGAAGCACTACCCTGGTGACTCCTGGAATGATGTGGGAAATAATGCTTACG
GATGCGTTAAGCAGCTTTATTTGCTCAAGAAGCAAAACCGCAACTTGAAAGTT
ATGCTGTCGATTGGTGGAAGGACCTGGTCCACCAACTTTCCCGCTGCTGCCAGC
TCTGCTACCAGCCGAAAGACTTTCGCTCAATCTGCCGTTGGTTTCATGAAGGAT
TGGGGATTCGATGGTATCGACATCGATTGGGAGTACCCTGCGGATGCTACGCA
GGCTCAGAACATGGTCCTCTTGCTCCAGGCCGTCCGCGACGAGCTCGACTCTT
ATGCCTCGCAGTATGCCAAAGGCCACCATTTCCTGCTTTCTATTGCCGCCCCCG
CTGGACCTGACAACTACAACAAGCTGAAGCTCGCCGATCTTGGAAAGGTTCTT
GACTACGTTAACCTGATGGCCTACGACTTTGCCGGCTCGTGGAGTAACTTCACC
GGCCACGACGCCAACATGTACGCCAGCAAGGACAATGCTAATGCAACTCCTTT
TAATACAAATGATGCTGTTCAGGCGTACATCAAAGGAGGTGTCCCTGCCAGCA
AAATTGTCCTGGGTATGCCCATCTACGGTCGGTCTTTCGAGAAGACTGAGGGA
ATTGGCAAGCCATACAACGGTATCGGCTCTGGCAGCTGGGAGAACGGTGTATG
GGATTACAAAGCTCTTCCCAAGTCTGGGGCCACCGTCAAGTGCGACAACGCTG
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TTGTGGGCTGCTATAGCTACGATGCGAGCACTCAGGAGCTCATTTCTTTCGACA
CTCCAGCTGTTATCAACACCAAGGTTAGCTGGCTTAAGGGCCAGGGACTCGGT
GGAAGCATGTTTTGGGAGGCTTCCGCTGATAAGAAGGGCGCCGATTCCCTCAT
CAGCACAAGCCACCAAGGTCTTGGTAGCCTGGACAGCGCTCAGAACTGCCTTG
ACTACCCCAACTCAAAGTATGACAACATCAAGAATGGCGTGAAATAGGCACTC
AGATATGTTCTGGCTTGATCATTGGCATTGGATCCGTCTTGCCCTGTACATATT
ACGCTGCACTGCCCACACTCAAGCTTGACAAGACTTTCCATACTTTTATTGTAC
ATATTATAGATGTCACGATCATGTACATAGTCAATTGACTTCACTTTCT

bbchit bolgesi

>KTU-24
ATGGCTCCTTTTCTTCAAACCAGCCTCGCGCTCCTTCTTTGTGTCGCTTCCACCA
TGGTCAGCGCCTCGCCCTTGGCGCCGCGAGCCGACACCTGCGCAACCAAGGGC
CGGCCGGCCGGCAAAGTGCTCCAGGGCTACTGGGAGAACTGGGACGGTGCCA
AGAACGGGGTGCACCCTCCGTTTGGCTGGACGCCCATCCAAAACCCCGACATT
CGCAAGCACGGCTACAACGTCATCAATGCTGCCTTTCCCATCATCCAGCCTGA
CGGCACCGCGCTCTGGGAGGACGGCATGGACACGGGCGTCAAGGTGGCGAGC
CCGGCCGACATGTGCGAGGCCAAGGCAGCGGGTGCCACCATCTTGATGTCGAT
TGGCGGTGCTACTGCGGCCATTGACCTGAGCTCGTCGGCTGTGGCTGACAAGT
TTGTCTCGACCATTGTGCCGATTCTGAAAAAGTACAACTTTGACGGCATTGATA
TCGACATTGAATCCGGCCTCACAGGCAGCGGAAACATAAACACCTTGTCCACC
TCGCAGACCAACCTGATTAGAATCATTGATGGCGTTCTCGCGCAGATGCCCGC
CAACTTTGGCTTGACCATGGCGCCAGAGACTGCCTACGTTACCGGTGGGACGA
TTACGTACGGGTCAATCTGGGGCTCCTACCTCCCCATCATCAAAAAGTACCTCG
ACAACGGTCGTCTCTGGTGGCTCAACATGCAGTACTACAATGGCGAAATGTAC
GGCTGCTCCGGCGACTCGCACAAGGCCGGTACTGTCGAAGGGTTCGTTGCTCA
GACCGACTGCCTGAACAAGGGACTTAGCATTCAGGGCGTGACAATCACGATTC
CCTATGACAAGCAAGTGCCTGGCCTTCCTGCCCAGCCTGGGGCTGGCGGCGGC
CACATGTCCCCGTCCAACGTGGCGCAAGTTCTCTCCCACTACAAGGGCGCTTTG
AAGGGATTGATGACTTGGTCTCTGAACTGGGACGGCTCCAAGAATTGGACATT
TGGCGACAATGTCAAGGGGACTTTGGGGACTGCGTAATAAAA
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