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ONSOZ

“Heliothis (Yesilkurt) (Lepidoptera: Noctuidae) Tiirlerinin Viral Patojenlerinin
Arastirllmas” adli bu Doktora Tezi iilkemizde tarim iriinlerine zarar veren
Helicoverpa/Heliothis tiirlerinin  biyolojik miicadelesi hakkinda onemli Dbilgiler
sunmaktadir. Bu calisma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK,
Proje numarasi: 118Z003) ve Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje numarasi: FDK-2016-5468 ve
FBA-2019-8123). Desteklerinden dolay1 TUBITAK ve KTU-BAP birimine tesekkiirlerimi
sunarim.

Doktora egitimim boyunca hi¢ bir konuda destegini esirgemeyen, bitip tikenmeyen
enerjisi ve miitevazi kisiligiyle bir bilim adaminin nasil olmasi gerektigini bana 6greten
damisman hocam Sayin Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG’a, ¢alismalarimla ilgili dnerilerde
bulunan tez izleme jiirisi iiyelerim Saym Prof. Dr. Ismail DEMIR’e ve Sayin Dog. Dr.
Hacer MURATOGLU’na, laboratuvar calismalarim sirasinda yardimlarini esirgemeyen
Sayin Prof. Dr. Remziye NALCACIOGLU’na ve Sayin Dr. Ogr. Uyesi Cihan INAN’a,
bolimiin alt yapr imkanlarindan yararlanmami saglayan Biyoloji Boliim Baskani Sayin
Prof. Dr. Bilal KUTRUP’a, calismalarimin bir kismin1 Tokyo Ziraat Fakiiltesindeki
laboratuarinda yapmam i¢in bana burs imkani saglayan Prof. Dr. Madoka NAKAT’ye, arazi
calismalarinda &rneklerin toplanmasina yardimci olan Sayin Dr. Sebnem TIRENG
KARUT’a ve bugiinlere gelmemde biiyiilk emegi gegen, her zaman maddi-manevi
desteklerini gordiigiim annem Seving ELCIN, babam Salih ELCIN, abim Baris ELCIN,
esim Erkan EROGLU ve kizim Ada EROGLU’na tesekkiir ederim.

Gozde Biisra EROGLU
Trabzon 2020



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Doktora Tezi olarak sundugum ‘“Heliothis (Yesilkurt) (Lepidoptera: Noctuidae)
Tirlerinin Viral Patojenlerinin Arastirilmas1” bashikli bu c¢alismayr bastan sona kadar
damismanim Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG’m sorumlulugunda tamamladigimi, rnekleri
kendim topladigimi, deneyleri ilgili laboratuvarlarda yaptigimi, baska kaynaklardan
aldigim bilgileri metinde ve kaynakcada eksiksiz olarak gosterdigimi, ¢aligma siirecinde
bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 18.06.2020

Gozde Biisra EROGLU
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OZET

HELIOTHIS (YESILKURT) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) TURLERININ VIRAL
PATOJENLERININ ARASTIRILMASI

Gozde Biisra EROGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2020, 125 Sayfa

Yesilkurt (Helicoverpa/Heliothis sp., Lepidoptera: Noctuidae) tiirleri diinyanin her yerinde
kozmopolit olarak bulunan polifag tarim zararlilaridir. Yesilkurtlarla mikrobiyal miicadele
amaciyla planlanan bu tez ¢aligmasinda, 5 niikleopolihedroviriis (NPV) izolat1 tespit edildi,
tanimlandi ve viriilanslar1 belirlendi. En etkili olan izolattan biyopestisit gelistirildi.
izolatlarin inkliizyon cisimciklerinin boyutlarinm 0.73 - 2.26 um arasinda, niikleokapsit
boyutlarinin ise 146 x 34 nm ile 279 x 56 nm arasinda oldugu belirlendi. Filogenetik
analizlerde, izolatlarin Helicoverpa armigera NPV (HearNPV) Cin izolatina yakin oldugu
goriildii. Biyotestler sonucunda, HearNPV-TR izolatinin tiim tiirlerde %80’in iizerinde
oliim gosterdigi belirlendi. Biyopestisit olarak gelistirilmesine karar verilen HearNPV-TR
izolatinin genomunun 130.691 baz cifti oldugu belirlendi. Genomda bulunan homolog
tekrar bolgelerinin (hr3 ve hr5) ve bakiiloviriis tekrar genlerinin (bro-a) literatiirdeki
Helicoverpa/Heliothis NPV genomlarindan farkli oldugu goriildi. HearNPV-TR
formiilasyonunun {igiinci donem H. armigera larvalar1 {izerinde LCso degeri, 1.9 x 10*
olarak hesaplandi. Bu g¢alisma ile iilkemizdeki Helicoverpa/Heliothis tiirlerinden
bakiiloviriis izolasyonlar1 gergeklestirildi ve tiim 6zellikleriyle tanimlanan HearNPV-TR
izolatindan Helicoverpa/Heliothis tiirlerinin biyokontrolleri amaciyla etkili ve yerel bir

mikrobiyal miicadele etmeni ilk defa gelistirildi.

Anahtar Kelimeler: Yesilkurt, bakiiloviriis, biyopestisit, yag formiilasyonu, genom analizi
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PhD. Thesis

SUMMARY

INVESTIGATION OF VIRAL PATHOGENS OF HELIOTHIS (COTTON
BOLLWORM) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) SPECIES

Gozde Biisra EROGLU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2020, 125 Pages

The cotton bollworm (Helicoverpa/Heliothis sp., Lepidoptera: Noctuidae) species are
found cosmopolitan all over the world. In this thesis study, aimed to develop a
microbial biocontrol system for cotton bollworms, 5 nucleopolyhedrovirus (NPV)
isolates were identified and their virulence were determined. The biopesticide was
developed from the most effective isolate. The sizes of the inclusion bodies of the
isolates were determined between 0.73 - 2.26 um, and the nucleocapsid dimensions
were between 146 x 34 nm and 279 x 56 nm. In phylogenetic analysis, it was observed
that the isolates were more close to the Helicoverpa armigera NPV (HearNPV) Chinese
isolate. As a result of biotests, over 80% mortality with HearNPV-TR isolate was
determined against all species. The genome of the HearNPV-TR, which was decided to
be developed as a biopesticide, was found to be 130,691 base pairs. The homologous
repeat regions (hr3 and hr5) and baculovirus repeat genes (bro-a) in the genome were
found to be different than Helicoverpa/Heliothis NPV genomes in the literature. LCsg
value of the HearNPV-TR formulation on third instar H. armigera larvae was calculated
as 1.9 x 10*. In this study, baculovirus isolations from Helicoverpa/Heliothis species in
our country were performed, they were identified in detail and a microbial insecticide
was developed from HearNPV-TR isolate for the control of Helicoverpa/Heliothis

species.

Key words: Cotton bollworm, baculovirus, biopesticide, oil formulation, genome analysis
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Tarimsal tiretim, insanlarin hem besin hem de ge¢im kaynagini olusturan ¢ok 6nemli
bir unsurdur. Diinyada niifusun artmasi ile dogru orantili olarak tarim iiriinlerine olan
ihtiya¢ da her gecen yil artmaktadir. Tiirkiye, gerek yliksek tarimsal potansiyeli gerekse
ekilebilir mevcut arazileri ile tarimsal iiretimin yogun olarak yapildig: iilkelerin basinda
gelmektedir. Ancak, tiretim siirecinde iiriinlerin zarar gérmesine neden olan pek ¢ok faktor
bulunmaktadir. Bu faktorler arasinda da en biiyiikk payr zararli bocek popiilasyonlar
olusturmaktadir. Tarim iiriinlerinde yaklasik 500’{in iizerinde zarar olusturan bdcek tiirii
bulunmaktadir (Hekimoglu ve Altindeger, 2006). Diinyada her yil tarim zararlisi
bdceklerin kontrolii igin milyarlarca dolar harcanmaktadir (Krattiger, 1996). Bu harcamaya
ragmen, ozellikle gelismekte olan tilkelerde iiriin kayb1 %40°1 bulmaktadir (Oerke, 2006).

Uzun yillardir treticilerin, iiriin kaybimni 6nlemek amaciyla en ¢ok basvurdugu
yontem, kimyasal miicadele olmustur (Brooke ve Hines, 1999). Kimyasal miicadele kisa
vadede hem uygulanmasi kolay hem de zararlilarla miicadelede basarili bir yontem olarak
goriilse de uzun vadede ¢ok Onemli sorunlara yol agmaktadir. Kimyasal ilaglar, zamanla
boceklerin direng kazanmasina ve hedef organizmaya 6zgii olmadig i¢in dogadaki yararli
boceklerin dlmesine neden olmaktadir (Fitt, 1994; Haq vd., 2004). Ayrica, uygulama
sonrasinda toprakta birikerek ve havaya ve suya karigarak hem bitkilere hem de diger
omurgali canlilara zarar vermektedir. Zamanla insan viicudunda birikmesi de pek cok
hastaliga sebep olmaktadir. Bu durum ekolojik dengenin bozulmasina sebep olmakla
birlikte canlilarin sagligina da zarar vermektedir. Ayrica, ihra¢ edilmek iizere hazirlanan
tiriinler iizerinde kalan kimyasal madde kalintilar1 pek ¢ok iilke tarafindan iiriinlerin red
edilmesine sebep olmaktadir. Boylece, tarim zararlis1 boceklerin kontroliinde kimyasal
miicadele yerine alternatif olarak kullanilacak biyolojik miicadele yOntemlerinin
gelistirilmesi ihtiyact dogmustur.

Biyolojik miicadele, hedef organizmanin popiilasyonunu kontrol altina almak igin

predator, parazitoit veya patojen gibi dogal diismanlarin kullanilmasidir. Biyolojik



miicadelede predatorler ve parazitoitler, hedef organizmaya kars1 faydali bdceklerin
kullanilmasina dayal1 bir yontem iken, patojenler hedef organizmanin hastalanmasina veya
Olmesine sebep olan mikroorganizmalardan olusmaktadir. Bu mikroorganizmalar mantar,
nematod, bakteri, protozoa ve viriis kaynakli olup, zararli bocek popiilasyonlarni kisa
stirede ekonomik zarar esiginin altina indirebilen biyoinsektisitlerdir (Ibaraa ve Castero,
2008). Bu patojenlerin, kimyasal maddelerin aksine sadece konaga G6zel olmalari, hedef
olmayan canlilar {izerinde zarar olusturmamalari, dogada kalinti birakmamalari, ¢evre
dostu ve gilivenilir olmalar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilma potansiyelleri {izerine
yapilan arastirmalar 6nem kazanmistir (URL 1). Biyolojik miicadelede kullanilan
etmenlerden viriisler, tarim ve orman zararlilarinin dogal patojenleri olup, dogrudan hedef
organizma iizerinde etkili olmaktadir. Ayrica, insanlar ve diger omurgali canlilar iizerinde
enfeksiyon yapmazlar ve ¢evreyi kirletici etkileri bulunmaz. Bu nedenle etkili ve giivenilir
bir biyolojik miicadele materyali olarak tercih edilmektedir (Demirbag ve Beldiiz, 1997).
Yesilkurtlar (Helicoverpa/Heliothis), Noctuidae familyasinda bulunan kozmopolit ve
polifag tarim zararlilarini icermektedir (Koclu ve Karsavuran, 2000; Konus vd., 2014).
Kis1 toprakta pupa olarak gegiren ve Nisan aymin baglarinda erginlesen bdceklerin, yaz
boyunca 5-6 nesli gorilmektedir. Tarim {irlinlerinde zarar yapan yasam formu larvalardir.
Birinci ve ikinci donemde yapraklarla beslenen larvalar daha sonra pamuk, marul,
aycicegi, celtik, domates, biber, patlican, karpuz, bamya, nohut ve mercimek gibi iirlinleri
delip igine girerek orada beslenmektedir. Bir meyveden digerine ge¢mek suretiyle de
birgok meyvenin zarar goriip ¢iiriimesine neden olmaktadirlar. Popiilasyonun yiiksek
oldugu yerlerde yeniden {iriin ekimi gerektirecek kadar Onemli zarar meydana
getirebilmektedirler. Yesilkurtlarin dogal diismanlar1 olarak, parazitoit bir ari olan
Habrobracon hebetor ve predator bocekler olan Crysopa spp., Orius spp., Geocaris sp. ve
Coccinella sp. tiirleri bilinmektedir. Ancak bunlarin su ana kadar verimli bir biyolojik
miicadele materyali olarak gelistirilmeleri mimkiin olamamistir (Yassin, 2013).
Yesilkurtlar ile miicadelede en ¢ok kullanilan yontem kimyasal miicadeledir. Yilda birgok
kez iirlinlere kimyasal ilag uygulamasi yapilmaktadir. Ulkemizde, 2010 verilerine gore
yesilkurtlara kars1 kullanilan 19 adet kayith kimyasal ilag bulunmaktadir (Anonim, 2010).
Ancak son yillarda pek ¢ok iilkede yesilkurtlarin kimyasal ilaglara kars1 direng gelistirdigi
bildirilmistir (Joussen ve Heckel, 2016). Bu durum sonucunda, direng¢ gelistiren larvalara
uygulanan ila¢ miktar1 gittik¢e artmakta ve kimyasal ilaglarin tarim {irtinleri tizerindeki

kalintis1 daha fazla olmaktadir. Ayrica, doga ve insan sagligi iizerinde de daha ciddi



boyutta zararlar olusturmaktadir. Bu durum, hem iilkemizde hem de diinyada yesilkurtlara

kars1 gevre dostu alternatif kontrol sistemlerinin gelistirilmesine ihtiyaci artirmistir.

1.2. Yesilkurtlar (Helicoverpa/Heliothis, Lepidoptera: Noctuidae)

Noctuidae familyasi, 4200 cinse bagli 35.000’den fazla tiire sahip olan en biiyiik
Lepidoptera grubudur (Kitching ve Rawlins, 1998; Taraus, 2012). Yumurta, larva, pupa ve
ergin olmak iizere 4 ayri hayat formu bulunur (Kayci, 2009). Erginleri giindiiz kuytu
yerlerde saklanir, geceleri aktif olarak ugus yapar. Bu nedenle gececil anlamina gelen
‘Noctuid’ ismini almistir (Taraus, 2012). Larvalarmin bir¢ogu ormancilik ve tarim
alanlarinda iiriinlere yapmis olduklar1 zarardan dolayr uzun yillardan beri zirai miicadele
calismalarinin konusu olmustur (Mol, 1976). Noctuidae ailesi iginde tarim iriinlerine en
cok zarar veren cinslerden birisi yesilkurtlardir (Meierrose vd., 1989). Ozellikle
Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea ve Heliothis virescens diinyada en ¢ok miicadele
edilmeye ¢alisilan yesilkurt tirleridir (Wolfenbarger vd., 1981; Georgheiou, 1986).
Ulkemizde 4 adet yesilkurt tiirii (Helicoverpa armigera, Heliothis peltigera, Heliothis
nubigera ve Heliothis viriplaca) bulunur (Yasarakinci vd., 1990; Unlii, 1996; Kaya ve
Kovanci, 2000; Tezcan, 2010). Bu tiirlerin hepsi polifag ve kozmopolit olmasina ragmen
H. armigera’nin diinyadaki dagilimi digerlerinden daha genistir (Sekil 1) (Liu vd., 2004;
Krinski ve Godoy, 2015; Mironidis ve Savopoulou-Soultani, 2008).

1.2.1. Yesilkurtlarin Dagilim

H. armigera, Giiney Avrupa’da (Ispanya, Portekiz ve Yunanistan), Giiney Asya’da
(Cin, Hindistan ve Tayland), Giiney ve Dogu Afrika’da ve Avustralya’da; H. Peltigera,
Giiney Asya, Orta ve Giiney Avrupa’da; H. nubigera ve H. viriplaca ise Portekiz, ispanya
ve Afrika'da bulunur (Monteiro, 1959; Gomez ve Arroyo, 1981, Vargas ve Cabello, 1985)
(Sekil 1).



O 4 armigera A H. peltigera O H. viriplaca ¢ H. nubigera

Sekil 1. Yesilkurt tiirlerinin diinyadaki dagilimi

Ayrica tilkemizdeki tiim Helicoverpa/Heliothis tiirleri, 6zellikle Cukurova, Ege ve

Gilineydogu Anadolu Bolgelerinde yetistirilen birgok iiriine zarar vermektedir (Uygun vd.,
1998; Tiftik¢i ve Kornosor, 2015).

1.2.2. Yesilkurtlarin Yasam Dongiisii

Yesilkurt tiirleri kis1 toprakta pupa olarak gecirir. Erginler havalarin isinmasi ile
birlikte yaz basinda goriiliirler ve genellikle aksam saatlerinde aktif olurlar. Ergin disi, bir
sezonda 400-2200 adet yumurta birakabilir. Bitkilerin tizerine tek tek birakilmig olan
yumurtalar, 5-10 giin iginde agilir. Larvalar, gelismesini 13-26 giinde tamamlar ve 6
donem gecirerek olgun hale gelir. Olgunlasan larva topragin 5-10 cm derinliginde bir yuva
hazirlar ve bu yuva i¢inde pupa olur. Pupa siiresi, 12-25 giindiir. Tiirlerin dol sayilari
bolgelere gore degismektedir.

Yesilkurt tiirlerinde son evresine gelen bir larvanin boyu, 30-45 mm arasinda olup,
rengi siyah, yesil ya da sar1 olabilmektedir (Sekil 2a). Erginler, 35-40 mm kanat
acikliginda bir kelebektir (Sekil 2b). Yumurtalar, 0.5-0.7 mm ¢apinda, krem renkli ve kiire



seklindedir (Sekil 2c). Yumurtadan yeni ¢ikan larvalarin boylari, 1.5-2.0 mm arasinda
olup, beyaz renklidir. Pupalar ise, 20-23 mm arasinda olup, kahverengidir (Sekil 2 d).

H. armigera H. peltigera

Sekil 2. Yesilkurt tiirlerinin morfolojisi. a. larva, b. ergin, c. yumurta, d. pupa

H. armigera, Adana’da yilda 5, Bursa’da 4, Manisa’da ise 4-5 dol vermektedir
(Yabas, 1979; Kaya ve Kovanci, 2000; Ko¢lu ve Karsavuran, 2000). Uygun kosullar

altinda tiim gelisme donemi 1 aydan daha kisa siirede tamamlanmaktadir (Sekil 3).
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Sekil 3. Yesilkurtlarin yagsam dongiisii

1.2.3. Yesilkurtlarin Ekonomik Onemi

Yesilkurtlar, diinyada her y1l milyonlarca dolar zarara sebep olan 6nemli bir gruptur
(Moscardi vd., 2011). Erginleri giiniin karanlik periyodunda faaliyet gosterirler ve
giindiizleri aktiviteleri ¢ok azdir. Genel olarak giiniin karanlik periyodunda pupadan
erginlerin ¢iktigi ve yumurta biraktigi bilinmektedir (Yabas, 1979). Erginlerin
yumurtalarim1 genellikle taze yapraklara birakmasindan dolay1 zarar Once yapraklarda
baslar. Larvalar, yapraklarin sadece damarlar1 kalacak sekilde hatta damarlarin bir kismim
da yiyerek iiriin kaybma neden olurlar. flerleyen donemde larvalar bitkinin {ist kismina
yonelerek ¢igek tomurcugunda, tohum ve kapsiilinde de beslenmeye baslarlar. Yenen
cicekler genellikle tohum Kkapsiili olusturamadiklari igin triin verimi dogrudan
etkilenmektedir. Tohum kapsiilleri olustuktan sonra da, larvanin Kkapsiilleri delerek
beslenmesi sonucu zarar olusur (Ongdren vd., 1977; Tung, 1988). Larvalar bir meyveden
digerine gecmek suretiyle de bircok meyvenin zarar goriip cliriimesine neden
olmaktadirlar. Popiilasyonun yiiksek oldugu yerlerde yeniden iiriin ekimi gerektirecek

kadar 6nemli zarar meydana getirebilirler (Sekil 4).



Sekil 4. Yesilkurtlarin {iriin zarar1

Yesilkurt larvalari, genis bir bitki yelpazesinde beslenmelerini saglayan iyi gelismis
detoksifikasyon sistemlerine sahiptir. Ureme kosullar1 zayifladiginda ise farkli yerlere go¢
edebilmektedir (Fitt, 1989). Baglica pamuk, musir, tiitiin, domates bitkilerinin bulundugu

49 bitki familyasinin 181 tiiriine zarar verdigi bilinmektedir (Sivakumar vd., 2007).

1.2.4. Yesilkurtlarla Miicadele

Yesilkurtlar ile miicadelede en ¢ok kullanilan yontem kimyasal miicadeledir.
Uriinlere yilda birgok kez kimyasal ilag uygulamas: yapilmaktadir. Piretroidler, kinolfos,
monokrotofos ve endosililfan gibi kimyasal bocek Oldiriiciiler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak boceklerin gelistirdigi diren¢ nedeniyle bu iirlinlerin etki
mekanizmasi azalmistir (Tatchell, 1997).

Yesilkurtlarin, Hymenoptera, Diptera, Coleoptera, Hemiptera ve Neuroptera
takimlarinda bulunan ¢ok sayida dogal diismani vardir. Parazitoit ve predatorler her ne
kadar konukgularini baski altinda tutabilme 6zelligine sahip olsalar da dogada yetersiz
sayida bulunmalarindan dolay1 zararlilarin kontrolii i¢in yeterli degillerdir (Uygun vd.,
2010).

Yesilkurtlarin mikrobiyal miicadelesinde, diinyada yaygin olarak kullanilan 2 adet
ticari preperat vardir. Bunlar; Bacillus thrungiensis (Cherry vd., 2003) ve bakiiloviriis
grubuna ait niikleopolihedroviriis (NPV)’diir. Ancak, yesilkurtlarin B. thrungiensis’lere
kars1 da direng gelistirildigi belirtilmistir (Luttrell ve Jackson, 2012; Yang vd., 2013). Bu
nedenle yesilkurtlarin miicadelesinde bakiiloviriis kaynakli liriinlerin gelistirilmesine basta

tilkemiz olmak iizere diinyanin her yerinde ihtiya¢ dogmustur.



1.3. Boceklerde Enfeksiyona Neden Olan Viriisler

Bocek patojeni viriisler, zararlilarin kontroliinde en ¢ok tercih edilen ajanlardan
biridir (Hunter-Fujita vd., 1998; Beas-Catena vd., 2014; Szewczyk vd., 2011). Hedef
organizmaya beslenme yoluyla bulagsmasi1 nedeniyle 6zellikle ¢igneyici agiz yapisina sahip,
yaprak yiyen boceklerin kisa siirede enfekte olmasini saglamaktadir. Ayrica koloni halinde
yasayan bocek gruplarinda bocekten bocege yayilim gostererek, popiilasyonda salginlara
sebep olmaktadir. Genellikle Lepidoptera, Coleoptera ve Hymenoptera takimi boceklerde
hastalik olusturan baslica viriis aileleri sunlardir: Baculoviridae, Nodaviridae, Iflaviridae,
Picarnoviridae, Polydnaviridae, Rhabdoviridae, Poxviridae, Ascoviridae, Reoviridae,
Iridoviridae ve Parvoviridae (Tablo 1) (Fauquet ve Fargette, 2005). Baculoviridae,
Reoviridae ve Poxviridae familyalarinda diger bocek viriislerinden farkli olarak inkliizyon
cisimcigi bulunmaktadir. Bu yapi viriislerin etrafinda bulunan protein ortiiye ilave olarak

farkl1 bir protein yapi igine daha gémiilii olmas1 durumudur (Hunter-Fujita vd., 1998).

Tablo 1. Bocek patojeni viriis aileleri ve 6zellikleri

Familya Niikleik asit Niikleokapsit simetrisi | Inkliizyon cisimcigi
Baculoviridae dsDNA Basil +
Reoviridae dsDNA [zometrik +
Poxviridae dsDNA Oval +
Iridoviridae dsDNA Ikozahedral -
Parvoviridae ssDNA [zometrik -
Picornaviridae SSRNA Kiiresel -
Ascoviridae dsDNA Allontoit -
Polydnaviridae dsDNA Oval -
Rhabdoviridae ssSRNA Basil -
Nodaviridae sSRNA Ikozahedral -
Iflaviridae sSRNA Ikozahedral -

ds: ¢ift zincirli, ss: tek zincirli

Bocek patojeni viriislerin biyolojik miicadelede kullanilabilirligi, 16. yilizyilldan
itibaren bilinmektedir. Boceklerde goriilen ilk viral hastalik Vida tarafindan 1524 yilinda
ipek boceginde (Bombyx mori L.; Lepidoptera: Bombycidae) solgunluk (viicut sivisinda

sarilik) olarak adlandirildi. Bu hastalik kaynagiin bakiiloviriisler oldugu, 1856 yilinda iki




Italyan bilim adam1 olan Maestri ve Cornalia tarafindan anlasildi. Steinhaus ve arkadaslar
ise, 1950-1970 yillar1 arasinda bakiiloviriislerin zararli bocekler tizerindeki etkinligini alan
uygulamasinda test etti. Sandoz firmasi tarafindan 1975 yilinda, ‘Elcar’ isimli ilk viral
biyoinsektisit iiretilerek piyasaya siiriildii (Ibaraa ve Castero, 2008). Su ana kadar iiretilen
ve piyasaya siirlilen 60 adet viral biyoinsektisit bulunmaktadir. Viriilanslarmin diger bocek
patojeni viriislere gore daha yiiksek olmasi nedeniyle, bu zamana kadar iiretilen ticari
biyoinsektisitlerin hepsi bakiiloviriis ailesindendir (Beas-Catena vd., 2014; Szewczyk vd.,
2011).

1.4. Boceklerde Viriis Taramasi

Bocek viriisleri ¢evresel, zirai, molekiiler ve tibbi biyoteknolojideki Onemleri
bakimindan biitliin diinyada yogun olarak calisilan aragtirma materyalleri haline gelmistir
(Demir vd., 2008). Bu viriislerin yeni izolatlariin veya yeni tiirlerinin kesfedilmesi daha
verimli ve daha giivenilir materyallerin elde edilmesini saglamaktadir (Jakubowska vd.,
2015). Auyrica, yeni izolatlar ile birlikte yeni molekiiler mekanizmalarin kesfedilmesi ve
bu mekanizmalarin g¢alisma sistemlerinin ortaya konulmasi da bocek viriislerinin bu
alanlardaki kullanilabilirligini arttirmaktadir.

Viriis enfeksiyonu tasiyan bocekler, dogada genellikle ayirt edici belirtiler
gostermektedir. Bocek viriisleri, 6zellikle larva safhalarinda enfeksiyona sebep olmaktadir
(Evans ve Shapiro, 1997). Ancak, ¢cogu zaman viral enfeksiyon baslangic safhalarinda
olabilir ve bu belirtiler gézlenemeyebilir. Bu nedenle saglikli gibi goziiken 6rneklerin de
dogal ortamlarindan toplanarak, virlis taramasinda kullanilmasi gerekmektedir. Viriis
taramasinda, ¢esitli virlis gruplarma ait korunmus kismi gen bolgelerinin primerleri
kullanilarak doku PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) analizi yapilmasi, son zamanlarda
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Erlandson ve Theilmann, 2009). Bu sekilde
belirlenen viriisler, bocek dokusundan izole edilerek saflastirilmaktadir. Saflastirilan
viriislerin  karakterizasyonu, morfolojik ve molekiiler olarak gerceklestirilmektedir.
Morfolojik karakterizasyonda saflastirilan viriisler 151k ve elektron mikroskobunda
incelenirken, molekiiler karakterizasyonda ise kismi gen boélgelerinin ¢ogaltilmasi ve
filogenetik agaglarinin ¢izilmesi ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Bu sekilde karakterizasyonu

yapilan izolatlarin g¢ogaltilmasi ve enfektivitesini belirlemek amaci ile canli konakta
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enfeksiyonu gerceklestirilmektedir. Sivi veya i1slanabilir toz seklinde formiilasyonlar

gelistirilerek, viral biyopestisit tirinlerinin tiretimi yapilmaktadir (Szewczyk vd., 2011).

1.5. Bakiiloviriisler

Bakiiloviriisler, boceklerde hastalik olusturan ve onlarin Oliimlerine sebep olan
virlislerdir. Bu ozelliklerinden dolay1 zirai miicadelede zararli bocekleri kontrol altina
almak ve popiilasyon hacmini zarar seviyesinin altina indirmek i¢in biyolojik miicadele
materyali olarak kullanilmaktadirlar (Bilimoria, 1991). Bakiloviriislerin biyolojik
miicadelede kullanilabilirligi ilk defa 1911'de Reiff tarafindan onerilmistir (Hunter-Fujita
vd., 1998). Bakiiloviriislerin konak spektrumu dar olup, genellikle tek bir bocek cinsi veya
tirti ile siirhdir. Bugiine kadar yapilan g¢alismalarda, bu viriislerin omurgali canlilar
tizerinde enfeksiyona sebep olmadiklart kanitlanmistir (Krieg vd., 1980; Entwistle, 1983;
Cunningham, 1998; Black vd., 1997; McWilliam, 2007). Bu nedenle etkili ve giivenilir bir
biyolojik miicadele materyali olarak tercih edilmektedir.

Biyolojik miicadelede kullanilma potansiyellerinin yani sira gen tedavi ve gen ifade
vektorii olarak kullanilmasindan ve biyoteknolojik 6neme sahip olmasindan dolayi,
bakiiloviriisler bu zamana kadar en ¢ok ilgi duyulan bocek viriis ailesi olmustur (Demirbag
ve Beldiiz, 1997; Summers, 2006). Memelilere gen aktarmada (Ghosh vd., 2002; Hu,
2006) ve ilgi duyulan genlerin ifade edilmesinde kullanilabilecek uygun vektorlerdir.
Molekiiler biyoloji ve rekombinant DNA ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Blissard ve
Rohrmann, 1989; Bilimoria, 1991). Ayrica, insanlarda enfeksiyon olusturmadiklarindan
dolayr molekiiler biyoloji c¢aligmalar1 yapilabilecek giivenilir modeller olarak
kullanilmaktadirlar (Demir vd., 2008).

Bakiiloviriisler, biyolojik miicadele, molekiiler biyoloji, gen ifadesi ve gen tedavisi
alanlarinda yogun olarak kullanilmaktadir (Tablo 2). Bakiiloviriislerin biyoteknoloji
alaninda kullanilmasi yoniindeki en 6nemli gelismelerden biri de ‘bacmid’ (bakuloviriis
genomunu igeren bakteri yapay kromozomlari) teknolojisidir. Bu sistemde bakiiloviriis
genomu bakteri sisteminde cogaltilabilmekte (O'Reilly vd., 1992) ve yabanci genler
rekombinasyon veya transpozisyonla vektor igine aktarilabilmektedirler (Miller vd., 1998).
Boylece, hastaliklarin tanist ve ast gelistirilmesi amagl rekombinant protein liretiminde
ifade vektorii olarak kullanilabilirligi bakiiloviriislerin en ©onemli &zelliklerindendir.

Polihedrin ve p10 genlerinin yliksek seviyede ifade edilebilmesinden dolayi, bakiiloviriisler
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rekombinant protein liretiminde en ¢ok tercih edilen viral vektorlerden birisidir. Polihedrin
(polh) ve p10 genleri, bakiiloviriis ile enfekte olmus hiicrelerde viriis replikasyonunun en
ge¢ safhasinda yogun olarak iiretilerek polihedrin yapisini olustururlar (Smith vd., 1983a).
Polihedrin proteini, igerisine viriis partikiillerinin gémildigii inkliizyon yapilarin
(Polihedral Inkliizyon Cisimleri, PIB) olusumunu saglar. Bu yapilar viriisleri, dogal ortam
sartlarindan koruyarak virlislerin kararliligini arttirmaktadir. PIB yapisi, boceklerin agiz
yoluyla enfeksiyonunda kullanildigi i¢in hiicre kiiltiirtindeki viriis replikasyonu i¢in gerekli
degildir (Smith vd., 1983b, Gonnet ve Devauchelle, 1987). Bu nedenle, PIB iiretiminden
sorumlu olan polh ve p10 genlerinin genomdan ¢ikarilmasi ve yerlerine yabanci genlerin
yerlestirilmesi ile bakiilovirus vektorleri gelistirilmektedir (Smith vd., 1983b).

Bocek hiicre kiiltlirlerinin - gelismesiyle birlikte rekombinant bakiiloviriislerin
biyoreaktorler ve kiiltiir kaplarinda hizli bir sekilde ¢ogaltilmast saglanmistir (Smith vd.,
1983a; Tramper vd., 1993). Memeli hiicrelerinin bakiiloviriislerle ilk transdiiksiyonu
(hepatositler) yaklasik ¢eyrek asir oOnce bildirilmistir (Hofmann vd., 1995).
Bakiiloviriislerin memeli hiicrelerine kars1 diisiik sitotoksisiteye sahip oldugu ve bu
hiicrelerde ¢ogalmadigr goriilmistiir. Gen tedavisinde, bakiiloviriislerin kullanimina
yonelik artan arastirma sayisi, bu vektoriin gen ve kok hiicre tedavileri i¢in faydali bir arag
oldugunu gostermistir (Raty vd., 2008).

Tarirm ve orman zararlilarin kontroliinde bakiiloviriislerin  kullanilabilirligi,
tilkemizdeki potansiyel mikrobiyal ajanlarin arastirilmasina ilham vermektedir. Yapilan
calismalarda c¢esitli boceklerden elde edilen bakiiloviriis izolatlarinin morfolojik ve
molekiiler 6zellikleri tanimlanarak virtilans 6zellikleri belirlenmistir (Eroglu vd., 2018;

Gencer vd., 2017; Demir vd., 2014; Toprak vd., 2006).
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Tablo 2. Bakiiloviriislerin kullanildigi ¢alisma alanlari.

Biyolojik + Tarim ve orman zararlilarma kars: tek
miicadele basmna ya da diger etmenlerle birlikte

» insan ve hayvanlarda enfeksiyon
olusturan viriislerin molekiiler
mekanizmalarini  anlama bakimindan
bir model olmalari

Molekiiler biyoloji

. . » Tibbi, endiistriyel ve zirai miicadelede
Gen ifadesi ilgi duyulan gen triinlerinin {iretilmesi
icin ifade vektorii olarak

e

Bakiiloviriislerin Kullanim
Alanlari

- » Hastaliklarin tedavisi veya onlenmesi
Gen tedavisi amaciyla gen terapi vektorii olarak
kullanilmalar1

1.5.1. Bakiiloviriislerin Morfolojisi

Bakiiloviriisler, 230-385 nm uzunlugunda ve 40-60 nm genisligindeki c¢ubuk
(Latince ‘baculum’: ¢cubuk) seklinde niikleokapsitlerinden dolay1 bu ismi almigtir (Miller,
1996). Polihedrin ve graniil morfolojilerine gore, sirasiyla niikleopolihedroviriisler (NPV)
ve graniiloviriisler (GV) olarak 1920 yilinda iki gruba ayrilmistir (Sekil 5) (Ackermann ve
Smirnoff, 1983). NPV ler, tek bir lipoprotein yapili membran zarfi i¢inde bir (SNPV) veya
birden fazla (MNPYV) niikleokapsit igerirler. SNPV'ler ile MNPV'ler arasindaki farkliligin
taksonomik bir anlami1 olmamakla birlikte bu fenotiplere yol agan genetik faktorlerin neler
oldugu da bilinmemektedir (Rohrmann, 2013).

Bakiilovirtislerin niikleokapsitleri zarflidir. Yasam dongiisii iki asamali olup,
virionlar1 tomurcuklanan viriisler (BV) ve gomiilii viriisler (ODV) olmak tizere iki farkli
fenotipe sahiptir. BV ve ODV’lerin ortamdaki kararliliklar1 ve hedef bocek iizerindeki
bulagma oOzellikleri farklidir. ODV’ler, polihedrin veya graniilin iceren ve PIB olarak
adlandirilan parakristalin protein ile kaplidir. Bu yapi, viriisiin bocek bagirsagindaki primer
enfeksiyondan sorumlu olup, viriisiin ¢esitli cevresel kosullara dayanikli olmasini,
dogadaki kaliciligini ve bocekten bocege yayilimini kolaylastirir. PIB'lerin yiizeyi, biliyiik
oranda karbonhidrat iceren proteinden olusan bir zarf veya kaliks ile kaplanmistir
(Rohrmann, 2013).
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NPV’lerde bulunan PIB’ler 0,6-2 um boyutlarinda iken GV’lere ait olanlar 0,2-0,4
um boyutlarinda olup, 151k mikroskobunda goriilebilecek biiyiikliiktedir (Bonning, 2005).
Ikinci bakiiloviriis fenotipi olan BV’ler, zarflarin1 konak hiicrelerden tomurcuklanarak
alirlar. Larvalarda enfeksiyonun hiicreden hiicreye yayilmasimi ve diger dokulara
iletilmesini saglarlar. Hem ODV'ler hem de BV'ler genetik olarak 6zdes olup, fonksiyon ve

zarf bilesenleri bakimindan farklidir.

A B

dsDNA kapsit :
\ﬁ—f
niikleokapsit zarf

virion

Sekil 5. Bakiiloviriis morfolojisinin sematik goriiniimii. (A) Graniiloviriis, (B)
Niikleopolihedroviriis, (C) Virion yapist (Wennmann, 2014’den
degistirilerek kullanildi).
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1.5.2. Bakiiloviriislerin Taksonomisi

Bakiiloviriisler, izole edildikleri konaga ve igerdikleri PIB tiiriine gore
adlandirilmaktadir. Viral izolatin adi, konagin cins ve tiir adlarinin ilk iki harfi ile birlikte,
niikleopolihedroviriis veya granuloviriis ile iligskilendirilerek olusturulur (Volkman vd.,
1995).

Enfekte ettikleri bocek takimina gore Alfabakiiloviriis, Betabakiiloviriis,
Gamabakiiloviriis ve Deltabakiiloviriis olmak iizere dort cinse ayrilmaktadir (Sekil 6)
(Jehle vd., 2006). Bakiiloviriislerin en genis cinsi olan Alfabakiiloviriisler (NPV) ve
Betabakiiloviriisler (GV), Lepidoptera takimindaki bocekleri enfekte etmektedir. Bununla
birlikte, Alfabakiiloviriisler BV’lerin icerdikleri fiizyon proteinine gore grup I
(glikoprotein, gp64) ve grup Il (f protein) olarak iki alt gruba ayrilmaktadir (Miele vd.,
2011; Wang vd., 2014). Bakiiloviriisler adlandirilirken, tekli (S) veya c¢oklu (M)
niikleokapsitlerin igerigine gore de degerlendirilirdi (Bulach vd., 1999). Ancak, bu 6zellik
Alfabakiiloviriisler grup I ve grup II olarak ayrildiktan sonra karmasikliga sebep
oldugundan dolay1 artik isimlendirme kriteri olarak kullanilmamaktadir (Herniou vd.,

2003).
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Sekil 6. Bakiiloviriislerin siniflandirilmasi
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Elektron mikroskobik c¢aligmalara goére, grup 1 ve grup II’de bulunan
Alfabakiiloviriislerin BV yapilarinin birbirlerine benzedigi, uzun, oval yapida oldugu ve

apikal uglarmin 6-7 nm kalinlikta oldugu belirlenmistir (Sekil 7) (Wang vd., 2016).

Sekil 7. Bakiiloviriis gruplarindaki BV’lerin apikal u¢ gortiniimii.

A. Grup | Alfabakiiloviriisler, B. Grup 1
Alfabakiiloviriisler, Betabakiilovirtisler ve
Deltabakiiloviriisler, C. Gamabakiiloviriisler (Rohrmann,
2013).

Alfabakiiloviriis grup II’de bulunan f proteini, Betabakiiloviriisler ve

Deltabakiiloviriislerde de bulunmaktadir. Gamabakiiloviriislerde ise fiizyon proteini

bulunmamaktadir (Sekil 8) (Rohrmann, 2013).

Viral genom

......... -;i 3 “”’/,/’ dsDNA
i : | Z 4 e p6.9 proteini
kapsit proteini = |} e i He W/

vp39

Sekil 8. Autographa californica MNPV (AcCMNPV)’ye ait BV nin yapisal modeli
(Wang vd., 2016’dan degistirilerek kullanildr).
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Gamabakiilovirus ve Deltabakiiloviriis gruplar1 sirastyla Hymenoptera ve Diptera
takimlarindaki bocekleri enfekte eden bakiiloviriis gruplaridir. Bu zamana kadar
Gamabakiiloviriis grubuna ait yalmizca 3 [Neodiprion abietis nucleopolyhedrovirus
(NeabNPV), Neodiprion lecontei nucleopolyhedrovirus (NeleNPV) ve Neodiprion sertifer
nucleopolyhedrovirus (NeseNPV)] ve Deltabakiiloviriis grubuna ait ise 1 tiir [Culex
nigripalpus nucleopolyhedrovirus (CuniNPV)] tanimlanmistir (Jehle vd., 2006; Becnel vd.,
2001; Moser vd., 2001). Sivrisinek larvalarmi enfekte eden CuniNPV izolatinin ayni
zamanda, erginlerde de enfektif oldugu ve polihedrin geninin, diger bakiiloviriisler ile
homolog olmadigi bilinmektedir (Herniou vd., 2011).

Bakiiloviriisler, izole edildikleri konak¢iya gore adlandirilirlar. Ancak bir viris,
birden fazla bocek tiirlinde birden bulunabilir veya bir bocek tiirli, birkag farkli viriisiin
konakgisi olabilir. Bu durum aym viriis izolatina ait varyantlarin farkli bir viriis izolat1
olarak isimlendirilmesine yol agabilir. Bu karisiklig1 6nlemek amaciyla, farkli izolatlarin
niikleotit dizileri arasindaki evrimsel mesafe dikkate alinir. Nikleotitler arasindaki
transisyon (pirimidin-pirimidin /piirin-piirin degisikligi) veya transversiyon (pirimidin-
piirin degisikligi) oranin1t hesaplamak i¢in Kimura-2 parametre analizi kullanilmaktadir
(Kimura, 1980). Bakiiloviriislerde korunmus genlerinin pespese eklenmesi sonucu izolatlar
arasinda ¢ikan oran 0,015 ve 0,050 arasinda ise izolatlarin ayni tiir olabilecegi ancak konak
spektrumu gibi farkl 6zelliklere de bakilmas1 gerektigi, 0,015°den kiigiik ise ayni tiiriin
farkli varyantlari, 0,050’den biiyiik ise farkl: tiir olduklar1 kabul edilir (Jehle vd., 2006).

1.5.3. Bakiiloviriislerin Evrimi

Bakiiloviriis evrimi hem kendisindeki hem de bdcek popiilasyonlarindaki genetik
varyasyona baglidir. Yapilan filogenetik analizlere gore, bakiiloviriislerin kaynagi
Karbonifer donemindeki bocek ¢esitliliginin arttig1 Paleozoik ¢agina dayanmaktadir (65
milyon yil once) (Theze vd., 2011). Bakiiloviriislerin 6zellikle lepidoptera takimindaki
boceklerden izole edilmesinden dolay: onlar ile birlikte evrimlestigi bildirilmistir (Zanotto
vd., 1993). Cevre sartlarina kars1 virionlar1 koruyan PIB yapilar1 sayesinde bu zamana
kadar geldikleri diisiiniilmektedir (Slack ve Arif, 2006).

Bazi omurgasiz tiirlerin larva ve erginlerinde bulunan nudivirisler, bakiiloviriislere
en yakin olan entomopatojenik viriis familyasidir (Wang ve Jehle, 2009). Nudiviriislerin

bakiiloviriislerden farkli olarak PIB icermedikleri biliniyordu ancak son yapilan
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calismalarda bazi nudiviiriis izolatlarimin [Oryctes rhinoceros nudivirus (OrNV),
Helicoverpa zea nudivirus 1 (HzNV-1) ve Gryllus bimaculatus nudivirus (GVNV)], Alfa,
Beta ve Gama-bakiiloviriislerdeki PIB matriks proteinleri ile homoloji gosterdigi
belirlendi. Ayrica, yapilan genom analizleri sonucunda nudiviriislerin bakiiloviriisler ile en
az 20 ortak homolog geninin oldugu belirlenmistir (Wang vd., 2011). iki viriis ailesi
arasindaki yapisal benzerlikler ve homolog genler, bu viriislerin ortak bir ataya sahip
oldugunu diistindiirmektedir (Wang ve Jehle, 2009).

Bakiiloviriislerin evrimi hakkindaki giincel goriis, bagirsak dokusunu enfekte
etmeyen viriislerden, bu dokuda enfeksiyona sebep olan viriislere evrildigi ve enfeksiyonu

diger dokulara yayma kabiliyeti kazandiklar1 seklindedir (Herniou ve Jehle, 2007).

1.5.4. Bakiiloviriislerin Enfeksiyon Dongiisii

Bakiiloviriislerin enfeksiyon dongiisii, bocek larvalarinin PIB’leri agizdan almasi ile
baslar. Konakta bakiiloviriis enfeksiyonu farkli virion fenotiplerine bagli olarak iki asamali
dongiliye girer. Konak tarafindan PIB’nin alimindan hemen sonra, protein matriks

larvalarmn alkali (pH > 10) orta bagirsaklarinda ¢oziiliir ve ODV’ler salinir (Sekil 9).

Yag dokusu bg;:s ak

Goblet hiicresi

OB bulastinilan besin Kolumnar hiicre

Ektoperitrofik liimen
Peritrofik membran (PM)
Cozilmis OB
Endoperitrofik limen

Sekil 9. Bakiiloviriis ile enfekte olan bir bocegin boyuna kesiti (Slack ve
Arif 2006°dan degistirilerek kullanildr).
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[lk olarak, virionlarin glikoprotein ve kitin igeren peritrofik membran1 (PM) gegmesi
gerekir (Hegedus vd., 2009). Bu membran, bocek bagirsak epitelini fiziksel hasar ve
patojenlerden koruyan bir bariyer gorevindedir. Bakiiloviriislerde bulunan sinerjistik
faktorler, peritrofik membranin par¢alanmasini saglayan viral enhansin proteinlerini (vef)
kodlamaktadir. Sinerjistik faktorler ilk olarak, Pseudaletia unipuncta granuloviriis
(PsunGV) izolatinda bildirilmistir (Tanada, 1959). Viral enhansin proteinleri,
metallopeptidaz ailesinde bulunmaktadir (Lepore vd., 1996). Bu proteinleri kodlayan
genler, bakiiloviriis genomunda ¢oklu kopyalar halinde bulunabilirler. Ornegin Xestia c-
nigrum granuloviriis (XcenGV) genomunda 4 adet vef geni yer almaktadir (Gueli Alletti,
2018). Peritrofik membranin enzimatik parcalanmasi ODV'lerin birincil enfeksiyonu
baglattiklar1 orta bagirsak epitel hiicrelerine girigini saglamaktadir (Slack ve Arif, 2006).
Peritrofik membrandan gegen ODV’ler, kolumnar epitel hiicrelerdeki mikrovilluslarla
kaynasirlar (Faulkner vd., 1997; Haas-Stapleton vd., 2004) Niikleokapsitler, sitoplazmaya
girip viral DNA'nin salindig1 ve DNA replikasyonunun basladig: ¢ekirdege gider (Friesen,
1997; O' Reilly vd., 1992). Bu gog ODV'lerin zarfinda bulunan 6zel protein kompleksi (per
os infectivity factors, pif’ler) yardimi ile olmaktadir. Birincil enfeksiyon siirecinde gerekli
olan faktorleri kodlayan ve tiim bakiiloviriislerde zorunlu olarak bulunan 9 adet pif geni
tanimlanmustir  (pif-0/p74, pif-1, pif-2, pif-3, pif-4, pif-5/odv-e56, pif-6, pif-7, pif-
8/vp91/p95) (Fang vd., 2009; Sparks vd., 2011; Nie vd., 2012; Zhu vd., 2013; Javed vd.,
2017). Enfeksiyondan 8 saat sonra, yeni viriisler iiretilmeye baslar ve enfekte hiicrenin
cekirdegi genisler. Tomurcuklanarak iiretilen virlisler (BV), c¢iplak niikleokapsidlerden
olusur. Hiicre digina ¢iktiklar1 yerde zarf yapisi kazanirlar (Washburn vd., 2003). Boylece,
bakiiloviriis replikasyonun birinci asamasi tamamlanir. Diger viicut dokularinda ise
enfeksiyonun ikinci agamasi baglar. Hemolenf ve trake sistemi ile taginan BV'ler, konagin
birgok dokusunda enfeksiyona neden olur (Engelhard vd., 1994). Niikleokapsitler, niiklear
membrandan zarflarin1 kazanir. Enfeksiyonun bir sonraki evresinde polihedrin/graniilin
sentezlenir ve yeni PIB'lerin olusmasiyla ikinci enfeksiyon dongiisii de tamamlanir. Yogun
miktarda PIB iceren hiicreler patlar ve viicudun kitlesel yikimi sonunda konak oliir (Sekil
10).
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0. saat

Niikleer
halka bolgesi

48. saat [ : E BV

12. saat

f¢ niikleer
membran

20. saat

oDV

24. saat

Sekil 10. Bakiiloviriis enfeksiyon dongiisii (Slack ve Arif 2006’dan degistirilerek
kullanildi).

1.5.5. Bakiiloviriislerin Yatay ve Dikey Yayilimi

Ikinci enfeksiyon déngiisii sonucunda, len konaktan salman PIB’ler konakginin
besin yiizeyine ve ¢evreye salinmaktadir (Slack ve Arif, 2006). Boylece, bakiiloviriisler
yatay yayilim ile bir bocekten digerine gegebilmektedir. Ayn1 zamanda, dikey yayilim ile
bir nesilden diger nesile aktarilabilmektedir. Yatay yayilim, ozellikle koloni halinde
yasayan tarim zararlis1 boceklerin toplu halde hastalanarak olmesi i¢in etkili bir
mekanizmadir.

Dikey yayilimm mekanizmasi ise daha karmagiktir. Bakiilovirtislerin dikey yayilim
ozelligi, laboratuvar ortaminda yetistirilen boceklerde enfeksiyonunun kendiliginden
olusmasiyla belirlenmistir (Rohrmann, 2013). Bu mekanizma 6zellikle yiiksek sicaklik gibi

stres faktorlerinin varliginda daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Bu kendiliginden ortaya ¢ikan
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salginlar, konak larvanin tiim safhalarinda goriilebilmektedir (Khurad vd., 2004).
Molekiiler ¢aligmalar, bakiiloviriis enfeksiyonunun konagin ergin formuna da gectigini,
O6lmeden hemen Once tekrar larvalara aktarildigimi (Burden vd., 2002; Cabodevilla vd.,
2011) ve boylece nesiller boyunca enfeksiyonun devam ettigini gostermistir (Sekil 11)

(Kukan, 1999).

Vertikal yayihm Horizontal yayihm

Sekil 11. Bakiiloviriislerin yatay ve dikey yayilimi

1.5.6. Bakiiloviriislerin Genom Ozellikleri

Bakiiloviriisler kapali, dairesel cift zincirli 90-180 yapisal protein kodlayan, %32-
57'lik Guanin-Sitozin (GC) igerikli, 25x250 nm biiyiiklikkte ve 80-180 kb arasinda DNA
genomuna sahiptir (Herniou vd., 2011). Son yillarda ilerleyen teknikler bakiiloviriislere ait
genom analizi ¢aligmalarinin artigina yol agmistir. Genom analizi tamamlanan bakiiloviriis
sayisinin artmastyla, bakiloviriislerin molekiiler 6zellikleri ile ilgili kapsamli bilgiler elde
edilmistir. Ayrica bakiiloviriis genlerinin birbirleri ile kiyaslanmasi, ayirt edici ve benzer
olanlarin tanimlanmasini saglamistir. Simdiye kadar, NCBI (National Center for
Biotechnology Information) veri tabaninda, genom analizi yapilmis 85 adet bakiiloviriis

tiri  bulunmaktadir. Bu genomlardan 56 tanesi Alphabakiiloviriis, 25 tanesi
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Betabakiiloviriis, 1 tanesi Deltabakiiloviriis ve 3 tanesi Gamabakiiloviriis grubuna aittir

(Sekil 12) (www.ncbi.nlm.nih.gov).

B Alfabakulovirisler ™ Betabakiilovirusler

Gamabakilovirisler ™ Deltabakiilovirusler
0, 0
3 /0\2 Y%

Sekil 12. Genom analizi yapilan bakiiloviriislerin dagilimi

Bakiiloviriislerin, genom analizi ilk defa 1994 yilinda, AcMNPV izolat1 i¢in
yapilmistir. Bu nedenle AcMNPV izolati, NPV’lerin tip tirii olarak kabul edilmektedir
(Ayres vd., 1994). Bilinen en kiigiik bakiiloviriis genomu Neodiprion lecontei NPV (81 kb,
89 ORF) (Lauzon vd., 2004) ve en biiyiik genom ise Xestia c-nigrum GV (178 kb, 181
ORF) izolatlarina aittir (Hayakawa vd., 1999). Bakiiloviriis genomlar1 arasindaki bu
heterojen gen ¢ogalmasi, eklemeler ve silinme gibi genetik rekombinasyon olaylarindan
kaynaklanmakta ve genetik cesitliligin yiikksek oldugunu gostermektedir (Ferrelli vd.,
2012).

Bu zamana kadar dizilenen bakiiloviriislerin genomlar1 esas alindiginda, bunlarin
yaklasik 900 adet farkli gen igerdikleri belirlenmistir ancak bu genlerin cogunun islevi tam
olarak bilinmemektedir (Ferrelli vd., 2012). Bu genlerden 38 tanesi bakiiloviriis kor genleri
olarak bilinir ve tim bakiiloviriisler i¢in ortak korunmus genler oldugu kabul edilmektedir.
Bu genlerin, viral replikasyon dongiisiinde, bagirsak hiicrelerinin birincil enfeksiyonunda,
transkripsiyonda, DNA replikasyonunda, konukgu hiicre ile etkilesimde onemli rollere
sahip olduklar1 ve bu nedenle bakiiloviriis enfeksiyonu i¢in olduk¢a onemli olduklari
bilinmektedir. Bakiiloviriislerde bulunan kor genlerin gorevleri Tablo 3’de belirtilmistir
(Garavaglia vd., 2012; Javed vd., 2017).
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Tablo 3. Bakiiloviriis kor genleri ve fonksiyonlari

Kor genler Fonksiyonlari
DNA replikasyonu
lef-1 DNA primaz

lef-2 DNA replikasyonu/primaz ile iligkili faktor
DNA polimeraz DNA replikasyonu

helikaz Virion yapisi, paketleme
alk-ekzo DNA rekombinasyonu
Transkripsiyon

vif-1 p10 ve polh genlerinin ifadesi
pa7 RNA polimeraz alt iinitesi

lef-4 RNA polimeraz alt {initesi/RNA sapkalama enzimi
lef-5 Transkripsiyon baslatma faktorii
lef-8 RNA polimeraz alt iinitesi

lef-9 RNA polimeraz alt tinitesi
Yapisal

vpl1054 Niikleokapsit proteini
desmoplakin Niikleokapsitte mevcut

gp4l Tegliment proteini

vp39 Major kapsit proteini

odv-e25 ODV zarf proteini

p6.9 Niikleokapsit proteini

odv-ec43 ODV iiretiminde

p49 BV iiretimi

odv-e18 ODV zarf proteini

odv-e27 ODV zarf proteini

Agizdan enfeksiyondan
sorumlu

pif-0 ODV’nin ortabagirsaga baglanmasi
pif-1 ODV’nin ortabagirsaga baglanmasi
pif-2 Agizdan enfeksiyon

pif-3 Agizdan enfeksiyon

pif-4 Agizdan enfeksiyon

pif-5 ODV zarf proteini

pif-6 Agizdan enfeksiyon

pif-7 Agizdan enfeksiyon

pif-8 Viral kapsit ile iligkili protein
Diger

ac78 Gorevi bilinmiyor/Transmembran domaini
ac8l Gorevi bilinmiyor

pl8 Niikleokapsit ¢ikisi

p40 Protein kompleksinin alt {initesi
p48 BV diretimi ve ODV zarf proteini
ach3 Niikleokapsit olusumunda

38k Niikleokapsit olusumunda
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Kor genlere ek olarak 14 adet genin de tiim alfabakiiloviriislerde ortak olarak
bulundugu bilinmektedir (Herniou vd., 2003). Korunan genlerin disinda, her bakiiloviriis,
ilave farkli genlere sahiptir. Bu az sayidaki genler, viral izolat1 digerlerinden farkli kilarak,
virlislin patojenite, viriilans, konukcu aralig1 ve rekabet giicii gibi 6zelliklerini belirler. Bu
nedenle yeni viral genomlarin dizilenmesiyle birlikte simdiye dek bilinmeyen yeni genler
de tanimlanmis olacaktir (Van Oears vd., 2005).

Gen olarak kabul edilmeyen homolog tekrar bolgeleri (hrs), bakiiloviriislerde yaygin
olarak bulunmaktadir. Bu bolgeler ilk defa hibridizasyon yontemi ile tanimlanmistir.
Genomda Adenin-Timin (AT) bakimindan zengin, replikasyon orjini ve transkripsiyon
arttirict olarak rol alan genler arasi bolgelerdir (Cochran vd., 1982; McClintock ve
Dougherty, 1988; Hilton ve Winstanley, 2007). Ayni zamanda, bu bdlgelerin viriis
tretimini ve viriilanst da etkiledigi bilinmektedir (Sun, 2015). Genom analizleri,
bakiilovirtislerin ¢esitliliginin, ayirt edici 6zelliklerinin ve evrimlerinin daha iyi anlagilmasi
acisindan olduk¢a Onemlidir (Zhang vd., 2005). Son zamanlarda {ilkemizde

bakiiloviriislerin genom analizleri ile ilgili yapilan caligsmalar hiz kazanmistir (Eroglu vd.,

2020; Gencer vd., 2020; Gencer vd., 2018).

1.5.7. Yesilkurt Kokenli Bakiiloviriisler

Kuzey Amerika’da 19. yiizyilda H. armigera’da solgunluk hastaligi olarak
adlandirilan bir enfeksiyon (Mally, 1891) kesfedilmistir ve sonraki ¢aligmalar ile bu
enfeksiyona bir virlisiin sebep oldugu bulunmustur (Parsons, 1936; Sweetman, 1936;
Stahler, 1939). Yirminci yiizyilin baslarinda, ise elektron mikroskobu c¢aligmalart ile
polihedrin yapis1 gozlenerek, ilk Helicoverpa NPV’si tanimlanmistir (Smith ve Rivers,
1956; Steinhaus, 1960; Gregory vd., 1969). Daha sonraki calismalarda, ¢ok sayida
Helicoverpa NPV nin genotipik izolati belirlenmistir (Smith ve Summers, 1978; Gettig ve
McCarthy, 1982; Mcintosh ve Ignoffo, 1983, 1986; Hughes vd., 1983; Monroe ve
McCarthy 1984; Williams ve Payne, 1984; Brown vd., 1985). Bu izolatlarin kiyaslanmasi
icin restriksiyon endoniikleaz analizleri (REN) kullanilmistir (Smith ve Summers, 1978;
Miller ve Dawes, 1978a, b). Hughes vd. (1983), benzer REN profiline sahip olan
izolatlarda LCsy degerlerinin de benzerlik gosterdigini ve genotip ile viriilansin iligkili

oldugunu belirtmistir.
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Rowley vd. (2011), izole edilen tiim Helicoverpa/Heliothis NPV’ler i¢in Kimura-2
parametre analizini yapmistir ve H. armigera, H. zea ve H. virescens’den izole edilen
NPV’ler arasindaki benzerlik oranmnin 0,015°den kiiciik oldugunu belirlemistir. Bu
durumdan sonra 2013 ICTV (Uluslararas1 Viriis Siniflandirma Komitesi) raporunda tiim
Helicoverpa/Heliothis NPV’lerin tek bir tiir olarak H. armigera NPV’ye dahil edilmesi
gerektigi belirtilmistir. Daha sonraki yillarda izolatlarin birgogunun genom analizlerinin
yapilmasiyla birlikte bakiiloviriislerdeki 38 kor gen baz alinarak, Kimura-2 parametre
analizi tekrarlandi ve elde edilen sonu¢ daha onceki ¢alismalarin dogrulugunu teyit etti

(Wennmann vd., 2018).

Simdiye kadar izole edilen Helicoverpa/Heliothis NPV’lerden 26 tanesinin genomu
dizilenmistir (Tablo 4). Bu izolatlar H. armigera, H. zea ve H. assulta konaklarina aittir.
Ancak, farkli konaklardan izole edilen bu virlislerin aslinda H. armigera NPV’nin
varyantlar1 oldugu belirlenmistir (Wennmann vd., 2018). Sekiz farkli iilkeden yapilan
genom analizlerinin kaynak tilkeleri s6yledir: Cin’den 4 (Zhang vd., 2005; Woo vd., 2006;
Tang vd., 2012), Avustralya’dan 12 (Zhang vd., 2014; Noune ve Hauxwell, 2015, 2016),
berya’dan 5 (Arrizubieta vd., 2015), Kenya’dan 1 (Ogembo vd., 2009), Hindistan’dan 1
(Raghavendra vd., 2017), Rusya’dan 1 (kaynagi bilinmiyor), Amerika’dan 1 (Chen vd.,
2002) ve Brazilya’dan 1 (Ardisson-Araujo vd., 2015) adettir.

Tablo 4. Genom analizi yapilan Helicoverpa/Heliothis NPV’ler

izolat adu Genom GC icerigi Kaynak iilke Erisim no
biiyiikliigii (%)
(kb)
HaSNPV- 130.442 39.1 Avustralya KJ909666
AC53

HaSNPV- 130.460 39.1 Avustralya KU738896
AC53-C1

HaSNPV- 130.442 39.1 Avustralya KU738898
AC53-C5

HaSNPV- 130.435 39.1 Avustralya KU738899
AC53-C6

HaSNPV- 130.440 39.1 Avustralya KU738902
AC53-T4.1
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Tablo 4’iin devami

HaSNPV- 130.439 39.1 Avustralya KU738904
AC53-T5
HaSNPV- 130.437 39.1 Avustralya KU738900
AC53-C9
HaSNPV- 130.440 39.1 Avustralya KU738901
AC53-T2
HaSNPV- 130.443 39.1 Avustralya KU738903
AC53-T4.2
HaSNPV- 130.437 39.1 Avustralya KU738897
AC53-C3
HaSNPV- 130.436 39.1 Avustralya KJ922128
H25EA1
HaSNPV-AU 130.992 39 Avustralya JN584482
HaSNPV-LB1 131.966 39.2 Iberya KJ701029
HaSNPV-SP1A 132.481 39.2 Iberya KJ701032
HaSNPV-SP1B 132.265 39.2 Iberya KJ701033
HaSNPV-LB3 130.949 39.2 Iberya KJ701030
HaSNPV-LB6 130.992 39.2 Iberya KJ701031
HaSNPV-NNg1 132.425 39.2 Kenya AP010907
HaSNPV-C1 130.759 38.9 Cin AF303045
HaSNPV-G4 131.405 39 Cin AF271059
HaSNPV-L1 136.760 39.1 Hindistan KT013224
HzSNPV-HS18 130.890 39.1 Rusya KJ004000
HzSNPV-F16 130.869 39.1 Amerika AF334030
(Elcar)
HzSNPV- 129.694 39.1 Brezilya KM596835
Br/South
HasNPV- 129.801 38.8 Cin MG569706
DJ0031
HearMNPV 154.196 40.1 Cin EU730893

1.5.8. Bakiiloviriislerin Biyolojik Miicadelede Kullanilabilirligi

Bakiiloviriisler, kimyasal pestisitlere gore yiiksek konak segiciligine sahip olmasi,
dogaya ve canlilara zarar vermemesi ve dogada kendiliginden yayilmasi gibi ¢esitli
avantajlara sahiptir (Fuxa vd., 2002). Ayni zamanda, kimyasal pestisitler gibi seri
tiretilebilir, formiile edilebilir, paketlenebilir, depolanabilir ve pazarlanabilirler (Possee vd.,
1997; Inceoglu vd., 2006).

Bakiiloviriis tabanli pestisitlerin temeli, kimyasal pestisitler i¢in gelistirilen
formiilasyon teknolojilerinin kullanilmas1 ile olusturulmustur (Steinke vd., 1995). ilk

bakiiloviral ticari {irinii olan Elcar (Helicoverpa zea NPV), 1970'lerde Sandoz firmasi
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tarafindan iretilmistir (Black vd., 1997). Diinyada, bu zamana kadar, ticari olarak
gelistirilip piyasaya siiriilen 60 adet bakiiloviriis tiriinii bulunmaktadir. Ancak, bunlardan
¢ogu ayni izolatin farkli varyantlarina aittir (Beas-Catena vd., 2014; Szewczyk vd., 2011).
Bakiiloviriis kaynakli pestisitler bir¢ok iilkede, yaygin olarak kullanilmaktadir (Tablo 5)
(Moscardi, 1999). Ozellikle Cin ve Brezilya, diinyada en ¢ok bakiiloviriis iiriinii iireten ve
kullanan iilkelerdir (Van Beek ve Davis, 2016). Viral pestisit kullaniminin, hiikiimet
politikalar1 ve giftgilere verilecek egitim programlari ile diger iilkelerde de yaygin hale

getirilmesi 6nerilmektedir (Sun, 2015).

Tablo 5. Bakiiloviriis orjinli baz1 ticari biyopestisitler ve iireticileri

Konak Bocek Bakiiloviriis | Hedef bitki | Uriin ismi Referans
Adoxophyes orana | GV Elma, armut | Capex 2 Dickler, 1991
Agrotis segetum GV Sebzeler Agrovir Caballero vd., 1991
Anticarsia NPV Soya Baculo-soja, Moscadi, 1999
gemmatalis fasulyesi Multigen,
Baculovirus
Nitral,
Coopervirus
SC, Protege
Autographa NPV Yonca, Gusano Thakore vd., 2006
californica sebzeler Biological,
VPN-80TM
Cydia pomonella GV Elma, armut, | Cyd-X, Vincent vd., 2007
ceviz Virosoft CP4,
Madex,
Granupom,
Granusal,
Carpovirusine,
Virin-CyAp,
Carposin,
Carpovirus SC
Helicoverpa NPV Pamuk, biber, | Virin-HS, Erlandson, 2008
armigera soya DOA BIO V2
fasulyesi,
domates
Helicoverpa zea NPV Pamuk, GemStar, Erlandson, 2008
sebzeler Biotrol, Elcar
Hyphantria cunea | NPV Ormancilik Virin-ABB Moscardi, 1999
Lymantria dispar NPV Ormancilik Disparvirus, Erlandson, 2008
Gypchek,
Virin-ENSH,
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Bakiiloviriislerin ¢ogaltilabilmesi igin canli hiicrelere ihtiya¢ vardir. Bu nedenle ya
bocek hiicre kiiltiiriinde (in vitro) ya da bocek konaklarinda (in vivo) iiretilmelidir (Khetan,
2001). Ancak, in vitro iretimin in vivo {iretime gore yaklasik 10 kat daha pahali oldugu
bilinmektedir (Burges ve Jones, 1998). Bu nedenle bakiiloviriislerin biiyiik 6lgekli ticari

tiretimi, in vivo olarak yapilmaktadir (Sekil 13) (Nguyen vd., 2011).

Sekil 13. Biiylik 6lcekli bakiiloviriis liretimi i¢in bdcek yetistirme ortami
(Sun, 2015).

Bakiiloviriislerin zirai miicadelede kullanilmalar1 6nerilmekle birlikte yavas 6ldiirme
ve olumsuz g¢evre kosullarina kars1 dayaniksiz olmalar1 énemli dezavantajlardandir. Bu
yiizden, Oldiirme hizin1 arttirmaya yonelik daha etkili viriislerin belirlenmesi veya
rekombinant DNA teknolojisiyle daha kisa siirede etkili olan rekombinant viriislerin
gelistirilmesi 6nerilmektedir (Martens vd., 1990). Cevresel kosullara karsi daha direngli
izolatlarin tespit edilmesi veya yeni formiilasyonlarla daha direngli hale getirilmeleri arzu
edilen uygulamalardir. Ornegin, bakiiloviriislerin, dogada yiiksek sicaklik ve UV 1sinlari
gibi ¢evre sartlarina kars1 dayaniksiz olmasi gibi dezavantajlar1 (Beas-Catena et al., 2014),

hazirlanan formiilasyonlarla ortadan kaldirilabilmektedir.
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1.5.9. Bakiiloviriis Kaynakh Biyopestisitlerin Gelistirilmesi

Formiilasyon, aktif madde igerigi viriis olan bir siispansiyonun uygun sistemler
kullanilarak, biyopestisit haline dondstiiriillmesi siirecidir. Bakiiloviriis kaynakli
biyopestisit liretimi i¢in, Oncelikle bocek yetistirme tesisinin olmasi daha sonra da toplu
larval enfeksiyon ve iiretilen viriislerden, PIB saflastirilmasi gerekmektedir. Daha sonra
tiretilen saf virtisler formiilasyon haline getirilerek paketlenmelidir (Sekil 14) (Nguyen vd.,
2011).

Hazirlanan {irliniin ticari nitelikte olabilmesi igin, kontaminasyonunun Onlenmesi,
cevresel faktorlerden korunmasi, raf dmriiniin uzatilmasi ve uygulama verimliliginin en iist
seviyeye ¢ikartilmas: gerekmektedir. Bu nedenle belirli katki maddelerini igeren
formiilasyonlar hazirlanmaktadir (Jones ve Burges, 1997; Lasa vd., 2008; Tamez-Guerra
vd., 2002).  Bakiiloviriisler, boceklere agiz yoluyla bulastigt igin uygulanan
formiilasyonun tadinin giizel olmast ve besin kaynagina esit sekilde yayilmasi
gerekmektedir (Burges ve Jones, 1998). Ayni1 zamanda kimyasal tiriinler gibi iki yil raf
Omriine sahip olmali, maliyet ve yiiksek verimden de 6diin verilmemelidir (Jones ve

Burges, 1997; Behle vd., 2003).

RO EUES P U CREE S L SED SR R U SRR .
. : B. Enfekte larva tiretimi
Yapay besin :
l : Inokiilasyon ——s Olii larva hasati :
3 giin P 5
> 1. instar
Yumurta larva :
: OB
i 3 giin Helicoverpa armigera _ | : izolasvonu
: 28 °C 3. instar : “
= larva 3 l
wif .. |
Ergin Bm : Formiilasyon
\_ Pupa - l
10 giin : :
: : Paketleme
.............................................................. SNSRI QM QUSRI N Y7 e
A. Saglikl1 larva iiretimi C. Formiilasyon hazirlanmas1 ve paketlenmesi

Sekil 14. Bakiiloviriis formiilasyonu hazirlama siireci. A. Saglikli larva iretimi, B.
Enfekte larva iiretimi, C. Formiilasyon hazirlanmasi ve paketlenmesi
(Sun, 2015°den degistirilerek kullanild).
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Bakiiloviriisler, uygun kosullar altinda depolandiklarinda uzun yillar boyunca
viriilans kaybetmeden kalabilseler de (Sireesha vd., 2010), alan uygulamalarinda gilinesten
gelen ozellikle UV-B (Ultraviyole-B, 280-320 nm) 1sinlarindan etkilenmektedirler (Lasa
vd., 2007). UV-B isinlari, viral DNA tarafindan emilerek, pirimidin dimerleri (T-T, T-C)
olusturmaktadir. Bu dimerler viriis replikasyonunu ve transkripsiyonunu engelleyerek,
virlisiin kisa siirede aktivitesini kaybetmesine sebep olmaktadir (Hunter-Fujita vd., 1998).
Bu nedenle hazirlanan formiilasyonlarda UV koruyucular kullanilmaktadir. Ozellikle optik
parlatict olarak bilinen stilben kdkenli maddelerin, bakiiloviriisleri hem UV 1sinlarindan
korudugu hem de bocek bagirsagini pargalamasindan dolayr viriilanst arttirdigi
bilinmektedir (Ibargutxi vd., 2008; Lasa vd., 2007). Bir bakiiloviriis formiilasyonda olmasi
gereken katki maddeleri Tablo 6’da belirtilmistir (Haase vd., 2015).

Tablo 6. Bakiiloviriis formiilasyonlarinda kullanilan katki maddeleri ve gorevleri

Katki maddesi Gorevleri

Stirfaktanlar Yiizey gerilimini azaltarak, {iriiniin yaprak tlizerinde esit bir
sekilde dagilmasini saglar.

Yag formiilasyonlarinda, yagin su ile karigmasini saglayan
emiilsifiyer madde olarak da kullanilir.

Yapistiricilar Damlalarin yaprak ylizeyine yapismasini arttirir.

Kivam arttiricilar Formiilasyonu homojen bir karisim halinde tutar.

Baglayicilar PIB'nin formiilasyondaki tasiyict maddeye yapisma egilimini
arttirir.

Beslenme uyaricilar Formiilasyonun tadin1 giizellestirerek, zararlinin yemesini
kolaylastirir.

UV koruyucular PIB'lerin UV isinlart tarafindan inaktive olmasimi Onlerler.

Ayrica, bazilart boceklerdeki peritrofik membran yapisina
zarar vererek, virlilansin artmasina yardimci olur.

Bakiiloviriis tabanli formiilasyonlar sivi, yag, graniil, 1slanabilir toz veya
enkapsiilasyon formunda hazirlanabilmektedir. Bu formiilasyon g¢esitlerinin birbirlerine
gore bazi avantajlar1 ve dezavantajlari bulunmaktadir (Behle vd., 2003; Jones ve Burges,
1997; Lasa vd., 2008; Tamez-Guerra vd., 2000).

Sivi formiilasyonlar, saf viriis siispansiyonlar1 dogrudan yogunlastirilarak ve
PIB’lerin virulansinin devamlili§i i¢in eklenen koruyucu maddeler ile birlestirilerek

hazirlanirlar. Bakiiloviriisler i¢in en ¢ok tercih edilen formiilasyon tipi genellikle sivi
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olanlardir (Lagnaoui vd., 1997). Uretim maliyeti ve kullanim kolaylig1 agisindan kati
formiilasyonlardan daha uygundur. Ancak, disardan gelen kontaminantlardan kolaylikla
etkilenirler. Bu durum, pH degerinin 4-6 arasinda tutulmasi ve kontaminantlarin
tiremesinin engellenmesi igin katki maddelerinin eklenmesi ile asilabilmektedir (Jones ve
Burges, 1997; Hunter-Fujita vd., 1998).

Yag formiilasyonlari, viral slispansiyonun mineral veya bitkisel yag ile karistirilmasi
ile elde edilen formiilasyonlardir. Sivi formiilasyonlarin aksine yag formiilasyonlar1 kati
formiilasyonlar gibi kararhidirlar. Emiilgator igeriginden dolayr su ile kolaylikla
karistirtlarak uygulanabilir.

Islanabilir toz formiilasyonlarin parcacik biiylikliigli nispeten biiyiiktiir ve suyla
karistirilmasi zordur. Graniil formiilasyonlar, katki maddelere ve hazirlik asamasi i¢in ilave
maliyete ihtiyag duymaktadir (Burges ve Jones, 1998). Islanabilir toz ve graniil
formiilasyonlar, ambalaj boyutlarinin daha ufak olmasindan dolay:r daha kolay depolanir
(Seaman, 1990). Ancak, hava akiminin yaklasik 120 °C oldugu bir sprey kurutucuda
hazirlanmalidirlar. Yiiksek sicaklikta viriilans kaybi ¢ok olacagindan dolay: bakiiloviriisler
icin dezavantajlidir.

Bakiilovirtisler, misir nisastasi, lignin veya kaolin gibi kil tabanli maddelerin
kullanilmast ile mikrokapsiil haline getirilerek de formiile edilmektedir (Tamez-Guerra vd.,
2002). Ancak bu maddeler, yiiksek pH seviyesine sahip olduklarindan dolay: kisa siirede
PIB’lerin ¢ozlinmesine, viriilansin diigsmesine ve iiriiniin raf dmriiniin kisa olmasina sebep
olmaktadir (Batista vd., 2001).

Kimyasal pestisit ile iiretilen tirtinlerin pazar paymin diismesi ve biyolojik miicadele
tirtinlerine olan ilginin artmasi sonucunda, kimyasal pestisit iireten bazi uluslararasi
kuruluslar biyopestisit sirketleri satin almistir (Moore, 2015). Bu yaklasim ile birlikte,
bakiiloviriis {iretim ve formiilasyon teknolojilerinin gelistirilmesini  ve yenilik¢i
teknolojilere yapilan yatirimin ¢arpici bigimde arttigini gorebiliriz.

Ilk ticari Heliothis NPV iiriinii (Elcar) su an ‘Gemstar’ ismi ile piyasada
satilmaktadir. Ayrica, ¢esitli iilkelerden pek ¢ok Heliothis NPV firiinii de gelistirilmistir
(Black vd., 1997; Cunningham, 1998; Grzywacz vd., 2004; Reddy ve Sannaveerappanava,
2011) (Tablo 7). Ozellikle Avustralya, Hindistan ve Cin'de gelistirilen bu {iriinler farkl
mahsullerde, yillik 100.000 hektarin iizerinde alana uygulanmaktadir (Moscardi vd., 2011,
Yang vd., 2012). Cin'de, birgok ticari sirket tarafindan, Heliothis NPV kaynakli yillik 100

ton biyoinsektisit liretilmektedir. Ancak, yabanc1 NPV iiriinlerinin kullanilmasinin, dogal
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suglar lizerinde olumsuz bir etkiye sahip olabilecegi (Munoz vd., 1997) ve konagin

duyarliliginin, yabanci izolatlara gore degisebilecegi One siiriilmiistiir (Milks, 1997). Bu

nedenle, her cografi bolgede mevcut olan yeni tiirlerin tanimlanmasi i¢in mikrobiyal

kontrol ajanlar1 olarak gelismeye uygun yerel izolatlarin se¢imi gereklidir (Figueiredo vd.,

2009).

Tablo 7. Heliothis NPV orjinli bazi ticari tiriinler

Uriin ismi Kaynag Firmasi Uretim yeri | Formiil tipi
Elcar H. zea NPV Sandoz Kaliforniya Sivi
Gemstar H. zea NPV Certis Amerika Sivi
Helicovex H. armigera NPV Andermatt Isvigre Sivi
Vivus-max H. armigera NPV Agbiotech Avustralya Sivi
Keyun NPV H. armigera NPV Jiuyan Cin Graniil
Baiyun
Industry
Compony
Helimar H. armigera NPV Mutiplex Hindistan Sivi
Biokill-H H. armigera NPV Indiamart Hindistan Sivi
Helitec H. armigera NPV Kenya Kenya Sivi
Biologist
Diplomata H. armigera NPV Agroservice | Brezilya Sivi

1.6. Tezin Amaci

Son yillarda pek ¢ok iilkede yesilkurtlarin kimyasal ilaglara kars1 direng gelistirdigi

bildirilmistir (Joussen ve Heckel, 2016). Bu durum sonucunda, direng¢ gelistiren larvalara

uygulanan ila¢ miktar gittikce artmakta ve kimyasal ilaclarin tarim {iriinleri iizerinde daha

fazla kalintis1 kalmaktadir. Ayrica, doga ve insan sagligi lizerinde de daha ciddi boyutta
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zararlar olusturmaktadir. Bu durumda, hem iilkemizde hem de diinyada yesilkurt tiirlerine
karst mikrobiyal miicadele etmenlerinin gelistirilmesine ihtiyag dogmustur. Biyolojik
gerekliliginin yanisira, iilkemizde iiretilecek yerel bir biyopreparat bu alandaki disa
bagimliligimizin azaltmasina 6nemli katki saglayacaktir.

Bu doktora tezinde yesilkurt tiirlerine kars1 yerel ve etkin bakiiloviriis izolatlarinin
elde edilmesi, morfolojik ve molekiiler 6zelliklerinin detayli bir sekilde aydinlatilmasi,
biyopestisit olarak kullanilma potansiyellerinin arastirilmasi, viriilans1 en yiiksek olan
izolatin genom analizinin yapilmasi ve formiilasyon haline getirilmesi amaglanmistir. Bu
baglamda, tilkemizde ilk kez yesilkurt tiirlerine karsi bir mikrobiyal preparat gelistirilmis
ve biyolojik preparatlarin iilkemizde de iiretilebilmesi agisindan biiyiik bir adim atilmis

olacaktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Yesilkurtlarin Araziden Toplanmasi

Virilis taramasi igin yesilkurt larvalar1 2014-2017 yillari, Haziran-Agustos aylari
arasinda Adana, Osmaniye ve Sanlwurfa illerinde farkli konukg¢u bitkiler {izerinden
toplandi. Dogada kendiliginden o6lii olarak bulunan Ornekler ayri ayri mikrosantrifiij
tiiplerine konularak, laboratuvara getirildi. Viral enfeksiyonun baslangic seviyesinde
oldugu durumlarda, larvalarda ayirt edici belirtiler olmamasi goz oniine alindi. Bu yiizden
bulunan tiim canli larvalar laboratuvara getirildi ve gelisimleri gozlendi. Taze marul
yapraklar1 ile beslenen canli larvalardan gelisim siirecinde Olenler, viriis taramasinda

kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edildi.

2.2. Yesilkurtlarin Laboratuvarda Yetistirilmesi

Dogadan toplanan saglikli yesilkurt larvalarinin, iklim dolabinda (26 °C, 16 saat
aydinlik — 8 saat karanlik zaman araligi, %60 nem) muhafaza edilerek, pupaya girmeleri
saglandi. Yaklagik 7 giin sonra pupalardan kelebek cikisi goriildii. Kelebekler, pamuklar
yardimiyla balli su ile beslendi. Ciftlesen erginler, 2 giin igerisinde yumurta birakti ve 3-5
giin sonrasinda agilan yumurtalardan larva ¢ikisi gozlendi. Larvalarin beslenmesi i¢in
yapay besiyeri hazirlandi. Besiyerini hazirlamak igin bir gece 6nceden suda bekletilmis
kuru fasulyeden 270 gr. alindi. Uzerine 4 gr. askorbik asit, 1.25 gr. sorbik asit, 2.5 gr.
methyl-4-hydroxybenzoate ve 3 gr. bugday ruseymi eklenerek, blenderda karistirildi. Daha
sonra, 35 gr. yeast ekstrakt 400 ml suda ¢6ziilerek ilave edildi. Son olarak, 14 gr. agar agar
400 ml suda ¢oziilerek, 5 dk. Mikrodalga firinda kaynatildiktan sonra karisima eklendi
(Assemila vd., 2012). Steril bir kap igerisine bosaltilan besiyerinin soguyarak, katilagsmasi
beklendi. Daha sonra 20 dakika UV-B (15 watt, 306 nm) 15181 altinda ytizey sterilizasyonu
yapilarak, kullanilana kadar +4 °C’de muhafaza edildi. Larvalara verilen yapay besin iki
giinde bir yenilendi. Larvalarda 3. donem asamasindan sonra kannibalizm (yamyamlik)

goriilmesinden dolayr bu asamaya kadar birlikte beslenen larvalar daha sonra ayri ayri
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kaplara alinarak yetistirilmeye devam edildi. Viriis izolatlarinin ¢ogaltilmas: ve viriilans

testlerinde kullanilmasi amaciyla, larvalarin laboratuvar kiiltiirii devam ettirildi.

2.3. Viriis Taramasi

Arazide toplanan 6rnekler, 6lii bulunan veya viral enfeksiyon belirtilerine sahip olan
larvalar ve kendiliginden 6len larvalar olarak gruplandirildi. Mikrosantrifiij tiipleri icine
alinan ornekler iizerine 200’er pul dH,O eklendikten sonra larvalar el homojenizatori ile
ezildi. Elde edilen homojenatlarin 100 ul’si virlis taramasi i¢in kullanildi, geriye kalan

miktar ise -20 °C’de muhafaza edildi.

2.3.1. Mikroskobik Yontemle Viriis Taramasi

Entomopatojen viriisler ile enfekte olan larvalarda, viriis tiiriine bagli olarak bazi
karakteristik belirtiler hem makroskobik hem de mikroskobik olarak gozlenebilir. Larva
viicudunun renginin degisimi ve sivilasarak pargalanmasi, enfeksiyon kaynaginin tahmin
edilmesi igin ilk belirleyici 6zelliktir. Bu ¢alismada elde edilen 6lii larvalarin bazilarinda
kahverengi-sar1 renk degisimi bazilarinda da viicudun erimesi goézlendi. Makroskobik
gozlemlerden sonra tiim ornekler 151k mikroskobunda incelendi. Larvalarin ezilmesi ile
elde edilen homojenattan lam-lamel arasi preparasyon yapilarak, viriislere ait gomiilii

yapilarin olup olmadig: kontrol edildi.

2.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yontemiyle Viriis Taramasi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile viriis taramasi i¢in Oncelikle hazirlanan
homojenatlardan 100’er ul yeni bir tiipe alindi ve {izerine esit hacimde 3 X DAS (0.3 M
Na,COs3, 0.5 M NaCl, 0.03 M EDTA; pH 10.5) soliisyonu eklendi. Karisim 30 dk. oda
sicakligindaki rotatorda 40 rpm’de inkiibe edildi. Gomiilii yapidaki viriisler i¢in yapilan bu
Oon uygulamadan sonra doku PCR kitinin (Finnzymes Phire Animal Tissue Direct)
prosediiriine gore; homojenatin 10 pl’si lizerine 20 pl diliisyon tamponu ve 0.5 pl DNA

release soliisyonu eklenerek vortekslendi. Once oda sicakhiginda 5 dk., daha sonra 98
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°C’de 2 dk. inkiibe edildi. 6000 g’de santrifiij yapilarak, siipernatant yeni bir mikrosantrifiij
tiplin aktarildi. Elde edilen bu siipernatant, virlis taramasi ¢aligmalarinda DNA yerine
kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edildi.

PCR reaksiyonu i¢in GoTaqg enzimi kullanildi. Cesitli DNA viriislerine ait gen
bolgelerini ¢ogaltan dejenerat primerler (Tablo 8) ile viriis taramasi yapildi. PCR
reaksiyonu, 3 pl kalip DNA, 10 ul (10X) PCR tamponu, 1 pl (10 mM) dNTP karisimi, 1’er
ul ileri ve geri primerler (10 uM), 6 ul MgCl, (25 mM), 0.25 ul GoTaq DNA polimeraz
(2.5 u) ve 50 ul’ye tamamlanacak sekilde dH,O ilave edilerek hazirlandi. Pozitif kontrol
olarak laboratuvarda bulunan farkli viriis DNA’lar1, negatif kontrol olarak ise dH,O
kullanildi.

Tablo 8. Viriis taramasinda kullanilan primerler

Viriis adi | Hedef gen Baz sirasi

Bakiiloviriis Polh F:5°-AACAGCTATGTGTCIGGIGCRAA-3’
R:5’-GTAAAACGACAGTTYIKIGCICC-3°

Bakiiloviriis lef8 F:5’-GTAAAACGACAGTTYTTYACYGGNGARATGA-3’
R:5’-AACAGCTATATGGNAYRTANGGRTCYTCNGC-3’
Bakiiloviriis lef9 F:5’-TGTAAAACGACAGTTTGTCDCCRT-3’

R:5’-CAGGAAACAGCTATAARAAYGGITA-3’

Bakiiloviriis gran F:5°-TCAGCTCATCAACTC-3’
R:5’-GACAAATTGTTCACTAGT-5’

Entomopoks sph F:5’-AATTGAWRTNKWNAAYAYWCNGG-3’

viriis R:5’-GCRAAYARNAHWRNCCNGG3’
Entomopoks fus F:5°-GTACGTATATCATGATTGGA-3’
viriis R:5’-AACAGAGAATATGATGTCTA-3

Askovirtis dnapol F:5’-TGTAAAACGACAGTCTY-3’
R:5’-CAGGAAATATGACCGGA-3’

Askovirtis mcp F:5’-GCCGCKTTAARWTGCCGGT-3’
R:5’-CGGTAGRCTTYGATGWAGTC-3’
[ridoviriis mcp F:5’-CGTGGATCTGAACTT-3’

R:5’-GCAGCAAGGATCATTATC-3’

[ridoviriis dnapol F:5’-CCAGGAAAACATATAAG-3’
R:5’-CACCTCTTTCATTTTAGG-3’

Densovirtis ns3 F:5’-GTGCCTTTCGTGATG-3’
R:5’>-TTAGCTTGAGTTGTCC-3’
Densoviriis vp F:5’-GTTACATCATTGATTATTAACG-3’

R:5’-AGAAGTGTAATTCCTAGACCATTTTC T-3°
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Reaksiyon dongiisii, denatiirasyon igin 94 °C’de 2 dk. bekletildikten sonra, primer
baglanmasi i¢in 42-58 °C’de 0.5-1 dk., uzama i¢in 72 °C’de 3 dk.’ya ayarlanarak 35 dongii
seklinde yapildi ve son uzama asamasi i¢in de 72 °C’de 7 dk. bekletildi. Reaksiyon
sonrasinda 6rnekler 0.5 pg/ml etidyum bromiir igeren %1°lik agaroz jelde 30 dK. yiiriitildi
ve jel goriintiileme sisteminde (Gel Logic; Kodak) goriintiilendi.

Bant elde edilen ornekler agaroz jelden kesilerek, Nucleospin Extract II DNA
Saflastirma (Macherey-Nagel) Kiti ile temizlendi. Mikrosantrifiij tiiplerine birakilan jel
pargalarinin {izerlerine, her 10 mg jel pargasi i¢in 20 pl baglanma tamponu (NT) ilave
edildi. Karisim 55 °C’de yaklasik 30 dk. jel pargalari tamamen eriyinceye kadar bekletildi.
Her 3 dk’da bir alt st edilerek karigtirildi. Bu siire sonunda tamamen eriyen soliisyon,
toplama tiiplerinde bulunan kolonlara aktarildi. Kolonlar, 11.000 x g’de 1 dk. santrifiij
edildi ve toplama tiipiinde biriken siv1 atildi. Kolonlara 700 pl yikama tamponu (NT3)
ilave edildi. Toplama tiipiinde biriken siv1 atild1 ve yikama islemi tekrarlandi. Kolon temiz
bir mikrosatrifiij tiipiine aktarilarak, 25 pl eliisyon tamponu eklendi. Oda sicakliginda 2 dk.
bekletilen tiip, 2 dk. 11.000 x g’de santrifiij edildi. Kolonlar atilarak, mikrosantrifiij
tiipiinde toplanan DNA’nm safligi ve konsantrasyonu nanodrop ile ol¢iildii. Olgiim
sonucunda DNA miktar1 50 ng/ul ve tizerinde olan Orneklerden 20’ser pl hazirlanarak,
Macrogen Firmasina (Hollanda) dizi analizi i¢in gonderildi. Elde edilen diziler GenBank
(NCBI) verileri ile karsilagtirildi.

2.4. Viriis izolatlarinin Cogaltilmasi ve Saflastiriimasi

Dizi analizleri sonucunda bakiiloviriis oldugu tespit edilen izolatlar, ¢alismanin diger
asamalarinda kullanilmak tizere ¢ogaltildi. Cogaltma islemi i¢in, her bir izolat igin izole
edildikleri tiire ait 100’er adet 3. dénem saglikli yesilkurt larvas: kullanildi. Izolatlarm
¢ogaltilmasi i¢in 16 saat ag birakilan larvalar damlacik yedirme metodu ile enfekte edildi.
Bu metota gore 1:1 oraninda damlacik boyasi (%20 sukroz ve %2 kirmizi gida boyasi) ve
virlis siispansiyonu karigtirilarak, her bir larvaya 1 pl verildi (Hughes vd, 1986). Enfekte
edilen larvalar, ayri ayri 25 ml’lik plastik kaplara alind1 ve larvalara 100 mg yapay besin
verildi. Daha sonra 14 giin boyunca iklim dolabinda (26 °C’de, %60 nem ortaminda)

inkiibasyona birakildi. Larvalardaki 6liim oran1 her giin kontrol edildi ve besinler iki giinde
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bir yenilendi. Enfeksiyon sonucu 6len larvalar toplandi ve viriis saflagtirilmasi yapilana
kadar — 20 °C’de muhafaza edildi.

Viriis izolatlarmin saflagtirilmasi, %30’luk sukroz gradienti ile yapildi. Larvalar
homojenizatérde tamamen ezildi ve ¢ift kat steril tiilbentten siiziilerek, yeni tiipe aktarildi.
Homojenat 5000 rpm’de 30 dk. santrifiij edildi. Siipernatant atilarak, pellet 1 ml dH,O’da
¢ozildi. Coziilen pellet, 3 ml %30’luk sukroz tizerine nazik¢e 1 ml viriis soliisyonu ilave
edilerek, aym sartlarda santrifiij edildi. Sukrozdan ayrilan saf virlis bandi dikkatlice
alinarak yeni tiipe aktarildi. Sukrozdan tamamen arindirmak i¢in yikama iglemi yapildi ve
15 dk. santrifiij edildi. Olusan pellet 5 ml dH,O’da ¢oziilerek, -20 °C’de muhafaza edildi
(O’Reilly vd., 1992).

2.5. Viriis izolatlarinin Tanimlanmasi

2.5.1. Mikroskobik Yontemlerle Viriis izolatlarimin Tanimlanmasi

2.5.1.1. Isik Mikroskobisi

Saflagtirilan virlis izolatlarindan 3’er pl alinarak lam-lamel arasi preperatlar
hazirlandi. Preparatlarin hepsinde bakiiloviriislere ait gomiilii yapilar (P1B) mikroskopta
(Nikon Eclipse LH-M100C-1) 40X biiylitmede gozlendi. Daha sonra lamel kaldirilarak,
lam tizerindeki siispansiyonlar kurutuldu ve iizerlerine immersiyon yagi damlatilarak

100X’lik biiylitmede PIB yapilari fotograflandi (Nikon Coolpix 5000).

2.5.1.2. Elektron Mikroskobisi

2.5.1.2.1. Taramah Elektron Mikroskobisi

Viriis izolatlar ayr1 ayr1 stablar iizerine 20’ser pl damlatilarak, bir gece 37 °C’lik
etivde kurutuldu. Daha sonra, piiskiirtmeli bir kaplayicida (Quorum Technology SC7620-
CF) alun tozu ile kaplanarak, taramali elektron mikroskobunda (Zeiss EVO LS10)

incelendi.
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2.5.1.2.2. Transmisyon Elektron Mikroskobisi

Viriis izolatlarinin her birinden 200’er pl alinarak, 13.000 rpm’de 5 dk. ¢oktiiriildii.
Pelletde bulunan PIB yapilan tizerine fosfat tuzu tamponu (PBS) ilave edilerek, 2 kez
santrifiij edildi. Santriflij sonrasi pellet {izerine 0.1 M PBS igerisinde %2.5 glutaraldehit
(2ml) ilave edilerek, 1 gece boyunca +4 °C’de fiksasyona birakildi. Birincil fiksasyon
sonrasinda hiicreler 2 kez PBS ile yikama yapilarak santrifiij edildi. Yikamalar sonrasinda
%1’lik 2 ml. ozmiyum tetroksit eklendi. ikincil fiksasyon, +4 °C’de 1 saat boyunca
gerceklestirildi. Fiksasyonun ardindan 2 kez PBS ile yikandi. Bir pastor pipet yardimiyla
%S5’lik eriyik agar 50 ml’lik tiip icerisindeki pellete eklendi ve lam {izerine damlatildi.
Donan agar pargalari bistiiri ucu yardimiyla ufak pargalar halinde kesildi ve tizerine uranil
asetat eklenerek, 15 dakika +4 °C’de inkiibe edildi. Uranil asetat sonrasi agara gomiilii
hiicreler, +4 °C’de 10’ar dk. sirastyla %30, %50, %70, %90 (iki kez)’lik alkol serilerinden
gecirildi. Daha sonra saf propilen oksitte +4 °C’de 10 dk. bekletildi. Uzerine 1:1 oraninda
propilen oksit/epon karisimi ilave edilerek, +4 °C’de 10 dk. bekletildi. Saf epon karisimi
eklenerek, 48 saat +4 °C’de tutuldu ve araldite gomiildii. Ultramikrotomla (LEICA
ULTRACUT R) 60 nm kalinliginda kesitler alindi ve kesitler bakir gridler iizerine
yerlestirildi. Kesitler, uranil asetat+kursun sitrat boyasi ile boyanarak, transmisyon elektron
mikroskobu (JEOL JEM 1220)’nda incelendi.

2.5.2. Molekiiler Yontemlerle Viriis izolatlarimn Tamimlanmasi

2.5.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Viral DNA ekstraksiyonu i¢in, her izolattan 100 pl alindi ve {izerine 3 X DAS (0.3 M
Na,CO3, 0.5 M NaCl, 0.03 M EDTA; pH 10.5) soliisyonu eklenerek, 30 dk. oda
sicakliginda 40 rpm hizda rotatorda inkiibe edildi. Daha sonra oda sicakliginda 20.300 X
g’de 30 dakika santriflyj edildi. Siipernatantlar atildi. Pellet 300 pl lizis tamponu (10 mM
Tris, 100 mM EDTA, %1 SDS; pH 8.0) ve 25 ul proteinaz K ile ¢oziilerek, 50 °C’de gece
boyu inkiibe edildi. Uzerine 40 ul RNaz eklenerek, 37 °C’de 30 dk. inkiibe edildi ve sonra
1 dk. buz iizerinde bekletildi. Buzdan alinan soliisyona 100 pl protein presipitasyon

soliisyonu eklendi ve 5 dk. buzda bekletildi. Siirenin sonunda, +4 °C’de 16.000 x g’de 10
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dk. santriflij edildi. Siipernatant yeni tiipe alind1 ve iizerine 500 pl izopropanol eklenerek
+4 °C’de 16.000 x g’de 2 dk. santrifiij edildi. Siipernatant dokiilerek, pellet iki kez %70’lik
etanol (EtOH) ile yikandi. Tipler, 37 °C’de 20 dk. agz1 agik birakilarak EtOH un ugmasi
sagland1 ve 30 ul dH,O eklenerek 55 °C’de 10 dk. bekletildi (Nakai ve Kunimi, 1997).

Izole edilen DNA’larm temizligi ve miktar: Nanodrop (Thermo Scientific) ile lgiildii.

2.5.2.2. Hedef Gen Bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonuyla Cogaltilmasi

izole edilen DNA’lar, bakiiloviriislere ait polihedrin (polh), gec ifade faktorii 8 (lef8)
ve ge¢ ifade faktorii 9 (lef9) korunmus kismi gen bdlgelerine ait primerler (Tablo 8)
kullanilarak, PCR ile ¢ogaltildi. PCR reaksiyonu 2.3.2°de belirtilen miktarlarda ve
kosullarda GoTaq enzimi ile yapildi. PCR iirlinleri, agaroz jelde goriintiilendi ve elde
edilen bantlar jelden kesilerek temizlendi. DNA’larin konsantrasyonlari nanodropta
oOl¢iildii ve 20 pl’lik hacim ig¢inde 50 ng/ul konsantrasyonda hazirlanarak, dizi analizi igin

Makrogen Firmasina (Hollanda) gonderildi.

2.5.3. Viriis izolatlarin Filogenetik Analizi

Elde edilen diziler NCBI verileri ile karsilastirildi ve yiiksek benzerlik gdsteren
ornekler ile birlikte bir adet dis grup analizde kullanilmak {izere segildi (Tablo 9).
Filogenetik analiz i¢in tiim genler pespese (polh/lef8/Ief9) eklendi ve veriler BioEdit
7.0.5.3 (Hall, 1999) programinda diizenlendi. Filogenetik aga¢ ¢izimi icin MEGA 6
(Tamura vd., 2007) programinda bulunan Neighbor-Joining analizi ve Bootstrap metodu
(1000 tekrarlt) kullanilda.

Tablo 9. Filogenetik analizde kullanilan Heliothis NPV izolatlar1

Viral Izolatlar Suslar | Kaynak polh lef8 lef9
H. armigera MNPV 3154 Rusya HQ246031 HQ246047 HQ246039
H. armigera MNPV 120 Polonya HQ246024 HQ246040 HQ246032
H. armigera MNPV 1072 Cin HQ246028 HQ246044 HQ246036
H. armigera MNPV 443 Hindistan | HQ246026 HQ246042 HQ246034
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H. gelotopoeon - Arjantin KP340517 KP340515 KP340516
SNPV

H. zea SNPV 1578 Teksas HQ246088 HQ246115 HQ246142
H. armigera SNPV 1073 Cin HQ246081 HQ246108 HQ246135
H. armigera SNPV 138 Polonya HQ246073 HQ246100 HQ246127
H. armigera NPV o1 Tiirkiye MG870623 MH161371 MH161372
H. armigera NPV 02 Tiirkiye MN249090 MN249088 MN249089
H. armigera NPV S1 Tiirkiye MN249085 MN249086 MN249087
H. armigera NPV S2 Tiirkiye MN249091 MN249092 MN249093
H. armigera NPV TR Tiirkiye MH161372 MG870624 MG870625
H. armigera SNPV 126 Hindistan | HQ246072 HQ246099 HQ246126
H. armigera SNPV 75 Sudan HQ246071 HQ246098 HQ246125
H. armigera SNPV 1186 Giliney HQ246085 HQ246112 HQ246139

Afrika
H. armigera GV - ABD EU255577 EU255577 EU255577

2.5.4. Viriis Izolatlarimin Kimura-2 Parametre Analizi

Bu analiz, farkli Heliothis konaklarindan izole edilen virus izolatlarinin birbirlerinin
varyant1 olup olmadigini belirlemek amaciyla yapildi. Analiz i¢in izolatlarin ve filogenetik
agacta kullanilan oOrneklerin polh, lef8 ve lef9 niikleotit dizileri pespese siralanarak,
BioEdit programinda ¢akistirildi ve eslesmeyen kisimlar kesildi. Calismanin devaminda,
MEGA 6 programinda bulunan Kimura-2 parametre analizi kullanildi (MEGA software
6.0.6 versiyon).

2.5.5. Viriis izolatlarinin Restriksiyon Endoniikleaz Profili

Viral genomlar, yaklasik biiyiikliiklerinin hesaplanmasi ve kesim noktalarindaki
farkliliklarin belirlenmesi amaci ile Kpnl enzimi ile kesildi. Kesim reaksiyonu: 3 pl 10X
tampon, 0.5 ul Kpnl (10 U/ ul) (Promega, ABD) enzimi, 10 pl genomik DNA (1 pg) ve
16.5 pl dH20 olacak sekilde toplam 30 pl hacimde her enzim ve Grnek igin ayri ayri
hazirland. Inkiibasyon, 37 °C’de 4 saat yapildi. Ayn1 sekilde lamda faj (A) DNA’s1 da Narl
ve HindIll enzimleri ile ayri ayri kesilerek markir olusturuldu. Kesim reaksiyonlar

%0.7°lik agaroz jelde 16 voltda 16 saat yiritildd. Jel, 15 dk. etidyum bromiirde
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bekletildikten sonra goriintiilendi. Kodak Molecular Imaging Software 4.0.5 programi

kullanilarak kesim sonucundaki bantlarin molekiiler agirliklart hesaplandi.

2.6. Viriis Izolatlarinin Viriilans Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.6.1. Tarama Testleri

Viriilans1 en etkili olan susun belirlenmesi i¢in tiim izolatlarin konsantrasyonu 1 x
10 PIB/ml olacak sekilde ayarlandi ve bas gevreleri dlgiilerek 2. donem oldugu belirlenen
H. armigera, H. peltigera, H. viriplaca ve H. nubigera larvalar1 2.4’de anlatilan damlacik
yedirme metodu ile enfekte edildi. Kontrol grubunda dH,O kullanildi. Her biyotest igin 30
larva kullanildi ve 14 giin boyunca her giin kontrol edildi. Tim biyotestler 3 kez
tekrarland1 ve 6liim oranlar1 Abbott formiiliine gore hesaplandi (Abbott, 1925).

2.6.2. Doz Denemeleri

Tarama testi sonucunda HearNPV-TR izolatinin tim Heliothis’ler iizerinde yiiksek
oldiirticii etkiye sahip oldugu belirlendi. Bu nedenle doz denemesi testleri HearNPV-TR
izolat: kullanilarak yapildi. HearNPV-TR nin 6 farkli dozu (1 x 10°, 1 x 10%, 1 x 10, 1 x
10°% 1 x 10" ve 1 x 10° PIB/ml) iilkemizdeki 4 Heliothis tiiriiniin 2. dénem larvalarina
uygulandi. Dogadan toplanan larvalar laboratuarda yetistirilerek bas cevreleri 6l¢iildi ve

biyotestler 2.4’de belirtilen sartlarda gerceklestirildi.

2.7. Genom Analizi

Ulkemizdeki tiim Heliothis tiirleri iizerinde etkili bir izolat oldugu belirlenen
HearNPV-TR’nin genomu analiz edildi. Analiz i¢in Sekil 15’de belirtilen is akis1 izlendi.
Is akisinda sadece 2. asama olan genom dizisinin belirlenmesi kism1 Macrogen (Giiney

Kore) firmas1 tarafindan hizmet alimiyla yapildi.
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Sekil 15. Genom analizi is akisi

2.7.1. DNA Ekstraksiyonu ve Konsantrasyon Tayini

Viriis izolatinin genomik DNA ekstraksiyonu igin, 2.5.2.1.’de belirtilen Nakai ve
Kunimi (1997) tarafindan gelistirilen metot kullanildi. DNA’nin konsantrasyonu ve
temizligi (260/280 orani) nanodrop ile belirlendi. Ayni zamanda DNA bandinin varlig1 ve

temizligi %0.7’lik agaroz jelde 30 dakika 80 voltta yiiriitiilerek teyit edildi.

2.7.2. Genom Dizilemesi

Firma (Macrogen, Gliney Kore) tarafindan yapilan genom dizisinin belirlenmesinde
kullanilmasi gereken program tarafimizca belirlendi. En giivenilir yontemlerden biri olan
tigincii nesil dizileme analizi, Pacific Bioscience (PacBio) tercih edildi. PacBio, uzun
okuma methoduna dayali bir analizdir ve her seferinde 20.000 dizi okuma ozelligine
sahiptir. Bu metoda gore, DNA dizi analizi igin, viral DNA’nin kalitesi tayin edildikten

sonra firma tarafindan Sekil 16’da belirtilen is akis1 izlendi.
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Sekil 16. Dizileme ve analiz is akisi

2.7.2.1. Viral DNA’min Kalite Tayini

Firma tarafindan ilk olarak, ham verilerin olusturulmasi igin gerekli olan dizileme
asamast gerceklestirildi. Bu asamada Oncelikle tarafimizca gonderilen DNA orneginin
analize uygun olup olmadig: test edildi. Bunun i¢in floresan bir boya olan ve yalnizca
saglam cift zincirli DNA’ya baglanan pikogreen boyasi kullanilarak, DNA miktar1 Victor 3
fluorometry cihazinda 6l¢iildii. Ayrica, DNA’nin varligi da %1°lik agaroz jelde 30 dakika,
100 voltta elektroforez yapilarak teyit edildi. DNA’nin analiz i¢in uygun olduguna karar

verildikten sonra, dizileme ve 6n isleme asamalarina gecildi.

2.7.2.2. Dizi Analizi

SMRTbell (TM) halkasal kalip okunmasinda ve platform caligmasinin kalite
kontroliinde DNA polimeraz okumalar: tercih edildi. Polimeraz okumalari, sadece yliksek
kaliteli bolgeleri icerecek sekilde kesildi. Her bir polimeraz okumasi bir veya daha fazla alt
okuma olusturmak i¢in pargalandi. Illumina verilerinde, 5° ve 3’ adaptér eklenmesini

takiben, DNA'nin veya cDNA'nin rastgele boliinmesi ile dizi kiitiiphanesi hazirlandi. Bu
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kiitliphane, parcalarin kiitliphane adaptorlerini tamamlayan bir yiizeye bagli olarak
yakalandig1r akis hiicresine yiiklendi. Dizileme verileri analiz i¢in ham verilere
dontstiirildii ve On islem asamasma gegildi. Tek gecisli okumalar ham okumalarla
eslestirildi. Okumalarin diizeltilmesi ve filtrelenmesi yapildi. Tim genom birlestirildikten
sonra, bazlarin toplam sayist ve %GC miktar1 hesaplandi. Birlestirilen okuma dizileri,
HiSeq verileri kullanilarak diizeltildi. De novo birlestirmede, PacBio okumalari igin
Unicycler programi (vV0.4.6) kullanildi. Miimkiin olan en iyi birlestirme igin, hem Illumina

okumalar1 hem de PacBio verileri birlikte degerlendirilerek karma bir birlestirme yapildi.

2.8. Viral Genomun Biyoinformatik Analizi

Firma tarafindan hazirlanan veriler bize gonderildikten sonra yapilan islemler, alt
basliklar halinde ifade edildi.

2.8.1. Acik Okuma Zincirlerinin (ORF) Belirlenmesi

Genom dizisi, Benchling (Better tools, faster research) programina aktarildi.
Bakiiloviriislerde ilk ORF’nin polihedrin olmasi kural oldugu i¢in (Vlak ve Smith, 1982;
Hayakawa vd., 1999; ljkel vd., 1999), bu ORF en basa alinarak firmadan gelen veriler
diizenlendi. HearNPV-TR genomundaki ORF’lerin bulunmasi i¢in, H. armigera NPV
Avustralya izolat1 (Accession no: KJ909666) referans olarak tercih edildi. Ayn1 zamanda,
50 aminoasitten biiyiikk protein kodlama kapasitesine sahip diziler, ORF’ler olarak

belirlendi.

2.8.2. Genlerin Adlandirilmasi

Genlerin adlandirilmasi, NCBI Blastp programinda diger bakiiloviriis genleri ile
karsilastirilarak yapildi. Tiim genler adlandirildiktan sonra halkasal genom haritasi

Benchling programu ile olusturuldu.
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2.8.3. Kimura-2 Parametre Analizi

Boliim 2.5.4.°de bakiiloviriislere ait ii¢ korunmus kismi gen bolgesine (polh, lef8,
lef9) gore yapilan bu analiz, HearNPV-TR’in genom analizi yapildiktan sonra belirlenen
38 kor gene gore tekrar yapildi. Analiz i¢in Alfabakiiloviriis I, Alfabakiiloviriis II ve
Betabakiiloviriis siniflarinda bulunan 51 adet bakiiloviriis genomu kullanildi. Tiim
izolatlara ait kor genler pes pese siralanarak, BioEdit programina aktarildi. Cakismayan
kisimlar kesilerek veriler diizenlendi ve MEGA 6 programinda bulunan Kimura-2
parametre analizi kullanildi. Boylece farkli Heliothis konaklarindan izole edilen viral

izolatlarin birbirlerinin varyant1 olup olmadig: teyit edildi.

2.8.4. Homolog Tekrar Bolgelerinin Belirlenmesi

Homolog tekrar bolgeleri (hrs), AT igerigi yiiksek, tekrarlayan ve kusurlu
palindromlar1 bulunan ve g¢ogu bakiiloviriis genomunda mevcut olan bélgelerdir. Hrs
bolgeleri, genomlar i¢indeki konuma, kopya sayisina ve farkli bakuloviriisler arasindaki
niikleotit dizilerine gore degismektedir. Bu bolgelerin, replikasyon kaynaklar1 ve
transkripsiyon arttiric1 olarak hareket ettigi bilinmektedir (Theilmann ve Stewart, 1992;
Pearson ve Rohrmann, 1995). HearNPV-TR genomuna ait hrs boélgeleri Benchling

programi ile belirlendi.

2.8.5. Fonksiyonel Genlerin Tespiti

Bakiiloviriislerde genler yaptiklar1 gorevlere gore siniflandirilmaktadir. Bu smiflar
viral replikasyon, transkripsiyon, translasyon, apoptozis inhibisyonu, viriis insasi gibi
temel fonksiyonlarda rol alan birgok geni i¢ermektedir (Ferrelli vd., 2012). Ayrica,
bakiiloviriislerde islevleri agik¢a tanimlanamayan bazi korunmus genler de bulunmaktadir.
HearNPV-TR genomunda belirlenen ORF’ler taranarak bu islevlerden sorumlu olan tiim
genler siniflandirildi. Béylece HearNPV-TR genomunda mevcut olan veya olmayan genler
net olarak belirlendi.
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2.8.6. Filogenetik Analiz

HearNPV-TR genomunun, NCBI veritabaninda bulunan Alfabakiiloviriis 1,
Alfabakiiloviriis II ve Betabakiiloviriis siniflarina ait toplam 51 adet bakiiloviriis genomu
ile filogenetik analizi yapildi. Bu analizde, tiim genomlarin 38 kor genine ait aminoasit
dizileri pespese siralanarak, BioEdit (7.1.3.0) programinda c¢akistirildi. Cakismayan
kisimlar kesildikten sonra veriler MEGA (6.06) programina yiiklendi. Filogenetik agac,
Maximum Likelihood methodundaki 1000 tekrarli Jones-Taylor-Thornton (JTT) modeli
kullanilarak ¢izildi.

2.8.7. Gen Benzerlik Analizi

Gen benzerlik analizi, HearNPV-TR genomu ile diger bakiiloviriis genomlarindaki
ortak ORF’lerin belirlenmesi i¢in yapildi. Bu analize hem genomlar arasinda paylasilan
hem de paylasilmayan tim genler dahil edildi. Bir onceki adimda tespit edilen ve
isimlendirilen genlerin benzerlikleri, Alfabakiiloviriis sinifinin tip tiirii olan AcMNPV,
Betabakiiloviriislerin tip tiirii olan CpGV ve H. armigera NPV’lerden HasNPV, HaSNPV-
C1, HaSNPV-G4, HaSNPV-AU olmak tizere dort farkli izolata ait genom ile karsilastirildi.
Bunun i¢in literatiirde diger bakiiloviriisler i¢in yapilan numaralandirma dikkate alinarak
once genlere numaralar verildi. Numaralandirilan genler, Microsoft excell yazilimina
girildi. Gene parity plot analizi olarak adlandirilan islemde X ekseni bir viriisiin gen
sirasin1 Y ekseni diger viriisiin gen sirasini ifade edecek sekilde diizenlendi. Bu analizin
sonucunda iki genomda da olan genler ortak diizlemde c¢akisti. Birinde olup digerinde
olmayan genler ise X ve Y eksenleri iizerinde nokta halinde goriildii. Boylece, Gene parity

plot analizi ile genomlarin gen organizasyonu arasindaki farklar karsilastirilmis oldu.

2.8.8. Restriksiyon Endoniikleaz Profili

HearNPV-TR genomundaki Xhol ve Kpnl restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin
ayr1 ayr1 kesim bolgeleri Benchling programi kullanilarak, diger Heliothis NPV genomlari
ile (HasNPV, HaSNPV-C1, HaSNPV-G4 ve HaSNPV-AU) in silico olarak kiyaslandi.
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2.9. Viriis izolatindan Biyopreparat Hazirlanmasi

Laboratuvar denemeleri sonucunda tilkemizdeki tiim Heliothis tiirleri iizerinde etkili
oldugu belirlenen HearNPV-TR izolatinin dogadaki ¢evre sartlarina karsi da direngli hale
gelmesi i¢in ii¢ farkli yag orani igeren formiilasyonlar1 hazirlandi. Formiilasyon

calismalarinda Sekil 17°de belirtilen is akis1 izlendi.

Stok Yag
viriis i l:IBl PIB formiilasyonlarinin dUV'B_
iiretimi el sayirm hazirlanmasi eneyl
Saksi Laboratuvar En etkili yag Sicaklik
denemeleri (doz) formiilasyonun deneyi
denemeleri segimi

Sekil 17. Formiilasyon caligsmalari is akis1

2.9.1. Stok Viriis Uretimi

2.9.1.1. Viriis Cogaltilmasi ve PIB Saflastirilmasi

Formiilasyon hazirlanmasi i¢in oOncelikle HearNPV-TR izolatinin canli konak
tizerinde c¢ogaltilmas1 saglandi. Laboratuvarda kiltiri bulunan H. armigera’nin
yumurtadan yeni ¢ikan 100 adet larvasi, 10° PIB/ml dozundaki HearNPV-TR ile damlacik
yedirme metodu kullanilarak enfekte edildi. Heliothis larvalarinda 3. donemdan sonra
kannibalizm (yamyamlik) goriildiigiinden dolay1 her bir larva yapay besin bulunan kaplara
tek tek yerlestirildi. Tipik viriis enfeksiyon belirtileri gézleninceye kadar iklim dolabinda
yetistirilmeye devam edildi. Olen larvalar aym tiipte toplandi ve iizerine esit hacimde
dH,O eklenerek, homojenizatorde ezildi. Elde edilen siispansiyondan 2.4’de belirtildigi
gibi PIB’ler saflastirildi.



49

2.9.1.2. Konsantrasyon Tayini

Saflastirilan stok viriis slispansiyonunun konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in, 100
kat seyreltilen soliisyondan Thoma lami {izerine 10 pl damlatildi ve lamel ile kapatilarak,
40X biiyiitmede 151k mikroskobunda PIB’ler sayildi.

2.9.2. Yag Tabanh Formiilasyon Hazirlanmasi

HearNPV-TR izolatin1 ¢evre sartlarina karsi korumak ve dogada aktivitesini
kaybetmesini 6nlemek i¢in yag tabanli formiilasyonlari hazirlandi. Yag olarak nispeten
maliyeti diisiik olan ay¢igek yagi kullanildi. Formiilasyonda bulunan yag oranmin bitki
fotosentezini etkilemeyecek diizeyde olmasina dikkat edildi ve etki diizeyini saptamak
amact ile ii¢ farkli yag oraninda (%S5, %7.5, %10) ‘Helicopel’ adimi verdigimiz
formiilasyonlar hazirlandi. Ayrica, PIB siispansiyonunu hem daha dayanikli hale getirmek
hem de ticari olarak satilan diger iiriinler kadar etkili kilmak i¢in Tablo 10°da gdrevleri ile

birlikte belirtilen baz1 dogal katki maddeleri de formiilasyona eklendi.

Tablo 10. Hazirlanan Helicopel biyopreparatinin igerigi

Icindekiler Gorevi Miktari
HearNPV-TR saf PIB’si Aktif igerik %25
(PIB siispansiyonu)
Rafine aygigek yagi UV koruyucu %5, %7.5, %10
Emiilsifiye madde, yag ve su-
E323 Soya lesitini PIB siispansiyonunun homojen | %5

karigmasini saglar

Buharlagmay1 6nlemek ve

E422 Gliserin beslenme arttirici, tat verici 765
E415 Ksantan gum Kivam arttirici %1
Silwet L-77 Yiizey gerilimini azaltici %0.5
Kalkoflor M2R Bocek bagirsagini pargalayici %0.2
E284 Borik asit Fizyolojik stres olusturucu %1

Distile su Son hacim tamamlanir ~ 950
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2.9.3. Ultraviyole-B ve Sicaklik Deneyleri

Ham PIB siispansiyonu, dogada yiiksek sicaklik ve gilines 1sinlarindan gelen UV-B
dalgasina (285-315 nm dalga boyundaki) karsi olduk¢a duyarlidir. Bu nedenle hazirlanan
formiilasyonlar, ham PIB soliisyonu ve ticari bir Heliothis NPV f{iriinii, laboratuvar
ortaminda yapilan UV-B ve sicaklik deneyleri ile kiyaslandi. Ayni zamanda ii¢ farkli yag
orani igeren formiilasyonlardan hangisinin UV-B ve sicaklik i¢in yeterli korumaya sahip
oldugu belirlendi. Buna gore PIB siispansiyonlar1, 24 gozlii kaplara 250°ser pl hacimde
konuldu ve 15 watt, 306 nm dalga boyundaki UV-B (Fotodyne, Almanya) isinlarina 1 saat,
3 saat ve 5 saat olmak tizere ti¢ farkli siire maruz birakildi. Belirtilen siireler sonunda
toplanan soliisyonlar 3. donem H. armigera larvalarina damlacik yedirme metodu ile
verildi ve soliisyonlarin UV’den etkilenme oranlari larvalar iizerinde tespit edildi. Aym
sekilde 24 gozli kaplara konulan tim PIB soliisyonlart 28 °C, 35 °C ve 42 °C
sicakliklardaki etiivlerde 1 saat, 3 saat ve 5 saat inkiibe edildi. Tiim deneyler 3 tekrarl
olarak hazirlandi. Sicakliga maruz birakilan soliisyonlar larvalara verildi ve soliisyonlarin
sicakliktan etkilenme oranlar1 belirlendi. Deneylerin sonucu 14 giin sonra alind1 ve %5 yag
iceren formiilasyonun viriis enfeksiyonu igin yeterli korumayr sagladigi belirlendi. Bu

konsantrasyon, bundan sonraki doz denemesi ve saks1 denemesi ¢alismalari i¢in kullanildu.

2.9.4. Doz Denemesi

Helicopel’in %5 yag i¢eren dozun denemesi, H. armigera’nin 3. dénem larvalar
tizerinde test edildi. Ayrica ham PIB (HearNPV-TR) ve Heliothis NPV igerikli ticari {irlin
de kullanilarak kiyaslama yapildi. PIB siispansiyonlar 1 x 10° - 1 x 10" PIB/ml arasinda
sekiz farkli dozda hazirlanarak damlacik seklinde larvalara yedirildi. Kontrol grubundaki
larvalara dH,O verildi. Her test icin 30 larva kullamldi1 ve deneyler 3 tekrarli yapildi. Oliim
oranlart 14 giin boyunca giinliik olarak takip edildi ve elde edilen veriler Abbott formiiliine
gore hesaplandi (Abbott, 1925). Lethal konsantrasyonlar (LCsp ve LCgs) probit analizi ile
belirlendi (Finney, 1971).
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2.9.5. Saks1 Denemesi

Deneyden 20 giin 6nce, 80 x 29 x 20 cm uzunlugundaki dikdortgen saksilara marul
fideleri dikildi ve biiylimeleri beklendi. Tez kapsaminda hazirlanan %5 yag igeren
Helicopel, ticari Heliothis NPV iirilinii ve kontrol grubu olmak iizere ii¢ farkli uygulama
icin 3 tekrarli olacak sekilde marul saksisi diizenekleri kuruldu. Bu test igin viral
formiilasyonlarin doz denemesinde belirlenen LCgs degeri (1 x 108 P1B/ml), kontrol grubu
icin ise dH,O kullanild1 ve soliisyonlar piiskiirtme tabancasi ile yapraklara uygulandi.
Marul yapraklari kuruduktan sonra iizerlerine 3. donem 30’ar adet H. armigera larvasi
birakildi. Kontrol grubundaki tiim yapraklar larvalar tarafindan tiiketildiginde (10. giin),

deney sonlandirildi ve yapraklarda goriilen zararlar birbirleri ile kiyaslandi.

2.9.6. Veri Analizleri

Tiim viriilans ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen 6lim oranlari Abbott formiiliine
gore (Abbott, 1925) hesaplandi. Veriler, GraphPad Prism 5 Yazilim programi kullanilarak,
probit ve tek-yonliit ANOVA ile analiz edildi.



3. BULGULAR

3.1. Viriis Tespiti

Yesilkurt larvalarinda virlis taramasi yapabilmek icin 2014-2017 yillar1 Haziran-
Agustos aylar1 arasinda larvalar dogal ortamlarindan toplandi. Adana, Osmaniye ve
Sanlurfa illerinde farkli konukgu bitkiler lizerinden H. armigera tiirtine ait 720, H.
peltigera tiiriine ait 357, H. nubigera tiiriine ait 148 ve H. viriplaca tiiriine ait 122 larva
elde edildi (Tablo 11). Arazi galismalar1 sirasinda kendiliginden O6lii olarak bulunan
ornekler ayr tiiplere konularak laboratuvara getirildi. Viriis enfeksiyonundan siiphelenilen
ornekler makraskobik olarak incelendiginde, kiitikulanin eriyerek bdcek viicudunun civik

bir hal aldig1 ve sarimsi-kahverengi bir renge doniistiigii gézlendi.

Tablo 11. Arazi galismalarinda toplanan yesilkurt 6rneklerine ait veriler

Tiir ismi H. armigera H. peltigera | H.viriplaca | H. nubigera
Bolge Osmaniye Sanliurfa Adana Sanliurfa Sanliurfa
Konuk¢u Pamuk, Pamuk Aspir Nohut Nohut
bitki Aygigegi
Ornekleme 2017 2017 2014 2016 2016
mevsimi
Incelenen 494 226 357 148 122
larva sayisi
Enfekte larva 9 4 5 4 -
sayisl

Viriis varligindan siiphelenilen 6rneklerin mikroskobik incelemesi igin ilk once 151k

mikroskobu kullanildi. Her bir numune i¢in lam-lamel arasi preparatlar hazirlanarak,
polihedral inkliizyon cisimlerinin (PIB) varligi arastirildi. Bu yapilari igeren 6rnekler dijital
kamera ile goriintiilendi (Sekil 18a).

belirlenen larval

Makroskobik ve mikroskobik olarak viriis enfeksiyonlar

orneklerden viriis taramasi igin farkli DNA viriislerine ait primerler kullanilarak doku PCR
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yapildi. Orneklerin 5 tanesinde bakiiloviriis genlerine ait (lef8, polh, 1ef9) bantlar gdzlendi
(Sekil 18b, c, d).

HearNPV

|
M+ - J !

(100bp) kontrol kontrol TR Ol 02 S1 S2

800 bp

HearNPV

1
M [ 1 - b M - + U 1

(100bp) TR Ol 02 S1 S2  kontrol kontrol d (100 bp)kontrol kontrol TR 01 02 S1 S2

C

1000
800
500
400
300

200
100

426bp 360bp

Sekil

18. Yesilkurt larvalarinda wviriis M: Markir.

enfeksiyonlart.
mikroskobisinde gozlem. (b) Bakiiloviriis lef8 genine gore, (¢) Bakiiloviriis
polh genine gore ve (d) Bakiiloviriis lef9 genine gére PCR analiz
goruntusu.

(a) Isik

Doku PCR’1 sonucunda ¢ogaldig1 belirlenen bakiiloviriis 1ef8 (800 baz gifti), polh
(426 baz cifti) ve lef9 (360 baz cifti) genlerine ait DNA orneklerinin DNA dizileri
belirlendi. Diziler NCBI veri tabaninda bulunan ornekler ile karsilastirildi. Tiim 6rneklere
ait dizi verilerinin erisim numaras1 Tablo 9’da belirtildi. Karsilastirmalar sonucunda tiim
orneklerin niikleopolihedroviriis oldugu belirlendi. Ayrica, orneklerden ikisinin SNPV
(HearNPV-TR, HearNPV-S1) ve digerlerinin MNPV (HearNPV-O1, HearNPV-02,
HearNPV-S2) izolatlarina benzerlik gosterdigi belirlendi (Tablo 12).

Tablo 12. Yesilkurt 6rneklerinden elde edilen viral enfeksiyon kaynaklari

Tiir ismi H. armigera H. peltigera | H. viriplaca | H. nubigera

Bolge Osmaniye Sanliurfa Adana Sanliurfa Sanliurfa

Enfeksiyon | MNPV SNPV SNPV MNPV -

kaynagi

izolat adu HearNPV-O1 | HearNPV-S1 | HearNPV-TR | HearNPV-S2 | -
HearNPV-O2
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3.2. izolatlarin Gémiilii Yapilarinin Morfolojik Ozellikleri

Orneklerin hepsi 2.4’de belirtilen metoda gore bocek dokularindan saflastirildi ve
mikroskobi c¢alismalar1 yapildi. Gergeklestirilen morfolojik ve molekiiler taramalar
sonucunda viriis varligi tespit edilen Ornekler 11k mikroskobunda 100X biiyilitmede

goriintiilendi (Sekil 19).

Sekil 19. Heliothis NPV o6rneklerinin 151k mikroskobu goriintiileri. Oklar polihedral
inkliizyon yapilarini (PIB) gostermektedir (100X). a. HearNPV-TR, b.
HearNPV-S1, c. HearNPV-O1, d. HearNPV-02, e. HearNPV-S2.

Orneklerde bulunan PIB yapilarinin sekli ve boyutu taramali elektron mikroskobunda
10.000X biiyiitmede gozlendi. Incelemelerde 5 viriis izolatinin da diizensiz yapida
olduklar1 gozlendi (Sekil 20). PIB boyutlar1 HearNPV-TR (0.73-1.66 pum), HearNPV-S1
(1.23-1.31 pum), HearNPV-01 (1.13-1.37 um), HearNPV-02 (1.05-1.18 um) ve HearNPV-
S2 (1.28-2.26 um) olarak belirlendi (Tablo 13).
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Sekil 20. Heliothis NPV’lerin taramali elektron mikroskobu goriintiileri. OKklar polihedral
inkliizyon yapilarimi (PIB) gostermektedir (10.000 X). a. HearNPV-TR, b.
HearNPV-S1, c. HearNPV-O1, d. HearNPV-02, e. HearNPV-S2.

Inkliizyon yapilarmin detaylarini  belirlemek igin yapilan gegirimli elektron
mikroskobu calismalarinda, iki izolatin tekli (HearNPV-TR, HearNPV-S1), {i¢ izolatin ise
coklu (HearNPV-O1, HearNPV-0O2, HearNPV-S2) niikleokapsit icerdigi gozlendi (Sekil
21). Niikleokapsit boyutlari ise HearNPV-TR (184 x 41 nm), HearNPV-S1 (222 x 69 nm),
HearNPV-O1 (279 x 56 nm), HearNPV-02 (232 x 48 nm) ve HearNPV-S2 (146 x 34 nm)
izolatlar1 i¢in tabloda verildi (Tablo 13).
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Sekil 21. Heliothis NPV’lerin gegirimli elektron mikroskobu goriintiileri. Oklar inkliizyon
yapilarda gomiilii olan zarfli niikleokapsitleri gostermektedir. Sekil 21a ve
21b’de tek niikleokapsit (SNPV), 21c, 21d ve 21e’de ise ¢ok niikleokapsitler
(MNPV) gosterilmektedir. a. HearNPV-TR, b. HearNPV-S1, c. HearNPV-01, d.
HearNPV-02, e. HearNPV-S2.

Tablo 13. Heliothis NPV izolatlarinin boyutlari

Izolat PIB Niikleokapsit
HearNPV-TR 0.73-1.66 pm 184 x 41 nm
HearNPV-S1 1.23-1.31 ym 222 x 69 nm
HearNPV-O1 1.13-1.37 pm 279 x 56 nm
HearNPV-02 1.05-1.18 um 232 x 48 nm
HearNPV-52 1.28-2.26 um 146 x 34 nm
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3.3. Viriis izolatlarinin Molekiiler Ozellikleri
3.3.1. Viriis Izolatlarinin Filogenetik Analizleri

Helicoverpa/Heliothis NPV 6rneklerinin, bakiiloviriislere ait korunmus polh, lef8 ve
lef9 genlerine ait bir Onceki basamakta belirlenmis olan kismi gen dizileri pespese
eklenerek, NCBI veri tabaninda bulunan diger Heliothis (Helicoverpa) NPV dizileriyle
birlikte filogenetik analizlere tabi tutuldu. Tekli niikleokapsit igeren HearNPV-TR ve
HearNPV-S1 orneklerinin H. armigera SNPV Cin izolatina (HQ246108), ¢oklu
niikleokapsit iceren HearNPV-O1, HearNPV-O2 ve HearNPV-S2 orneklerinin ise, H.
armigera MNPV Cin izolatina (HQ246044) yakin oldugu belirlendi. Dig grup olarak, H.
armigera GV izolat1 kullanildi (Sekil 22).

a7 i HearWNPV-TR
_IE @ HearNPV-51
Helicoverpa armigera SNPV Cin izolan 1073 HQ246108

Helicoverpa gelotopoeon SNPV Arjantin izolan KP340515
. {H&hcm erpa zea SNPV Teksasizolan 1578 HQ246115
2 ' Helicoverpa armigera SNPV Giiney Afrikaizolati 1186 HQ246112

Helicoverpa armigera SNPV Sudan izolan 75 HQ246098
—IEHehcm erpa armigera SNPV Hindistan izolat 126 HQ246099
1 Helicoverpa armigera SNPV Polonya izolat 138 HQ246100

' Helicoverpa armigera MNPV Polonyaizolat 120 HQ246040
Helicoverpa armigera MNPV Hindistan izolat 443 HQ246042
o Helicoverpa armigera MNPV Rusya izolat 3154 HQ246047
Helicoverpa armigera MNPV Cin 1zolat1 1072 HQ2 46044
@ HearNPV-S82
—|_|: @ HearNPV-01

@ HearNPV-02

Helicoverpa armigera GV EU255577

Sekil 22. Helicoverpa/Heliothis NPV’lerin polh, lef8, lef9 genlerine gore filogenetik
analizleri

Farkli Helicoverpa/Heliothis tiirlerinden elde edilen Helicoverpa/Heliothis NPV
izolatlarmin birbirlerinin varyanti olup olmadiginin belirlenmesi i¢in polh, lef8 ve lef9
genlerine ait niikleotit dizileri pespese siraland1 ve filogenetik analizde kullanilan diger
Heliothis NPV izolatlar1 ile birlikte Kimura-2 parametre analizi yapildi. Tiim Heliothis
SNPV o6rnekleri arasinda 0.050’den kiigiik bir fark oldugu goriildiigi igin hepsinin H.
armigera SNPV varyantlari olduklari belirlendi (Tablo 14).



Tablo 14. Helicoverpa/Heliothis NPV 6rneklerinin kismi polh, lef8, 1ef9 gen bolgelerine gore Kimura-2 analizi

© 00 N oo o b~ W N -

e =
N R O

el el
obhw

ol
~N o

HearNPV-TR
HearNPV-O1
HearNPV-02
HearNPV-S1
HearNPV-S2
HQ246040
HQ246042
HQ246047
HQ246044
HQ246098
KP340515
HQ246099

HQ246100
HQ246108
HQ246112

HQ246115
EU255577

1

0.468
0.468

0.002
0.468
0.468
0.468
0.468
0.468
0.006
0.009
0.006

0.006
0.002
0.004

0.002
0.613

2

0.009
0.463
0.002
0.004
0.004
0.006
0.004
0.472
0.459
0.473

0.473
0.463
0.472

0.459
0.608

3

0.463
0.006
0.002
0.006
0.006
0.004
0.472
0.459
0.473

0.473
0.463
0.472

0.459
0.608

4

0.463
0.463
0.463
0.463
0.463
0.034
0.027
0.034

0.034
0.025
0.041

0.027
0.613

5

0.006
0.002
0.002
0.002
0.472
0.459
0.473

0.473
0.463
0.472

0.459
0.608

6

0.006
0.002
0.002
0.472
0.459
0.473

0.473
0.463
0.472

0.459
0.608

7

0.004
0.004
0.472
0.459
0.473

0.473
0.463
0.472

0.459
0.608

8

0.004
0.472
0.459
0.473

0.473
0.463
0.472

0.459
0.608

9

0.472
0.459
0.473

0.473
0.463
0.472

0.459
0.608

10

0.018
0.004

0.004
0.022
0.025

0.018
0.613

11

0.018

0.018
0.009
0.016

0.009
0.613

12

0.002
0.022
0.025

0.018
0.613

13 14 15 16

0.022
0.025 0.020

0.018 0.009 0.016
0.613 0.613 0.613 0.613
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3.3.2. Viriis Izolatlarinin Restriksiyon Endoniikleaz Profilleri

Helicoverpa/Heliothis NPV izolatlarinin hem yaklagik genom biiyiikliiklerinin
belirlenmesi hem de restriksiyon profilleri arasinda farklilik olup olmadiginin belirlenmesi
icin DNA’lar1 Kpnl enzimi kullanilarak kesildi. Kesim reaksiyonu sonucunda, Kpnl
enziminin HearNPV-O1, O2 ve S2 izolatlari i¢in 9, TR ve S1 izolatlari i¢in ise 6 fragment
olusturdugu tespit edildi (Sekil 23).

Bantlarin biiyiikliikleri A DNA/Hindlll kesim markir ve 1 kb’lik markir esas alinarak
hesaplandi. Hesaplamalar sonucunda viral genom biiyiikliiklerinin birbirine yakin (129.9-
130.4) oldugu, ancak SNPV (HearNPV-TR ve S1) ve MNPV (HearNPV-O1, O2 ve S2)
izolatlarmin kesim bolgelerinin birbirlerinden farkli oldugu belirlendi (Tablo 15).

‘ HearNPV- HearNPV- HearNPV- HearNPV- HearNPV-
M1 M2 M3 TR s1 o1 02 S2

A A
45679 B— 3
C — DE

D F
—

23130

o oo o

9416
G

E E H

6557

4361 |

2823

2322
2027

500

Sekil 23. Helicoverpa/Heliothis NPV izolatlarinin Kpnl restriksiyon endoniikleaz profilleri.
M1: 1 kb markir, M2: 2 DNA/Hindlll, M3: » DNA/Narl.
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Tablo 15. Helicoverpa/Heliothis NPV izolatlarinin restriksiyon fragmentleri

Fragment HearNPV- HearNPV- HearNPV- HearNPV- HearNPV-
TR S1 O1 02 S2
A 54.0 54.0 31.0 31.0 31.0
B 36.0 34.5 24.0 24.0 24.0
C 24.0 25.0 20.0 20.0 20.0
D 9.5 9.5 15.0 15.0 15.0
E 6.0 6.0 12.0 12.0 12.0
F 0.9 0.9 10.0 10.0 10.0
G 8.0 8.0 8.0
H 6.0 6.0 6.0
| 4.0 4.0 4.0
Toplam 130.4 kb 129.9 kb 130.0 kb 130.0 kb 130.0 kb

3.4. Viriis izolatlarmin Viriilans Ozellikleri

Elde edilen Helicoverpa/Heliothis NPV izolatlarinin {ilkemizdeki 2. doénem

Helicoverpa/Heliothis tiirleri tizerindeki viriilans etkisinin belirlenmesi ve en etkili izolatin

secilmesi i¢in ilk Once tarama testleri yapildi. On dort giinliik enfeksiyon sonunda O1, O2,

S1, TR ve S2 izolatlarinin Helicoverpa/Heliothis tiirleri tizerindeki viriilans etkileri
sirastyla su sekildedir: %78, %72, %70, %94, %68 (H. armigera), %73, %72, %70, %92,
%94 (H. peltigera), %63, %58, %60, %83, %80 (H. nubigera) ve %64, %57, %60, %80,
%78 (H. viriplaca) (Sekil 24) (Eroglu vd., 2019). Elde edilen sonuglara gore iilkemizde

bulunan dort Helicoverpa/Heliotis tiirii tizerinde en etkili olan viral izolatinin HearNPV-

TR oldugu belirlendi ve bundan sonraki doz denemesi, genom analizi ve formiilasyon

caligmalarina bu izolat ile devam edildi.
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Sekil 24. Helicoverpa/Heliothis NPV izolatlarinin yesilkurt larvalari tizerindeki tarama
testleri

HearNPV-TR izolatmimn 6 farkli konsantrasyonu (1 x 10°, 1 x 10%, 1 x 10°, 1 x 10°%, 1
x 10" ve 1 x 10® PIB/ml) hazirlanarak 2. donem Helicoverpa/Heliothis larvalari iizerinde
test edildi. Tiim tiirlerde, virlis konsantrasyonu arttik¢a 6liim oranlarinin da paralel sekilde
arttig1 gozlendi (Sekil 25). On dort giin sonra, canli kalan larvalarin pupaya girdigi ve ergin
hale geldigi gozlendikten sonra deney sonlandirildi. En yiliksek virtilans 1 X 10° PIB/mlI
dozunda sirastyla %98 (H. armigera), %93 (H. peltigera), %88 (H. nubigera) ve %87 (H.
viriplaca) olarak belirlendi. LCsq degerleri ise sirasiyla 1.5 x 10° (H. armigera), 4.1 x 10°
(H. peltigera), 3.9 x 10* (H. nubigera) ve 5.2 x 10* (H. viriplaca) olarak hesaplandi (Tablo

16).
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Sekil 25. HearNPV-TR izolatinin yesilkurt larvalari tizerindeki doz denemeleri

Tablo 16. HearNPV-TR izolatinin yesilkurt larvalari izerindeki doz denemeleri

N I

-
o
-

t

i

bt

bt

Kontrol

10’
10°
10°

10°
Kontrol

Tiir Mortalite L Cso (FL, %95) Egim + SE v df

H. %98 1.5 x 10° 0.40 = 0.06 1.6 2
armigera

H. peltigera %93 4.1 x10° 0.45 + 0.06 1.8 2

H. nubigera %88 3.9 x 10° 0.50 + 0.08 2.0 2

H. viriplaca %87 5.2 x 10° 0.55 + 0.08 2.2 2

FL: Giiven arahigi, SE: Standart hata, df: Serbestlik derecesi, xz: Ki-kare. Tek yonli
varyans analizi ve Tukey ¢oklu karsilagtirma metodu kullanildi.
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3.5. Genom Analizi

3.5.1. DNA ekstraksiyonu ve Konsantrasyon Tayini

Viral genomik DNA ekstraksiyonu sonucunda elde edilen DNA’nin yogunlugu
nanodrop cihazinda 82 ng/ul olarak, saflik anlaminda 260/280 orani ise 1.81 olarak
belirlendi. Ayrica, %0.7’lik agaroz jelde 30 dakika 80 voltta yiiriitiillerek jeldeki goriintiisii
elde edildi (Sekil 26a). DNA, ilgili firmaya gonderildi ve firma tarafindan %1°lik agaroz
jelde 30 dakika, 100 voltta elektroforez edilerek safliginin analize uygun oldugu teyit
edildi (Sekil 26b).

1kb  Kontrol Ornek
markir

10000
6000
3000
1500
1000

500

Sekil 26. Genomik DNA dizileme i¢in hazirlanan DNA’nin agaroz jel
analizi. a. Bizim tarafimizdan, b. Firma tarafindan.

3.5.2. Viral Genomun Biyoinformatik Analizi

3.5.2.1. A¢ik Okuma Zincirleri (ORF)

DNA dizi analizi sonucunda HearNPV-TR’nin toplam genomu 130,691 kb (Erisim
numarast: MK507817), GC igerigi ise %38.9 olarak belirlendi. Genomdaki 50
aminoasitten fazla biiyiikliige sahip olan 137 ORF’nin yeri, halkasal genom haritasinda
gosterildi (Sekil 27). Genomda bulunan 137 ORF’nin 69 tanesinin saat yoniinde, 68
tanesinin de bunlarin tersi yonde oldugu belirlendi (Eroglu vd., 2020).



ORF 134 gene, 134 CDS (pif-2),0RF 135 gene, +1

802 CDS (p78/83),0RF 662 gene, 863 CDS (pk-1),0RF 883 gene, +2

ORF 131 hypothetical gene ‘ QRF 906 hypothetical gene, 888 CDS (ie-0),+3
ORF 128 gene 128 CDS (egt)

ORF 125 gene, 125 CDS (38.7k protein)

@11 CDS (odv-ec27),0RF @11 gene 014 CDS (ie-1), +1
ORF @15 gene 015 CDS (pif-5/odv-e56).+2
ORF 122 gene, 122 CDS (calyx/pep)

ORF 619 gene, 819 CDS (pif-6/p74)
AsiSI
ORF 117 hypothetical gene o= B
hr5 repeat region, Bsu36l

924 CDS (DNA binding protein),+1
Pfol

ORF 114 gene, 115 CDS (alk-exo0),+1 hrl repeat region
114 CDS (fef)
ORF 112 gene, 112 CDS (pif-1)

ORF 108 hvpothetical gene
ORF 108 gene 106 CDS (bro-b)

ORF 831 gene, 831 CDS (3%9k

ORF 834 hypothetical gene
935 CDS 7

ORF @35 gene

838 CDS (lef-8)

ORF 938 gene MauBIL

241 CDS (chitinase) ORF 841 gene, +1

ORF @844 hypothetical gene
ORF 847 gene

847 CDS (vp1054)

31

HearNPV-TR

ORF 101 hypothetical gene 130691 bp

hrd repest region

ORF 897 gene

@57 CDS (odv-e66)
895 CDS (odv-ecd43), ORF 895 gene

993 CDS (vp8@),0RF 893 gene Bbv(I
090 CDS (p4Q),0RF 090 gene, +2
ORF 887 gene, 887 CDS (38k),+3

BbvCI
ORF 085 gene 085 CDS (helicase) @65 CDS (lef-3),0RF @65 gene
988 CDS (lef-4),0ORF 888 gene, Stul
@76 CDS (pif-8/vp91/p95),0RF @78 gene, ORF @78 gene,+3

ORF @88 gene, @66 CDS (desmoplakin),+2
ORF 0871 gene
871 CDS (v1f-1),873 CDS (gpd41),0RF 873 gene

855 CDS (1ef-9),0RF 855 gene

ORE @56 gene, 056 CDS (cathepsin),Ascl
hr2 repeat region

Sekil 27. HearNPV-TR ’nin halkasal genom haritas1

79
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3.5.2.2. Genlerin Adlandirilmasi

HearNPV-TR’nin tiim ORF’leri Alfabakiiloviriis sinifinin tip tiirii olan AcMNPV,
Betabakiiloviriislerin tip tiirii olan CpGV ve H. armigera NPV’lerden HasNPV, HaSNPV-
C1, HaSNPV-G4 ve HaSNPV-AU izolatlarinin genomlarindaki ORF’ler ile karsilastirildi
(Tablo 17). HearNPV-TR’nin 98 ORF’sinin fonksiyonu, referans olarak kiyaslanan
genomlar ile homoloji gosterdi. Kalan 39 ORF’nin ise fonksiyonu bilinmediginden dolay1
varsayilan olarak adlandirildi. HearNPV-TR genomunda, tiim bakiiloviriislerde olmak
zorunda olan 38 kor genin bulundugu da tespit edildi. HearNPV-TR’nin genom biiyiikligii
diger Helicoverpa NPV genomlar ile kiyaslandiginda HasNPV genomundan 890 bp daha
biiyiik oldugu, HaSNPV-C1, HaSNPV-G4 ve HaSNPV-AU genomlarindan ise sirastyla 68
bp, 714 bp ve 301 bp daha kiiciik oldugu goriildii. Toplam genom benzerliklerine
bakildiginda ise, HearNPV-TR ile HasNPV ve HaSNPV-C1 genomlari ile %98, HaSNPV-
G4 ve HaSNPV-AU genomlari ile de %99 benzerlik gosterdigi goriildii.



Tablo 17. HearNPV-TR genomunun ORF pozisyonlari

ORF numaralari (% aa benzerligi)

ORF | Isim Pozisyon Boyut | Boyut | AcCMNPV HasNPV HaSNPV-C1 | HaSNPV-G4 | HaSNPV-AU CpGV
(nt) (aa) L22858 | MG569706 AF303045 AF271059 JN584482 NC_002816

1 polh 15741 741 247 8 (86) 1(99) 1(99) 1(99) 1(99) 1(57)
2 p78/83 7381988 1251 417 9 (27) 2 (95) 2 (94) 2 (96) 2 (96) 51 (34)
3 pk-1 1937—2806 870 290 10 (39) 3 (100) 3(99) 3(99) 3(100) 3(37)
4 hoar 29294908 1980 660 4 (92) 4 (94) 4 (91) 4 (92)
5 varsayilan 5042—5218 177 59 5 (95) 5 (95)
6 varsayilan 5364—6245 882 294 5 (95) 6 (95) 6 (95) 6 (94)
7 varsayilan 64556616 162 54 7 (90) 7 (100) 7 (96)
8 ie-0 6604—7461 858 286 141 (33) 6 (98) 8 (98) 8 (98) 8 (98)
9 p49 7478—8884 1407 469 142 (50) 7(99) 9 (99) 9 (99) 9 (99) 15 (34)
10 | odv-el8 8895—9140 246 82 143 (75) 8 (100) 10 (100) 10 (99) 10 (100) 14 (46)
11 | odv-ec27 9155—10009 855 285 144 (50) 9 (99) 11 (99) 11 (100) 11 (99) 97 (29)
12 | acl4b 10002—10331 330 110 145 (48) 10 (100) 12 (100) 12 (100) 12 (100) 9 (42)
13 | acld6 1035810969 612 204 146 (29) 11 (97) 13 (97) 13 (98) 13 (98)
14 |ie-l 1097212957 | 1986 | 662 | 147 (34) | 12 (95) 14 (96) 14 (97) 14 (97) 722
15 | pif-5/0dv-e56 | 1301114075 | 1065 | 355 | 148 (52) | 13 (97) 15 (97) 15 (97) 15 (97) 18 (44)
16 | me53 14236—15315 1080 360 139 (24) 14 (99) 16-17 (98) 16-17 (98) 16 (98)
17 | varsayilan 15318—15485 168 56 15 (95) 18 (95) 18 (95) 17 (95)
18 | varsayilan 1553815819 282 94 16 (94) 19 (94) 19 (94) 18 (94)
19 | pif-0/p74 15825—17906 2082 694 138 (53) 17 (99) 20 (99) 20 (98) 19 (99) 60 (40)
20 | pl0 1795918267 309 103 21 (98) 21 (98) 20 (98)

99



Tablo 17’nin devami

21 | P26 1830519108 804 268 136 (35) 19 (99) 22 (99) 22 (99) 21 (99)
22 | varsayilan 19220—19423 204 68 23 (99) 22 (99)
23 | lef-6 1950020063 564 188 28 (32) 20 (99) 24 (99) 24 (99) 23 (99)
24 | DNA 2007721048 972 324 25 (32) 21 (100) 25 (100) 25 (100) 24 (100)
baglanma
proteini
25 | ac26 21192—21668 477 159 26 (37) 22 (99) 26 (99) 26 (99) 25 (99)
hrl tekrar 21669-23932 2264
bolgesi
26 | varsayilan 23838—23990 153 51
27 | varsayilan 2393324700 768 256 34 (37) 23 (100) 27 (100) 27 (99) 26 (99)
28 | ubikuitin 24540—24791 252 84 35 (75) 24 (100) 28 (100) 28 (100) 27 (100) 54 (78)
29 | varsayilan 24837—25361 525 175 25 (100) 29 (100) 29 (100) 28 (100)
30 | lese-25 25381—25953 573 191 26 (99) 30 (99) 30 (99) 29 (98)
benzeri
protein
31 | 39/pp31 2601726952 936 312 36 (34) 27 (99) 31 (99) 31 (99) 30 (99)
32 | lef-11 2691827370 453 151 28 (98) 32 (98) 32 (98) 31 (98) 58 (38)
33 | ac38 benzeri | 2727027986 717 239 38 (52) 29 (99) 33 (99) 33(99) 32 (99) 69 (44)
protein
34 | varsayilan 28217—29293 1077 359 30 (98) 34 (98) 34 (98) 33(97)
35 | pa7 2936730605 1239 413 40 (54) 31 (99) 35 (99) 35 (98) 34 (99) 68 (44)
36 | lef-12 30678—31349 672 224 41 (31) 32 (97) 36 (97) 36 (97) 35 (97)
37 | ac43 31435—31677 243 81 43 (33) 33 (96) 37 (96) 37 (96) 36 (96)
38 | lef-8 3167434379 2706 902 50 (62) 34 (99) 38 (99) 38 (99) 37 (99) 131(50)
39 | varsayilan 34330—35010 681 227 35 (99) 39 (99) 39 (99) 38 (100)
40 | varsayilan 35007—35303 297 99 36 (90) 40 (90) 40 (90) 39 (94)
41 | kitinaz 3531137038 1728 576 126 (66) 37 (99) 41 (98) 41 (98) 40 (99) 10 (59)

L9



Tablo 17’nin devami

42 | ach2 3711537660 546 182 52 (27) 38 (99) 42 (99) 42 (99) 41 (99)
43 | ach3 37758—38186 429 143 53 (43) 39 (99) 43 (99) 43 (100) 42 (100)
44 | varsayilan 3819339329 1137 379 40 (99) 44 (100) 44 (100) 43 (99)
45 | varsayilan 3933739576 240 80 41 (100) 45 (100) 45 (100) 44 (100)
46 | lef-10 39494—39739 246 82 53a (38) 42 (99) 46 (99) 46 (100) 45 (100)
47 | vpl054 39612—40664 1053 351 54 (41) 43 (99) 47 (99) 47 (99) 46 (98) 138 (29)
48 | varsayilan 40784—40990 207 69 44 (100) 48 (100) 48 (100) 47 (100)
49 | ach6 40991—41185 195 65 56 (37) 45 (100) 49 (100) 49 (100) 48 (98)
50 | ach7 41471—41962 492 164 57 (42) 46 (100) 50 (99) 50 (99) 49 (99)
51 | ac59 4204342525 483 161 59 (46) 47 (100) 51 (99) 51 (97) 50 (97)
52 | chaB 4253742806 270 90 60 (42) 48 (100) 52 (99) 52 (99) 51 (99) 26 (24)
53 | fp 4301843728 711 237 61 (63) 49 (100) 53 (100) 53 (100) 52 (98) 118 (34)
54 | varsayilan 43801—44028 228 76 54 (100) 54 (100) 53 (98)
55 | lef-9 44138—45697 1560 520 62 (64) 50 (100) 55 (100) 55 (99) 54 (99) 117 (55)
56 | katepsin 4578146884 1104 368 127 (46) 51 (100) 56 (99) 56 (99) 55 (100) 11 (41)
57 | varsayilan 46925+47530 606 202 52 (99) 57 (99) 57 (99) 56 (99)
58 | gp37 4758348422 840 280 64 (60) 53 (99) 58 (99) 58 (99) 57 (99) 13 (42)
hr2 tekrar 48423-49571 1149
bolgesi
59 | bro-a 49572—49997 426 142 54 (86) 60 (86) 60 (86) 58 (86)
hr3 tekrar 50087-50800 714
bolgesi
60 | varsayilan 5160551811 207 69
61 | he65 51860—52588 729 243 105 (34) 55 (99) 61 (100) 61 (100) 59 (100)
62 | iap-2 5266453416 753 251 71 (31) 56 (99) 62 (99) 62 (99) 60 (99) 94 (30)
63 | varsayilan 5346454309 846 282 69 (42) 57 (99) 63 (99) 63 (99) 61 (99)
metil

transferaz

89



Tablo 17’nin devami

64 | pif-6 5425754658 402 134 68 (47) 58 (100) 64 (100) 64 (100) 62 (99) 114 (34)
65 | lef-3 54669—55817 1149 383 67 (25) 59 (99) 65 (99) 65 (99) 63 (99)
66 | desmoplakin | 5592458281 2358 786 66 (29) 60 (99) 66 (99) 66 (99) 64 (99)
67 | dnapol 58312—61374 3063 1021 | 65 (46) 61 (99) 67 (99) 67 (99) 65 (99) 111 (37)
68 |ac74 6145161924 474 158 74 (26) 62 (100) 68 (100) 68 (100) 66 (100)
69 | varsayilan 6197562367 393 63 (100) 69 (100) 69 (100) 67 (100)
70 | ac76 62364—62621 258 86 76 (40) 64 (100) 70 (100) 70 (100) 68 (100) 107 (38)
71 | vif-1 62662—63900 1239 413 77 (74) 65 (100) 71 (99) 71 (100) 69 (99) 106 (33)
72 | ac’8 6391364257 345 115 78 (42) 66 (100) 72 (100) 72 (100) 70 (100)
73 | gp4l 6431465282 969 323 80 (59) 67 (100) 73 (100) 73 (100) 71 (100) 104 (35)
74 | ac8l 6521265976 765 255 81 (52) 68 (100) 74 (100) 74 (99) 72 (99) 103 (49)
75 | telokin 6581066487 678 226 82 (34) 69 (100) 75 (99) 75 (99) 73 (99)

benzeri

protein
76 | pif-/vp91/p95 | 66417—68867 2451 817 83 (40) 70 (99) 76 (99) 76 (99) 74 (99) 101 (31)
77 varsayilan 68870—69046 177 59
78 | cg30 6901269926 915 305 88 (27) 71 (99) 77 (99) 77 (99) 75 (99)
79 | vp39 6995270833 882 294 89 (43) 72 (99) 78 (100) 78 (100) 76 (100) 96 (32)
80 | lef-4 70790—72217 1428 476 90 (44) 73 (99) 79 (99) 79 (100) 77 (99) 95 (32)
81 |p33 7227073034 765 255 92 (53) 74 (100) 80 (100) 80 (100) 78 (100) 93 (40)
82 | pl8 72994—73524 531 177 93 (55) 75 (100) 81 (100) 81 (100) 79 (100) 92 (35)
83 | odv-e25 73570—74262 693 231 94 (42) 76 (100) 82 (100) 82 (100) 80 (100) 91 (52)
84 | varsayilan 7429474776 483 161 77 (96) 83 (96) 83 (96) 81 (95)
85 | helikaz 7479578556 3762 1254 | 95 (42) 78 (99) 84 (99) 84 (99) 82 (99) 90 (35)
86 | pif-4 78513—79034 522 174 96 (48) 79 (100) 85 (100) 85 (99) 83 (99) 89 (41)
87 |38k 7909380178 1086 362 98 (44) 80 (99) 86 (99) 86 (99) 84 (99) 88 (39)
88 | lef-5 79954—80901 948 316 99 (43) 81 (100) 87 (100) 87 (100) 85 (100) 87 (38)
89 | p6.9 8089581203 309 103 82 (88) 88 (94) 88 (94) 86 (94)

69



Tablo 17’nin devami

90 | p40 8126882377 1110 370 101 (40) 83 (99) 89 (99) 89 (99) 87 (99) 85 (26)
91 | varsayilan 8242382791 369 123 84 (99) 90 (99) 90 (99) 88 (99)
92 | p45/p48 8279183924 1134 378 103 (50) 85 (99) 91 (99) 91 (99) 89 (99) 83 (37)
93 | vp80 84020—85837 1818 606 86 (99) 92 (99) 92 (99) 90 (99)
94 | pif-7 85834—86010 177 59 110 (32) 93 (98) 93 (98) 91 (98)
95 | odv-ec43 86025—87110 1086 362 109 (52) 87 (99) 94 (99) 94 (99) 92 (99) 55 (33)
96 | pif-9/ac108 87156—87440 285 95 108 (47) 88 (100) 95 (100) 95 (100) 93 (100)
97 | odv-e66 8750789525 2019 673 46 (43) 89 (99) 96 (99) 96 (99) 94 (99) 37 (44)
98 |pl3 8954690376 831 277 90 (99) 97 (99) 97 (99) 95 (99) 47 (51)
hr4 tekrar 89300-92545 3246
bolgesi
99 | pif-3 93623—94222 600 200 115 (43) 91 (100) 98 (100) 98 (100) 96 (100) 35 (35)
100 | varsayilan 94226—94582 357 119 92 (95) 99 (94) 99 (94) 97 (94)
101 | varsayilan 94678—96210 1533 511 93 (99) 100 (99) 100 (99) 98 (99)
102 | acl06 96289—97050 762 254 106 (47) 94 (99) 101 (99) 101 (99) 99 (98) 52 (39)
103 | varsayilan 97067—97399 333 111 95 (97) 102 (97) 102 (97) 100 (97)
104 | iap-3 9745698262 807 269 27 (34) 96 (97) 103 (97) 103 (97) 101 (97) 17 (38)
105 | varsayilan 08259«+-98552 294 98 104 (100) 104 (100) 102 (100)
106 | bro-b 98518100023 | 1506 502 2 (36) 97 (99) 105 (99) 105 (99) 103 (99)
107 | sod 100173—100652 | 480 160 31 (76) 98 (99) 106 (99) 106 (98) 104 (99) 59 (63)
108 | varsayilan 100659—102032 | 1374 458 99 (97) 107 (97) 107 (97) 105 (97)
109 | varsayilan 102067102645 | 579 193 100 (98) 108 (98) 108 (99) 106 (99)
110 | varsayilan 102766—103161 | 396 132 101 (98) 109 (98) 109 (98) 107 (98)
111 | acll? 103139—103447 | 309 103 117 (33) 102 (100) 110 (100) 110 (100) 108 (100)
112 | pif-1 103515—105101 | 1587 529 119 (47) 103 (99) 111 (99) 111 (99) 109 (99) 75 (33)
113 | varsayilan | 105098105334 | 237 79 112 (97) 112 (97) 110 (97)
114 | fof 105357106262 | 906 302 32 (28) 104 (97) 113 (97) 113 (98) 111 (98) 123 (23)
115 | alk-ekzo 106395107675 | 1281 | 427 | 133 (41) | 105 (98) 114 (97) 114 (97) 112 (97) 125 (36)

0.
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116 | varsayilan 107695108084 | 390 130 106 (98) 115 (98) 115 (97) 113 (97)
hr 5 tekrar 107012-109435 2424
bolgesi
117 | varsayilan 110513111439 | 927 309 107 (98) 115a (97) 115a (98) 114 (98)
118 | aclll 111638—111853 | 216 72 111 (36) 108 (97) 116 (99) 116 (99) 115 (99)
119 | lef-2 111962112675 | 714 238 | 6 (41) 109 (96) | 117 (96) 117 (96) 116 (99) 41 (27)
120 | p24 113036—113779 | 744 248 129 (32) 110 (99) 118 (99) 118 (99) 117 (99) 71 (36)
121 | gpl6 113837—114127 | 291 97 111 (98) 119 (98) 119 (98) 118 (98)
122 | kaliks/pep 114179—115201 | 1023 341 131 (30) 112 (100) 120 (99) 120 (99) 119 (100)
123 | varsayilan 115253 —115744 | 492 164 113 (99) 121 (99) 121 (99) 120 (97)
124 | odv-c21 115874—116464 | 591 197 114 (97) 122 (96) 122 (97) 121 (97)
125 | 38.7k protein | 116508—117671 | 1164 388 13 (30) 115 (95) 123 (95) 123 (95) 122 (94)
126 | lef-1 117673118410 | 738 246 | 14 (38) 116 (98) 124 (98) 124 (98) 123 (97) 74 (40)
127 | varsayilan | 118385118822 | 438 146 117 (92) 125 (92) 125 (89) 124 (92)
128 | egt 118967—120514 | 1548 516 15 (44) 118 (98) 126 (98) 126 (98) 125 (98) 141 (42)
129 | varsayilan 120672—121292 | 621 207 119 (99) 127 (99) 127 (99) 126 (99)
130 | varsayilan 121243—122043 | 801 267 120 (99) 128 (98) 128 (98) 127 (98)
131 | varsayilan 122113124947 | 2835 945 121 (97) 129 (97) 129 (97) 128 (97)
132 | pkip-1 125285—125794 | 510 170 122 (99) 130 (99) 130 (96) 129 (99)
133 | arif-1 125912126709 | 798 266 21 (26) 123 (98) 131 (98) 131 (97) 130 (98)
134 | pif-2 126981—128132 | 1152 384 22 (61) 124 (98) 132 (99) 132 (99) 131 (98) 48 (48)
135 | f-protein 128173130206 | 2034 678 125 (99) 133 (99) 133 (99) 132 (99) 31 (27)
136 | varsayilan 130348130893 | 546 182 126 (100) 134 (100) 134 (99) 133 (100)
137 | varsayilan 131075—131662 | 588 196 127 (100) 135 (98) 135 (97) 134 (98)

TL
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3.5.2.3. Homolog Tekrar Bolgeleri

Gen olarak kabul edilmeyen homolog tekrar bolgeleri (hrs), bakiiloviriislerde yaygin
olarak bulunmaktadir. HearNPV-TR genomunda uzunluklari sirasiyla 2264 bp, 1149 bp,
714 bp, 3246 bp ve 2424 bp olan 5 adet hrs bolgesi oldugu belirlendi. HearNPV-TR
genomundaki hrl, hr2 ve hr4 bolgelerinin HasNPV, C1, G4 ve AU genomlarindaki hrs
bolgeleri ile %97-99 oraninda yiiksek benzerlik gosterdigi ancak, hr3 (%87-89) ve hr5
bolgelerinin (%77-89) diisiik benzerlik gosterdigi belirlendi.

3.5.2.4. Fonksiyonel Genlerin Tespiti

HearNPV-TR genomunda bulunan genler fonksiyonlarma gore replikasyon,
transkripsiyon, yapisal, yardimci, beslenmeden sorumlu, bilinmeyen ve digerleri olmak
tizere 7 gruba ayrildi (Tablo 18).

HearNPV-TR’nin genomunda replikasyondan sorumlu 9 gen oldugu belirlendi. Bu
genlerden 4 tanesi (dnapol ORF67, helikaz ORF85, lef-2 ORF119 ve lef-1 ORF126) kor
gendir. Geri kalan 5 gen ise (ie-1 ORF14, me53 ORF16, dbp ORF24, lef-11 ORF32 ve lef-
3 ORF65) bakiiloviriislerde korunmus olan genlerdendir.

Bakiiloviriislerde replikasyondan sorumlu oldugu bilinen helikaz-2, dna-ligaz,
dUTPaz, RNaaz reduktaz-1, RNaaz reduktaz-2, pcna, lef-7, ie-2 ve pe38 (Lauzon vd.,
2004) genleri HearNPV-TR ’nin genomunda bulunmamaktadir.

Bakiiloviriislerde transkripsiyondan sorumlu oldugu bilinen tiim genler HearNPV-
TR’nin genomunda mevcuttur. Bu genlerden 6 tanesi (p47 ORF35, lef-8 ORF38, lef-9
ORF55, vif-1 ORF71, lef-4 ORF80 ve lef-5 ORF88) kor gendir.

Viriisiin paketlenmesi ve salinmasi gibi gérevlerden sorumlu olan yapisal genlerden
19 tanesi genomda bulunmaktadir. Diger bakiiloviriislerde olan vef-1, vef-2, vef-3, gp50 ve
gp64 adli yapisal genler ise HearNPV-TR nin genomunda bulunmamaktadir.

Hiicre dongiisii ve konak proteinleri ile etkilesimden sorumlu olan 8 yardimci gen
genomda yer almaktadir ve bunlardan sadece alk-ekzo geni kor gendir. Genomda
bulunmayan yardimci genler ise ptp-1, ptp-2, ctl-1 ve ctl-2 genleridir.

Agizdan enfeksiyondan sorumlu olan pif genlerinin hepsi (pif-0 — pif-9) kor gendir

ve genomda bulunmaktadir.
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Bakiiloviriislerde programlanmis hiicre 6limiinii engelleyen toplam 5 gen vardir
(Roulston vd., 1999). Ayni1 zamanda bu genler, izolatin konak spektrumu i¢in de dnemlidir
(Wu vd., 2016). Bu genlerden yalnizca 2 tanesi (iap-2 ORF62 ve iap-3 ORF104) genomda
mevcuttur. Ayrica, genomda bulunan kor genlerden 11 tanesinin gérevi bilinmemektedir.

Bakiiloviriis tekrar genleri (bro), bazt omurgasiz DNA viriislerinde, ozellikle
bakiiloviriislerde yaygin olarak bulunur (Bideshi vd., 2003). Konak DNA replikasyonu ve
transkripsiyonu iizerinde etkili olan DNA baglanma proteinlerini igerir (Zemskov vd.,
2000). HearNPV-TR genomunda, biyiikliikleri 142 aa (bro-a) ve 502 aa (bro-b) olan 2

adet bro geni vardir.

Tablo 18. HearNPV-TR genomundaki fonksiyonel genlerin siniflandirilmasi

Gen fonksiyonu | HearNPV-TR genomunda mevcut | HearNPV-TR genomunda

olan genler mevcut olmayan genler
Replikasyon ie-1 (ORF14), me53 (ORF16), helikaz-2, dna-ligaz,
dbp (ORF24), lef-11 (ORF32) dUTPaz, RNaz rediiktaz-1,
lef-3 (ORF65), dnapol (ORF67), RNaz reduktaz-2, pcna,
helikaz (ORF85), lef-2 (ORF119), lef-7, ie-2, pe38
lef-1 (ORF126)
Transkripsiyon ie-0 (ORF8), lef-6 (ORF23),

39k/pp31 (ORF31), p47 (ORF35),
lef-12 (ORF36), lef-8 (ORF38),
lef-10 (ORF46), lef-9 (ORF55),
he65 (ORF61),
varsayilan met transf. (ORF63),
vif-1 (ORF71), lef-4 (ORF80),
lef-5 (ORF88), pkip-1 (ORF132)

Yapisal proteinler polh (ORF1), p78/83 (ORF2), vef-1, vef-2, vef-3,
pk-1 (ORF3), odv-e18 (ORF10), gp50, gp64
odv-ec27 (ORF11), p10 (ORF20),
vp1054 (ORF47), fp (ORF53),
gp37 (ORF58), gp4l (ORF73),
vp39 (ORF79), odv-e25 (ORF83),
p6.9 (ORF89), odv-e66 (ORF97),
p24 (ORF120), gp16 (ORF121),
kaliks (ORF122), odv-c21

(ORF124),
f protein (ORF135)
Yardimci genler ubikuitin (ORF28), kitinaz ptp-1, ptp-2,
(ORF41), ctl-1, ctl-2

katepsin (ORF56), sod (ORF107),
fgf (ORF114), alk-ekzo (ORF115),
egt (ORF128), arif-1 (ORF133)
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Agizdan
enfeksiyondan
sorumlu genler

pif-5/0dv-e56 (ORF15), pif-0/p74
(ORF19),
pif-6 (ORF64), pif-8/vp91/p95
(ORF76),
pif-4 (ORF86), pif-7 (ORF94),
pif-9/ac108 (ORF96), pif-3 (ORF99),
pif-1 (ORF112), pif-2 (ORF134)

Apoptozis iap-2 (ORF62), iap-3 (ORF104) iap-1, iap-4, p35/ac135
inhibitor genleri
Gorevi p49 (ORF9), acl45 (ORF12), ac4, acb, ac7, acll,

bilinmeyen genler

acl46 (ORF13), ac26 (ORF25),
lese25 (ORF30), ac38 (ORF33),
ac43 (ORF37), ac52 (ORF42),
ac53 (ORF43), ac56 (ORF49),
ac57 (ORF50), ac59 (ORF51),
chaB (ORF52), desmoplakin
(ORF66),
ac74 (ORF68), ac76 (ORF70),
ac78 (ORF72), ac81 (ORF74),
telokin (ORF75), p33 (ORF81),
pl8 (ORF82), 38k (ORF87),
p40 (ORF90), p48/p45 (ORF92),
odv-ec43 (ORF95), pl13 (ORF98),
acl06 (ORF102), ac117 (ORF111),
aclll (ORF118), 38.7k protein
(ORF125)

acl2, acl3, acl7, acls,
acl19,ac29, ac30, ac33,
ac34, ac39, ac44, ac45,
achb, ach8, ac63, ac70,
ac72,ac’73, ac75, ac84,
ac85, ac87, ac91, ac97,
ac107, ac110, ac112,
acll13, acl14, ac116,
acl18, ac120, ac121,
acl?22, acl24, ac132,
acl140, ac149, ac150,
acl52, aclb4

Diger genler

varsayilan (ORF5, ORF6, ORF7,
ORF17, ORF18, ORF22, ORF26,
ORF27, ORF29,0RF34, ORF39,
ORF40, ORF44, ORF45, ORF48,
ORF54, ORF57, ORF60, ORF69,
ORF77, ORF84, ORF91, ORF100,
ORF101, ORF103, ORF105,
ORF108,
ORF109, ORF110, ORF113,
ORF116,
ORF117, ORF123, ORF127,
ORF129,
ORF130, ORF131, ORF136,
ORF137),
hoar (ORF4), p26 (ORF21),
vp80 (ORF93), bro-a (ORF59),
cg30 (ORF78), bro-b (ORF106)
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3.5.2.5. Filogenetik Analiz

Daha once (2.5.4.’de) bakiiloviriislere ait li¢ korunmus kismi gen bdlgesine (polh,
lef8, 1ef9) gore yapilan filogenetik analiz, HearNPV-TR’in genom analizi yapildiktan sonra
belirlenen 38 kor gene gore tekrar yapildi. Bunun i¢in, HearNPV-TR ile Alfabakiiloviris I,
IT ve Betabakiiloviriis gruplarindaki 50 adet genomun, 38 kor genine ait aminoasit dizisi
pes pese siralanarak, filogenetik analiz yapildi. Filogenetik agacta Alfabakiiloviris I, 1T ve
Betabakiiloviriis gruplarinda bulunan genomlar kendi aralarinda kiimelendi. HearNPV-TR
genomu, H. assulta NPV Cin, H. armigera NPV Cin (C1 ve G4) ve H. armigera NPV
Avustralya izolatlarina yakinlik gosterdi (Sekil 28). Bu analizde kullanilan genomlara ait

bilgiler Tablo 19°da gosterildi.
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HaSNPV-AC53-T5
HaSNPV-AC53-C9
HaSNPV-AC53-T4.1
HaSNPV-AC53-C6
HaSNPV-AC53-Cl1
HaSNPV-AC53 (Vivus/Vivus Max)
HaSNPV-AC53-C5
HaSNPV-AC53-T2
HaSNPV-AC53-C3
HaSNPV-AC53-T4.2
HzSNPV-F16 (Elcar/Biotrol)
HzSNPV-HS18
HzSNPV-Br/South
HaSNPV-H25EAI
HaSNPV-NNgl
HaSNPV-L1
HaSNPV-SPIA
HaSNPV-SP1B
HaSNPV-LB1
HaSNPV-LB3
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HaSNPV-C1
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100 — LyxyMNPV-5
— AdhoNPV
10— AdorNPV
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Betabaculoviruses
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Sekil 28. HearNPV-TR genomunun bilinen bakiiloviriis genomlart ile filogenetik
olarak karsilagtirilmasi

Su ana kadar, Helicoverpa SNPV’den 25 adet izolatin genomu dizilenmistir. Bu
izolatlar H. armigera, H. zea ve H. assulta konaklarina aittir. Bu ¢alismada ilk defa H.
peltigera konagindan izole edilen NPV’nin genomu analiz edildi. Ancak, farkl
konaklardan izole edilen cogu bakiiloviriis izolatinin aslinda ayni tiirlin varyantlar
olabilecegi bildirilmistir (Jehle vd., 2006; Rowley vd., 2011; Wennmann vd., 2018). Bu
durum, Kimura-2 parametre analizi ile saptanir. HearNPV-TR genomu, tiim Helicoverpa
SNPV genomlar ile kiyaslandi. Analiz sonucuna gore, HearNPV-TR ile Helicoverpa
izolatlar1 arasindaki niikleotit lokus uzakliklarinin 0.050’den kiigiik oldugu goriildii. Buna

gore, HearNPV-TR izolatinin H. armigera SNPV varyanti oldugu belirlendi (Tablo 20).



Tablo 19. Filogenetik analizde kullanilan bakiiloviriis genomlari

Genomlar Izolat adu Genom GC icerigi Niikleotit Kaynak | Erisim numarasi
biiyiikliigii (%) Benzerligi (%)
Alfa/l Bakiiloviriisler
Autographa californica multiple ACMNPV-C6 133.894 40.7 81 ABD L22858
nucleopolyhedrovirus
Bombyx mori nucleopolyhedrovirus BmNPV 126.879 40.3 76 Hindistan JQ991010
Bombyx mandarina BomaNPV 126.770 40.2 76 Cin FJ882854
nucleopolyhedrovirus
Choristoneura fumiferana multiple CfMNPV 129.593 50.1 82 Kanada AF512031
nucleopolyhedrovirus
Choristoneura murinana ChmuNPV 124.688 50 70 Almanya KF894742
nucleopolyhedrovirus
Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus HycuNPV 132.959 45.5 75 Japonya AP009046
Maruca vitrata nucleopolyhedrovirus MaviNPV 111.953 38.6 79 Tayvan EF125867
Alfa/Il Bakiiloviriisler
Agrotis ipsilon nucleopolyhedrovirus 155.122 48.6 81 ABD EU839994
AgipNPV-
Illinois
Agrotis segetum nucleopolyhedrovirus | AgseNPV-A 147.544 45.7 72 Polonya DQ123841
Adoxophyes honmai AdhoNPV 113.220 35.6 76 Japonya AP006270
nucleopolyhedrovirus
Adoxophyes orana AdorNPV 111.724 35 75 Ingiltere EU591746
nucleopolyhedrovirus
Lymantria dispar multiple LdMNPV- 162.658 57.3 79 Japonya KT626571
nucleopolyhedrovirus 3041

LL
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Lymantria xylina multiple LyxyMNPV-5 156.344 53.5 79 Tayvan GQ202541
nucleopolyhedrovirus
Mamestra brassicae multiple MbMNPV 154.451 40.1 69 Cin JX138237
nucleopolyhedrovirus
Mamestra configurata MacoNPV-A 153.656 41.7 79 Kanada AF539999
nucleopolyhedrovirus
Malacosoma neustria multiple ManeNPV-T2 130.202 38.2 71 Tirkiye KY968317
nucleopolyhedrovirus
Pseudoplusia includens single PsinSNPV-IE 139.132 39.3 78 Kanada KJ631622
nucleopolyhedrovirus
Spodoptera exigua SeMNPV HT- 135.395 43.9 77 Ispanya HG425349
nucleopolyhedrovirus SeSP2A
Spodoptera frugiperda multiple STMNPV 134.239 40.3 92 Kolombiya KF891883
nucleopolyhedrovirus
Spodoptera littoralis SpliNPV- 137.998 44.7 89 Misir JX454574
nucleopolyhedrovirus AN1956
Spodoptera litura nucleopolyhedrovirus | SpltNPV-G2 139.342 42.8 89 Cin AF325155
Trichoplusia ni single TnSNPV 134.394 39 69 ABD DQ017380

nucleopolyhedrovirus

8.
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Helicoverpa armigera single
nucleopolyhedrovirus

HaSNPV- 130.442 39.1 99 Avustralya KJ909666
AC53
HaSNPV- 130.460 39.1 99 Avustralya KU738896
AC53-C1
HaSNPV- 130.442 39.1 99 Avustralya KU738898
AC53-C5
HaSNPV- 130.435 39.1 99 Avustralya KU738899
AC53-C6
HaSNPV- 130.440 39.1 99 Avustralya KU738902
AC53-T4.1
HaSNPV- 130.439 39.1 99 Avustralya KU738904
AC53-T5
HaSNPV- 130.437 39.1 99 Avustralya KU738900
AC53-C9
HaSNPV- 130.440 39.1 99 Avustralya KU738901
AC53-T2
HaSNPV- 130.443 39.1 99 Avustralya KU738903
AC53-T4.2

HaSNPV- 130.437 39.1 99 Avustralya KU738897
AC53-C3
HaSNPV- 130.436 39.1 99 Avustralya KJ922128
H25EA1

HaSNPV-AU 130.992 39 99 Avustralya JN584482
HaSNPV- 131.966 39.2 99 Iberya KJ701029

LB1

HaSNPV- 132.481 39.2 99 Iberya KJ701032

SP1A

6.
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HaSNPV- 132.265 39.2 99 Iberya KJ701033
SP1B
HaSNPV- 130.949 39.2 99 iberya KJ701030
LB3
HaSNPV- 130.992 39.2 99 iberya KJ701031
LB6
HaSNPV- 132.425 39.2 99 Kenya AP010907
NNgl
HaSNPV-C1 130.759 38.9 99 Cin AF303045
Helicoverpa armigera single HaSNPV-G4 131.405 39 99 Cin AF271059
nucleopolyhedrovirus HaSNPV-L1 136.760 39.1 98 Hindistan KT013224
HzSNPV- 130.890 39.1 99 Rusya KJ004000
HS18
HzSNPV- 130.869 39.1 99 ABD AF334030
F16 (Elcar)
HzSNPV- 129.694 39.1 99 Brazilya KM596835
Br/South
HasNPV- 129.801 38.8 99 Cin MG569706
DJ0031
Betabakiiloviriisler
Helicoverpa armigera granulovirus HearGV 169.794 40.8 75 ABD EU255577
Cydia pomonella granulovirus CpGV-M1 123.500 45.3 67 Meksika U53466
Xestia c-nigrum granulovirus XecnGV 178.733 40.7 69 ABD AF162221

08



Tablo 20. HearNPV-TR’nin Kimura-2 parametre analizi

HearNPV-TR
HaSNPV-AC53
HaSNPV-AC53-C1
HaSNPV-AC53-C5
HaSNPV-AC53-C6
HaSNPV-AC53-T4.1
HaSNPV-AC53-T5
HaSNPV-AC53-C9
HaSNPV-AC53-T2
HaSNPV-AC53-T4.2
HaSNPV-AC53-C3
HaSNPV-H25EAL
HaSNPV-AU
HaSNPV-LB1
HaSNPV-SP1A
HaSNPV-SP1B
HaSNPV-LB3
HaSNPV-LB6
HaSNPV-NNg1
HaSNPV-C1
HaSNPV-G4
HaSNPV-L1
HzSNPV-HS18
HzSNPV-F16
HzSNPV-Br/South
HasNPV-DJ0031

0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.008
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.022
0.008
0.012
0.016
0.010
0.009
0.025

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.005
0.005
0.005
0.006
0.005
0.005
0.005
0.022
0.007
0.010
0.009
0.002
0.002
0.026

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.005
0.005
0.005
0.006
0.005
0.005
0.005
0.022
0.007
0.010
0.009
0.002
0.002
0.026

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.005
0.005
0.005
0.006
0.005
0.005
0.005
0.022
0.007
0.010
0.009
0.002
0.002
0.026

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.005
0.005
0.005
0.006
0.005
0.005
0.005
0.022
0.007
0.010
0.009
0.002
0.002
0.026

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.005
0.005
0.005
0.006
0.005
0.005
0.005
0.022
0.007
0.010
0.009
0.002
0.002
0.026

0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.005
0.005
0.005
0.006
0.005
0.005
0.005
0.022
0.007
0.010
0.009
0.002
0.002
0.026

0.000
0.000
0.000
0.002
0.005
0.005
0.005
0.006
0.005
0.005
0.005
0.022
0.007
0.010
0.009
0.002
0.002
0.026

0.000
0.000
0.002
0.005
0.005
0.005
0.006
0.005
0.005
0.005
0.022
0.007
0.010
0.009
0.002
0.002
0.026

0.000
0.002
0.005
0.005
0.005
0.006
0.005
0.005
0.005
0.022
0.007
0.010
0.009
0.002
0.002
0.026

0.002
0.005
0.005
0.005
0.006
0.005
0.005
0.005
0.022
0.007
0.010
0.009
0.002
0.002
0.026

0.006
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.022
0.007
0.010
0.008
0.002
0.001
0.026

0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.017
0.003
0.011
0.013
0.006
0.006
0.021

0.003
0.004
0.004
0.004
0.004
0.022
0.007
0.009
0.012
0.005
0.005
0.026

0.003
0.004
0.003
0.004
0.022
0.008
0.010
0.012
0.005
0.005
0.026

0.004
0.004
0.004
0.022
0.008
0.010
0.012
0.006
0.005
0.026

0.001
0.004
0.022
0.007
0.010
0.012
0.005
0.005
0.026

0.004
0.022
0.008
0.010
0.012
0.005
0.005
0.026

0.021
0.007
0.010
0.012
0.005
0.005
0.026

0.016
0.026
0.029
0.022
0.022
0.005

0.011
0.014
0.007
0.007
0.021

0.017
0.010
0.010
0.030

0.007
0.007  0.000
0.034  0.026 0.026

18
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3.5.2.6. Gen Benzerlik Analizi

Gen benzerlik analizi, analiz edilen genom ile diger genomlar arasindaki homolog
ORF’leri belirler ve es olan ORF’ler ayni diizlemde bulunur (Hu vd, 1998). Bu analizde,
HearNPV-TR genomunda bulunan ORF’lerin homolojisi AcMNPV, HasNPV, HaSNPV-
C1, HaSNPV-G4, HaSNPV-AU ve CpGV genomlari ile kiyaslandi. HearNPV-TR ’nin gen
dizilimi tim Helicoverpa NPV genomlar1 (HasNPV, HaSNPV-C1l, HaSNPV-G4,
HaSNPV-AU) ile benzer homoloji gosterirken, ACMNPV ve o6zellikle Betabakiiloviriis
grubunda bulunan CpGV genomu ile biiyiik farklilik gosterdi (Sekil 29).
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Sekil 29. HearNPV-TR nin gen benzerlik analizi

3.5.2.7. Restriksiyon Endoniikleaz Profili

HearNPV-TR genomunun restriksiyon endoniikleaz profili, HaSNPV, HaSNPV-C1,
HaSNPV-G4 ve HaSNPV-AU genomlar ile in silico olarak kiyaslandi. Tiim genomlarin
Kpnl ve Xhol enzimlerine goére profilleri Sekil 30°da belirtildi. HearNPV-TR genomunu
Kpnl ve Xhol enzimleri sirasiyla 6 ve 7 fragmente ayirdi. Kpnl enzimi tiim genomlarda
ayni sayida fragment olusturdu ancak HearNPV-TR’nin A, B ve C fragmentlerinin boyutu
diger genomlardan farklilik gosterdi. Ayrica, Xhol enzimi HearNPV-TR, HasNPV ve
HaSNPV-G4 genomlarinda 7 fragment olustururken, HaSNPV-C1 genomunda 6,
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HaSNPV-AU genomunda ise 8 fragment olusturdu. HearNPV-TR genomunun Xhol
enzimine gore, A, B, C, D, F ve G fragmentlerinin diger genomlardan farkli boyutlarda

oldugu belirlendi (Tablo 21).

Kpnl Xhol

3 DNA/Narl

Markar HearNPV-TR HasNPV HaSNPV-C1 HaSNPV-G4 HaSNPV-AU HearNPV-TR  HasNPV HaSNPV-C1 HaSNPV-G4 HaSNPV-AU

45679 A A A A A

A A
B e B A a
B B B B B B B
" C C C
(S Clo—
D D D
E E E E E
D D D D D
F F
E E E E E
FC m F G
F
H ——
—— G
2823 F F F F F

Sekil 30. HearNPV-TR genomu ile diger Helicoverpa/Heliothis NPV genomlarimnin in
silico restriksiyon endoniikleaz profilleri



Tablo 21. HearNPV-TR genomu ile diger Helicoverpa/Heliothis NPV genomlarinin restriksiyon kesim noktalari

Fragment Kpnl Xhol
HearNPV- HasNPV HaSNPV- HaSNPV- HaSNPV- HearNPV- HasNPV HaSNPV- HaSNPV- HaSNPV-
TR C1 G4 AU TR C1 G4 AU
A 54.8 95.5 56.3 56.8 56.0 41.8 41.2 40.8 37.5 36.7
B 34.5 34.9 34.9 34.9 34.9 35.6 36.2 37.0 34.2 34.3
C 24.8 22.8 23.1 23.1 23.4 19.9 20.0 24.4 24.5 20.0
D 9.5 9.5 94 9.5 9.5 13.1 13.2 13.2 13.2 13.2
E 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 11.0 11.0 11.0 11.0 11.0
F 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 4.5 4.4 4.1 7.2 7.2
G 4.4 3.5 - 3.5 4.4
H 3.8
Toplam 130.5kb  129.6kb 130.6kb 131.2kb  130.7 kb 130.3kb 1295kb 130.5kb  131.1kb  130.6 kb

* HearNPV-TR genomundaki farkli olan fragment boyutlar1 koyu renk ile belirtildi.

8
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3.6. Viriis Izolatindan Biyopreparat Hazirlanmasi

3.6.1. Ultraviyole-B ve Sicakhga Direncli Formiilasyon

UV-B deneylerinde, ham HearNPV-TR, %5, %7.5, %10 yag igeren formiilasyonlar
ve ticari lirlin 3. donem H. armigera larvalarina verildi ve viriilans oranlari sirasiyla su
sekilde belirlendi: %98, %100, %100, %100, %100 (0. saatte), %52, %92, %90, %90, %93
(1. saatte), %39, %88, %87, %87, %89 (3. saatte) ve %31, %84, %83, %85, %85 (5. saatte)
(Sekil 31). Bes saat sonunda ham HearNPV-TR’nin viriilans1 belirgin bir sekilde azalirken,
yag iceren formiilasyonlar ile izolatin UV-B’ye dayanikli hale geldigi belirlendi.

Sicaklik deneylerinde 28 °C ve 35 °C igin viriilansda belirgin bir degisiklik
gbzlenmedi ancak 42 °C’de 5 saat sonunda izolatin ham halinde viriilansin diistiigi,
formiilasyonlarda ise viriilans etkisinin yiiksek oranda korundugu goriildii. Ham HearNPV-
TR’nin, %35, %7.5, %10 yag iceren formiilasyonlarin ve ticari {iriiniin viriilans oranlari
sirasiyla su sekildedir: %97, %100, %100, %100, %100 (28 °C’de 0. saat), %97, %100,
%100, %100, %100 (28 °C’de 1. saat), %92, %97, %97, %98, %98 (28 °C’de 3. saat),
%89, %94, %94, %95, %95 (28 °C’de 5. saat); %97, %100, %100, %100, %100 (35 °C’de
0. saat), %89, %98, %98, %98, %98 (35 °C’de 1. saat), %82, %93, %93, %94, %94 (35
°C’de 3. saat), %73, %84, %84, %85, %85 (35 °C’de 5. saat), %97, %100, %100, %100,
%100 (42 °C’de 0. saat), %73, %87, %88, %89, %85 (42 °C’de 1. saat), %70, %87, %87,
%87, %85 (42 °C’de 3. saat) ve %68, %85, %84, %85, %85 (42 °C’de 5. saat) (Sekil 31).

UV-B ve sicaklik deneylerine gore ham viriisiin ¢evre sartlarindan (UV-B ve yiiksek
sicakliga karsi) korunmasi icin, %35 yag iceren formiilasyonun yeterli oldugu belirlendi.
Boylece, doz denemesi ve saksi deneyleri i¢in bu formiilasyon tercih edildi. HearNPV-

TR’ aktif madde oldugu formiilasyon, HelicoPel olarak adlandirild.
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Sekil 31. Hazirlanan biyopreparatlarinin ve ticari driiniin, UVB’ye dayanikliliginin
karsilastirilmast

3.6.2. Hazirlanan Biyopreperatin H. armigera Larvalar1 Uzerinde Etkili Dozu

Hazirlanan preperatin %5 yag formiilasyonu ve ticari iiriin, 3. donem H. armigera
larvalar iizerinde 14. giin sonunda en yiiksek doz i¢in (1 x 10* PIB/mL) %100 $lim
gosterdi (Sekil 32). Yag formiilasyonu ve ticari iiriiniin, LCso degerleri sirasiyla 1.9 x 10%
ve 1.5 x 10* PIB/mL olarak ve LCgs degerleri de sirasiyla 1.6 x 10® ve 1.1 x 108 PIB/mL
olarak belirlendi (Tablo 22).
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% 5 yag iceren Helicopel Ticari Heliothis NPV iiriinii

bt

10°
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Sekil 32. Hazirlanan Helicopel biyopreparatinin ve ticari iiriiniin, larvalar tizerindeki doz
denemeleri

Tablo 22. Hazirlanan Helicopel biyopreparatinin ve ticari {irliniin, larvalar tizerindeki 6liim

oranlari
Uriin Mortalite LCso LCos " df
Ticari Heliothis NPV iiriinii %100 1.5 x 10* 1.1 x 10° 2.0 2
% 5 yag igeren Helicopel %100 1.9 x 10* 1.6 x 10° 2.0 2

¥*: Ki-kare, df: Serbestlik derecesi

3.6.3. Biyopreperatin Saksi Ol¢eginde H. armigera Larvalar1 Uzerindeki EtkKisi

Saks1 denemelerinde, tirtinlerin LCgs degerini veren 1 x 108 PIBs/mL doz kullanild:.
Marul yapraklarina uygulanan %5 yag formiilasyonu ve ticari lrlinlerin 3. donem H.
armigera larvalari iizerinde 10. giin sonundaki 6liim oranlari sirasiyla %92 ve %90 olarak

belirlendi (Sekil 33). Larvalarin marul fideleri iizerinde verdigi zarar durumu Sekil 34’de

gosterilmektdir.
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Sekil 33. Hazirlanan Helicopel biyopreparatinin ve ticari lirtiniin, saksi
denemesi sonucunda larvalar tizerindeki 6liim oranlari
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Sekil 34. Hazirlanan Helicopel biyopreparatinin ve ticari iirlinlin zarariin karsilastirilmasi. a.
uygulama Oncesi, b. uygulama sonrasi, c. kontrol grubundaki larvalarin zarari, d ve
e. uygulama sonrasi viral enfeksiyondan 6len H. armigera larvalari: (d) helicopel,
(e) ticari iiriin.
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4. TARTISMA

Tarim, insanoglunun en dnemli ge¢im ve beslenme kaynagidir. Bu nedenle tarim
tirtinlerine zarar veren ve ekonomik kayba neden olan bdceklerin kontrol altina alinmasi
gerekmektedir. Bu zamana kadar zararli boceklerin kontrolii i¢in pek ¢ok yoOntem
gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda aranilan en temel 6zellik, sadece hedef organizmaya
etki etmesi, diger canlilara ve dogaya olumsuz bir etki olusturmamasidir. Biyolojik
miicadele etmenleri arasinda yer alan bakiiloviriisler, hedef organizmanin tiiriine ya da
cinsine 0Ozgii olmasi, viriilansinin yiikksek olmast ve hedef disi canlilarda zarar
olusturmamasi agisindan 6ne ¢ikmaktadir. Boylece, zararli boceklere karsi bakiiloviriis
kaynakli etkili bir biyopestisit gelistirilmesi hem diinya hem de tilkemiz i¢in énemli bir
ihtiyactir.

Yesilkurt (Helicoverpa/Heliothis, Lepidoptera: Noctuidae) tiirleri iilkemiz de dahil
biitiin diinya iilkelerinde kozmopolit olarak bulunan polifag tarim zararlilaridir. Ancak,
simdiye kadar tilkemizde bu zararlmin viral patojenleri hakkinda bir ¢alisma
yapilmamistir.

Bu tezde yapilan calismalar sonucunda, tarim =zararlisi Helicoverpa/Heliothis
tiirlerinden 5 adet bakiiloviriis izole edildi. Izolatlarin morfolojik ve molekiiler
tanimlanmasi yapildi. Viriilans testleri sonucunda iilkemizdeki tim Helicoverpa/Heliothis
tiirleri tizerinde en etkili olan izolatin, genom analizi yapildi. Ayrica bu izolatin (HearNPV-
TR) yag formiilasyonu hazirlanarak, insektisidal etkileri arastirildi.

Dogal yasam ortamlarinda hem olii olarak bulunan hem de saglkli olan
Helicoverpa/Heliothis larvalari, 2014-2017 yillart arasinda yapilan arazi g¢aligmalari
sonucunda toplanarak, uygun kosullarda laboratuvara getirildi. Dogada bdcek
popiilasyonlar1 iizerinde bakiiloviriis enfeksiyonlar1 sik sik gézlemlenmektedir (Adams ve
McClintock, 1991; Cooper vd., 2003; II’inykh vd., 2004). Bu enfeksiyonlar zararli bocek
popiilasyonlarinin ekonomik zarar esiginin altinda tutulmasi agisindan onemlidir (Fuxa,
1993; Cory ve Myers, 2003). Ayn1 zamanda laboratuvar ortaminda saglikli goziiken
larvalarin strese girmesi, var olan gizli bir bakiiloviriis enfeksiyonunu da ortaya ¢ikartarak
larvalarin hastalanmasini/6lmesini tetiklemektedir (II’inykh ve Ul’yanova, 2005). Bu
calismada saglikli olarak laboratuvara getirilen ve yetistirilme asamasinda kendiliginden
Olen larvalar oldugu belirlendi. Dogada 6lii olarak bulunan ve laboratuvarda kendiliginden

Olen larvalarda PCR yontemiyle viriis taramasi yapilarak, oliimlerin viral enfeksiyon
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kaynakli oldugu saptandi. PCR reaksiyonunda, bakiiloviriislerin korunmus kismi gen
bolgelerinden polihedrin (polh), geg ifade faktori 8 (1ef8) ve 9 (1ef9) genleri ¢ogaltildi ve 5
adet izolatta bant gozlendi. Elde edilen bantlar, dizi analizine gonderildi. Veri tabaninda
yapilan karsilastirmalar sonucunda izolatlardan 2 tanesinin (HearNPV-TR ve S1) single
niikleopolihedroviriis, 3 tanesinin de (HearNPV-Ol, O2 ve S2) multiple
niikleopolihedroviriis izolatlar1 ile benzerlik gosterdigi goriildii.

Izolatlar, 151k ve elektron mikroskoplarinda incelendi. Isik mikroskobisi incelemeleri
sonucunda, niikleopolihedroviriislere ait inkliizyon cisimcikleri parlak bir sekilde tiim
izolatlarda go6zlendi. Taramali elektron mikroskobisi c¢alismalarinda ise, inkliizyon
cisimciklerinin (PIB) diizensiz morfolojide oldugu goézlendi ve biiyiikliikleri 6l¢iildi. En
kiiglik PIB boyutu HearNPV-TR (0.73-1.66 um)’da gozlenirken, en biiyiik PIB boyutu ise
HearNPV-S2 (1.28-2.26 um)’de goriildii. Literatiirde, NPV’lere ait PIB yapilarinin 0.4-5
um boyut araliginda oldugu ve morfolojik yapilarinin diizensiz oldugu belirtilmigtir
(Federici, 1995; Harrison ve Hoover 2012). Bu galismada, incelenen tim HearNPV
izolatlarinin tipik bir NPV karakteristik boyutuna, sekline ve morfolojine uygun oldugu
belirlendi. Literatiirdeki diger Heliothis NPV izolatlarinin PIB biiyiklikleri ile
kiyaslandiginda, Hindistan (1.6-2.4 um) (Somasekar et al., 1993) ve Cin (2 um) (Tang vd.,
2012) izolatlarindan kiigiik, Arjantin izolatlarindan (0.6-1.2 um) (Ferrelli vd., 2016) ise
bliylik oldugu goriildii. Aym virlisiin farkli cografik izolatlar1 arasinda PIB biiytikliik
farkliliginin olmasinda bir¢ok faktor etkili olabilir. Bunlardan biri enfeksiyon sirasinda
konak hiicrelerin ¢evresel ve fiziksel kosullariyla ilgilidir (Kioukia vd., 1995).

Gecirimli elektron mikrosbisi incelemelerinde HearNPV-TR ve S1 izolatlarmin tekli
(SNPV), HearNPV-O1, O2 ve S2 izolatlarinin ise ¢oklu (MNPV) niikleokapsit igerdigi
belirlendi. Bakiiloviriislerdeki niikleokapsitlerin tekli ve ¢oklu virion igermeleri
durumunun taksonomik bir anlami olmamakla birlikte bu fenotiplerin olusumundan
sorumlu olan bakiloviriis genleri ve mekanizmalari belirsizligini korumaktadir
(Rohrmann, 2013).

Izolatlarin  niikleokapsitlerin uzunluklar1 (en-boy) 6lgiildiigiinde, en kiigiik
niikleokapsite sahip izolatin HearNPV-S2 (146 % 34 nm) ve en biiyiik niikleokapsiti olan
izolatin HearNPV-O1 (279 x 56 nm) oldugu belirlendi. Literatiirde bakiiloviriislerin
niikleokapsit boyutlarinin 250-300 nm uzunlugunda ve 30-60 nm c¢apinda oldugu
bildirilmistir (Jehle vd., 2006). Bu ¢alismada belirlenen olgiiler literatiir ile uyumludur.
Literatlirdeki HearNPV ¢aligmalarinda tespit edilen niikleokapsit boyutlarina bakildiginda,
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Hindistan izolatinin niikleokapsitinin (277 x 41 nm) HearNPV-O1 disindaki tiim
izolatlardan biiyiik oldugu (Sridhar vd., 2011), Cin izolatinin niikleokapsitinin (230 x 50
nm) de (Tang vd., 2012) HearNPV-01 ve O2 disindaki {i¢ izolattan biiyiik oldugu goriildii.
Niikleokapsit sayisinin ¢oklu ve biiyiik oldugu izolatlarin konak¢1 araliginin daha genis
olabilecegi ve konak iizerindeki enfeksiyonun daha erken baslayabilecegi gibi avantajlari
olabilecegi bildirilmistir (Volkman, 1997; Washburn vd., 1999; 2003). Tekli niikleokapsit
igeren izolatlarin konak iizerinde enfeksiyonunun baslamasiin ¢oklu niikleokapsit igeren
izolatlara gore 8 saat daha uzun siirdiigii bulunmustur (Washburn vd., 2003). Bu ¢alismada
coklu niikleokapsit i¢erdigi ve niikleokapsit biiytlikliigii en fazla olan izolat HearNPV-O1
olarak belirlendi.

Bakiiloviriislerde korunmus gen boélgelerinin PCR ile ¢ogaltilarak, filogenetik
analizlerinin yapilmasi tanimlama calismalar1 igin siklikla tercih edilmektedir (Lange vd.,
2004; Herniou vd., 2004; Jehle vd., 2006). Simdiye kadar yapilan tiim genom analizi
caligmalar1 sonucunda bakiiloviriislerde 38 tane korunmus gen oldugu belirlenmstir. Bu
genler arasinda polh, lef8 ve lef9 genleri tiim bakiiloviriis genomlarinda tanimlanmis
oldugu igin filogeni ¢alismalarinda siklikla tercih edilmektedir (Herniou vd., 2001, 2004;
Lange vd., 2004). Bu ¢alismada HearNPV izolatlarinin NCBI veritabaninda bulunan diger
bakiiloviriis izolatlar1 ile filogenetik yakinliginin belirlenmesi i¢in polh, 1ef8 ve 1ef9 genleri
cogaltilarak dizi analizleri yapildi. izolatlarin polh, Ief8 ve lef9 kismi gen bélgelerine gore
cizilen filogenetik agacinda, tekli niikleokapsit iceren HearNPV-TR ve HearNPV-S1
orneklerinin H. armigera SNPV Cin izolatina (HQ246108), c¢oklu niikleokapsit iceren
HearNPV-O1, HearNPV-O2 ve HearNPV-S2 orneklerinin ise, H. armigera MNPV Cin
izolatina (HQ246044) yakin oldugu belirlendi. Tiim Tiirkiye izolatlarinin Cin izolatlarina
yakin kiimelenmesinin sebebinin {ilkelerin ayni cografik kitada bulunmasindan
kaynaklandig diistiniildii.

Bakiiloviriislerde genotipik varyasyon oldukca yaygindir. Genom yapisinda bulunan
varyasyonlar, farkli lokalitelerde ayn1 konak¢idan elde edilen izolatlar arasinda olabilecegi
gibi ayn1 yerden toplanan izolatlar arasinda da goriilebilmektedir. Boylece, bir bakiiloviriis
tiiriine ait gen igerigi farkli varyasyon gosteren izolatlar birbirlerinin varyant1 olarak kabul
edilir (Jehle vd., 2006; Wennmann vd., 2018). Ornegin, AcMNPV'ye ait 7 (Stiles ve
Himmerich, 1998), Spodoptera frugiperda MNPV (SfMNPV)’ye ait 9 (Simon vd., 2004),
tek bir Panolis flammea larvasinda 24 farkli NPV genotipi oldugu bildirilmistir (Cory vd.,
2005). Su ana kadar yapilan ¢aligmalarda farkli Helicoverpa/Heliothis tiirlerinden elde
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edilen NPV izolatlariin hepsinin H. armigera NPV varyanti oldugu bildirilmistir (Jehle
vd., 2006; Rowley vd., 2011; Wennmann vd., 2018). Bu c¢alismada elde edilen 5
Helicoverpa/Heliothis NPV izolatinin polh, lef8 ve lef9 genlerine ait niikleotit dizileri
pespese siralandi. Gen bankasina kayitli diger Helicoverpa/Heliothis NPV izolatlar ile
birlikte, Kimura-2 parametre analizi yapildi. Bu analiz sonucunda, tiim o6rneklerin H.
armigera NPV varyanti oldugu belirlendi. Bu genetik cesitlilik, bakiiloviriislerin dogal
rekombinasyon oraninin ¢ok yiiksek olmasindan (Hajos vd., 2000) ve yatay gen transferine
ve insersiyon/delesyon mutasyonlarina sebep olan transpozon benzeri elementlere sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir (Jehle vd., 1998). Genotipik varyantlarin hem konak
spektrumu hem de viriilans hizinda farklilik gosterdigi bilinmektedir (Garcia-Maruniak
vd., 1996; Munoz vd., 1999, Cory vd., 2005).

Restriksiyon endoniikleaz (REN) analizleri, bakiiloviriis varyantlarini belirlemek i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir (Goto vd., 1992). REN profillerinde fragment boyutlarinin
biiyiik ol¢lide dogru hesaplanmasina ragmen, ¢ok kiiciik fragmentlerin gozden kagmasi ve
ayni hizada olan bantlarin yorumlanmasindaki zorluklar nedeniyle toplam genom
boyutunun tahmininde hatalar ortaya ¢ikabilir. Bu ¢alismada viriis DNA’lar1 Kpnl enzimi
ile kesilerek, hem yaklasik genom biiyiikliikkleri hem de restriksiyon profilleri arasindaki
farkliliklar belirlendi. Kesim sonucuna gore tiim izolatlarin genom biiyiikliiklerinin 129.9 -
130.4 kb arasinda oldugu hesaplandi. Kpnl enziminin HearNPV-O1, O2 ve S2 izolatlar
icin 9, TR ve S1 izolatar1 i¢in ise 6 fragment olusturdugu belirlendi. Ayrica, SNPV
(HearNPV-TR ve S1) ve MNPV (HearNPV-O1, O2 ve S2) izolatlarinin kesim bolgelerinin
birbirlerinden farkli oldugu goriildii. Literatiirde, Kpnl enzimi ile kesilen Cin izolatinin ise
genom biiyiikliigiiniin (130.1 kb) Tiirkiye izolatlarinin hepsi ile, fragment biiytikliiklerinin
de SNPV (HearNPV-TR ve S1) Tiirkiye izolatlar1 ile ayni oldugu belirlendi (Chen vd.,
2000). Filogenetik analiz kisminda da oldugu gibi restriksiyon profili bakimindan da
Tiirkiye izolatlar1 ile Cin izolatinin birbirlerine benzer oldugu saptandi.

Calismada elde edilen 5 adet HearNPV izolatinin viriilans etkilerinin tespit edilmesi
amaciyla, 1 x 107 PIB/ml viriis dozlar1 iilkemizdeki 2. dénem Heliothis larvalari iizerinde
test edildi. Tarama testinde, HearNPV-TR izolatinin viriilans1 en yiiksek izolat oldugu
belirlendi. Bu nedenle formiilasyon ¢alismalarinda HearNPV-TR izolat1 kullanilda.

HearNPV-TR izolat1 farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak, tilkemizdeki 2. donem
Heliothis larvalarinda doz denemesi yapildi. Denemeler sonucunda en yiiksek viriilans 1 X

10° PIB/ml dozunda sirastyla %98 (H. armigera), %93 (H. peltigera), %88 (H. nubigera),
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%87 (H. viriplaca) olarak belirlendi. LCso degerleri ise sirasiyla 1.5 x 10% (H. armigera),
4.1 x 10° (H. peltigera), 3.9 x 10* (H. nubigera) ve 5.2 x 10* (H. viriplaca) olarak
hesaplandi. Literatiirde, 2. donem H. armigera larvalarina karsi test edilen HearNPV
Hindistan izolatinin LCso degerinin 2.3 x 10* oldugu belirtilmektedir (Kumar vd., 2011).
Boylece, LCso degerlerine gére HearNPV-TR izolatinin Hindistan izolatindan daha ytiksek
bir viriilansa sahip oldugu goriildi. Bu durum, viriislerin farkli cografyalardan izole
edilmesi ve viriilansi etkileyen genlerinin farkliligindan kaynaklanmaktadir (Williams vd.,
2011).

Diinyada Helicoverpa/Heliothis tiirlerinden simdiye kadar pek ¢ok bakiiloviriis izole
edilmistir. Ayn1 konaktan elde edilen izolatlarin viriilans1 ve konak spektrumlar1 farklilik
gostermektedir. Boylece, HearNPV-TR izolati ile daha once izole edilen HearNPV
izolatlar1 arasindaki molekiiler farkliligi ortaya koyabilmek, viriilans farkliliginin
molekiiler kaynagini aydinlatabilmek ve biyopestisit gelistirme veya baska biyoteknolojik
diistincelerle bu viriisii kullanabilmek amaciyla, HearNPV-TR’nin genom analizi yapildi
ve filogenetik analizde kendisine en yakin kiimelenen 4 Helicoverpa SNPV (HasNPV,
HaSNPV-C1, HaSNPV-G4 ve HaSNPV-AU) genomu ile detayli olarak karsilagtirild.
HearNPV-TR ile HasNPV, HaSNPV-C1, HaSNPV-G4 ve HaSNPV-AU’nin ortak ORF
sayist sirastyla 126, 132, 134 ve 134 olarak belirlendi (Tablo 17). Ayrica, HearNPV-
TR’nin niikleotit dizleri bu genomlar ile sirasiyla %98, %98, %99 ve %99 oraninda
benzerlik gosterdi. Ancak, bro-a geni ve hrs bolgelerinde (hr3 ve hr5) 6nemli farkliliklar
oldugu goriildii. Helicoverpa NPV genomlar arasindaki farkliliklarin genellikle bro genleri
ve hrs bolgelerinden kaynaklandigi belirtilmektedir (Chen vd., 2002; Zhang vd., 2005;
Ogembo vd., 2009; Arrizubieta vd., 2015; Noune ve Hauxwell, 2015, 2016; Raghavendra
vd., 2017).

Hrs bolgeleri, bakiiloviriislerde ilk kez hibridizasyon ile tanimlanan bolgelerdir.
Genomda replikasyon orjini ve transkripsiyon arttirici olarak gorev alirlar (Cochran vd.,
1982; McClintock ve Dougherty, 1988; Hilton ve Winstanley, 2007). Ayn1 zamanda, viriis
tiretimini ve viriilans1 da etkiledikleri bilinmektedir (Sun, 2015). Bakiiloviriislerde bulunan
hrs bolgelerinin sayist 2-17 arasinda degismektedir (Wang vd., 2016). Hrs bolgesi
igermeyen bakiiloviriis genomlar1 da vardir. Bu genomlar sunlardir: Chrysodeixis chalcites
NPV (ChchNPV), Clanis bilineata NPV (CIbiNPV), Trichoplusia ni NPV (TniSNPV),
Adoxophyes orana GV (AdorGV), Cydia pomonella GV (CpGV) ve Spodoptera litura GV
(SpltGV) (Luque vd., 2001; Wormleaton vd., 2003; Willis vd., 2005; Van Oers vd., 2005).
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Bu virlislerde hrs bolgesi bulunmasa da genom dizileri incelendiginde kusurlu
palindromlarin oldugu goriilebilir. Ornegin, CpGV genomunda, homolog tekrar bélgeleri
yoktur. Ancak 75 bp kusurlu bir palindromun, genom iizerinde 13 farkli noktada
bulundugu goriilmiistiir (Luque vd., 2001). HearNPV-TR genomunda 5 adet hrs bolgesi
bulunmaktadir. Hrs bolgeleri ge¢ gen transkripsiyonu DNA replikasyonu i¢in gereklidir.
Bakiiloviriislerde BV iiretimi geg, gomiilii yap1 liretimi ise ¢ok ge¢ fazda meydana gelir
(Thiem ve Miller, 1990). Bu nedenle HearNPV-TR genomunda 5 adet hrs bolgesinin
bulunmasi bu izolat i¢in bir avantajdir.

HearNPV-TR genomundaki tim hrs bolgeleri niikleotit boyutu olarak, HasNPV,
Cl, G4 ve AU genomlarindan oldukga farkli oldugu goriildii (Tablo 23). Hr3 ve hr5
bolgelerinin de, HasNPV, C1, G4 ve AU genomlari ile %87-89 ve %77-89 oraninda diisiik
benzerlik gosterdigi belirlendi. Genomda goriilen bu durum, izolatlara karakteristik 6zellik
saglamakta ve transkripsiyon arttirma seviyelerinin, viriis iretiminin ve viriilansin farkli
olmasina sebep olmaktadir.

Bakiiloviriislerde yaygin olarak bulunan bro genleri, konak DNA replikasyonu ve
transkripsiyonu {izerinde etkili olan DNA baglanma proteinlerini igermektedir (Zemskov
vd., 2000). Alfabakiiloviriis I grubundan CfMNPV, EppoNPV, MaviNPV, OpMNPV ve
RoOMNPYV izolatlarinin; Alfabakiiloviriis II grubundan AdhoNPV ve SeMNPV
sizolatlarinin; Betabakiiloviriis grubundan AdorGV, AgseGV, ChocGV, CrleGV ve
PIXyGV izolatlarinin ve Gamabakiiloviriis grubundan NeabNPV, NeleNPV ve NeseNPV
izolatlarmin genomlarinda bro genleri bulunmamaktadir (Ahrens vd., 1997; ljkel vd.,
1999; Hashimoto vd., 2000; Hyink vd., 2002; Harrison ve Bonning, 2003; Lange ve Jehle,
2003; Nakai vd., 2003; Wormleaton vd., 2003; Garcia-Maruniak vd., 2004; Lauzon vd.,
2004; De Jong vd., 2005; Duffy vd., 2006; Escasa vd., 2006).

HearNPV-TR genomunda iki adet bro geni (bro-a ve bro-b) yer almaktadir.
HasNPV, HaSNPV-C1, HaSNPV-G4 ve HaSNPV-AU genomlarindaki bro genleri ile
aminoasit benzerlik homolojisinin %86 (bro-a) ve %99 (bro-b) oldugu belirlendi.
HearNPV-TR genomundaki bro-a geni 142 aa uzunlugunda iken, diger dort Helicoverpa
SNPV genomundaki bro-a genleri 502 aa uzunlugundadir (Tablo 23). Benzerlik analizine
gore HearNPV-TR genomunda bulunan bro-a geninin, Heliothis virescens askoviriis 3i
(HVAV-3i; erisim numarasi: AXN77341) genomunda bulunan bro 23 genine yiiksek
oranda benzerlik gosterdigi belirlendi. HearNPV-TR, HasNPV, HaSNPV-C1, HaSNPV-
G4, HaSNPV-AU ve HVAV-3i genomlarindaki bro-a genlerinin filogenetik analizi ile bu
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benzerlik teyit edildi (Sekil 35). Santos vd. (2018), Urbanus proteus niikleopolihedroviriis
(UrprNPV) genomunu analiz ederek, bu genomda bulunan bro-a geninin askoviriislerde
bulunan bro geni ile benzerlik gosterdigini belirlemistir (Santos vd., 2018). Bu durum,

bakiiloviriisler ve askoviriisler arasinda yatay gen transferinin oldugunu diisiindiirmektedir.

bro-a
15 | HearNPV-G4
100 = HearNPV-AU
HasNPV
— HearNPV-C1
; ll HearNPV-TR
L— Hewi ascovirus

bro-b

~ 73 ;HearNPV-C1
k| 1HasNPV
L HearNPV-G4
M HearNPV-TR

HearNPV-AU

—_
0.5

Sekil 35. Bro genlerinin filogenetik analizi

Bununla birlikte, HearNPV-TR genomunda bulunan bro-b geni diger HearNPV
tiirleri ile % 99 benzerlik gostermektedir (Tablo 23).
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Tablo 23. HearNPV-TR, HasNPV, C1,G4, AU genom Ozellikleri

Genom adi bro aa boyutu Benzerlik hrs bp Benzerlik
genleri orani bolgeleri boyutu orani
hr1 2264 -
HearNPV- bro-a 142 - hr2 1149 -
TR bro-b 502 - hr3 714 -
hrd 3246 -
hr 2424 -
o hr1 1960 97%
HasNPV S 2 7 hr2 906 99%
? hr3 1187 87%
hr1 1969 97%
*bro-a 245 - hr2 907 99%
HaSNPV-C1 bro-a 358 86% hr3 297 89%
bro-b 502 99% hrd 2253 97%
hrd 899 7%
hr1 2282 98%
hr2 11 98%
*bro-a 245 A hr3 75590 890/:
HaSNPV-G4 bro-a 528 86% hrd 0
bro-b 502 999% hr5 2304 2%
: : 2806 89%
hr1 2321 97%
86% hr2 1150 98%
HaSNPV- bro-a 550 999% hr3 755 39%
AU bro-b 502 hrd 2598 98%
hr5 2806 399

Gen benzerlik analizi, iki bakiiloviriis arasinda paylasilan tiim ORF’leri bir diizlem
tizerinde belirlemektedir (Hu vd., 1998). HearNPV-TR genomu ile AcCMNPV, HasNPV,
HaSNPV-C1, HaSNPV-G4, HaSNPV-AU ve CpGV genomlar arasinda ortak olan tiim
ORF’ler Sekil 29°da ayr1 ayri gosterilmistir. HearNPV-TR’nin ORF diizlemi, Helicoverpa
SNPV genomlar1 ile benzerlik gosterirken, AcMNPV ve CpGV genomlarinda oldukca
farkli bir ORF dagilimi gdstermistir. Bu durumun Alfabakiiloviriis II smifindan olan
HearNPV-TR’nin aym sinifta bulunan Helicoverpa SNPV genomlart ile ¢ok sayida geni
paylasmasindan ancak farkli siniflarda olan ACMNPV (Alfabakiiloviriis I) ve CpGV
(Betabakiiloviriis) ile paylastig1 gen sayisinin az olmasindan kaynaklandig goriildii.

Filogenetik analizde, HearNPV-TR ile genom dizisi bilinen 25 Helicoverpa SNPV

genomuna ait 38 kor genin pes pese siralanan aminoasit dizileri kullanildi. Analiz
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sonucunda HearNPV-TR, Cin (H. assulta NPV, H. armigera NPV-Cl1 ve G4) ve
Avustralya (H. armigera NPV-AU) izolatlarina yakin kiimelendigi goriildii.

Bakiiloviriislerde bu zamana kadar elde edilen viriisler, kendi izole edildikleri
konaga gore isimlendirilmistir. Ancak sonraki ¢alismalarda, Kimura-2 parametre analizi ile
¢ogu izolatin aslinda ayni tiiriin varyant1 oldugu ileri siiriilmiistiir (Jehle vd., 2006; Rowley
vd., 2011; Wennmann vd., 2018). Bu ¢alismada, bakiiloviriis genomlarinda bulunan 38 kor
genin niikleotit dizileri pes pese eklenerek, Kimura-2 analizi yapildi. Analiz sonucunda,
HearNPV-TR ile Helicoverpa izolatlar1 arasindaki niikleotit lokus uzakliklarinin 0.050’den
kiiglik oldugu gorildigi icin H. peltigera’dan izole edilen viriisiin Helicoverpa NPV
varyanti oldugu belirlendi.

Tim ORF’lerin ve homolog tekrar bolgelerinin kiyaslanmasi sonucunda,
HearNPV-TR ve Helicoverpa NPV genomlari arasinda 6zellikle hr3, hr5 ve bro-a bolgeleri
bakimindan belirgin farkliliklar oldugu belirlendi. Buna gore, ayni bakiiloviriis tiirlerinin
farkli varyantlar1 arasindaki genetik ¢esitliligin, genellikle hrs bolgeleri ve bro genlerindeki
degisikliklerden kaynaklandigi ve bu durumun viriilans farkliligina neden oldugu
diistiniilmektedir.

Elde edilen verilere gore HearNPV-TR izolatinin iilkemizdeki Helicoverpa/Heliothis
tiirlerine kars1 6nemli bir biyolojik miicadele etmeni oldugu belirlendi. Bu veriler 1s18inda,
ham HearNPV-TR izolatinin ¢evre sartlarina karsi dayanikli hale getirilmesi ve viriilasini
kaybetmemesi i¢in uygun bir formiilasyon hazirlandi. Diinyada 1961 yilindan beri, H.
armigera ve H. zea'dan izole edilmis bakiiloviriis izolatlarindan kati veya sivi bazli
formiilasyonlar tiretilmistir (Black vd., 1997; Cunningham 1998; Grzywacz vd., 2004;
Reddy ve Sannaveerappanava 2011). Ancak, simdiye kadar yapilan Heliothis NPV
tirinlerinde yag tabanli bir formiilasyon hazirlanmamustir. Literatiirde, bakiiloviriislerden
tiretilen yag tabanli formiilasyonlarin ¢evresel faktorlere (UV, 1s1, riizgar ve yagmur) karsi
yiiksek tolerans gosterdigi ve daha uzun raf 6mriine sahip oldugu bildirilmistir (Batista vd.,
2001; Shapiro vd., 2012).

Literatiirdeki yag tabanli bakiiloviriis formiilasyonlarinda pamuk tohumu yagi ve
misir yagi kullanilmigtir (Batista vd., 2001; Shapiro vd., 2012). Bu ¢alismada ise maliyeti
daha diisiik olmasi sebebiyle aycicek yagi tercih edildi. Ayrica, formiilasyonun
giiclendirilmesi i¢in literatiirdeki diger bakiiloviriis ¢alismalar1 dikkate alinarak, yag
disinda bazi1 dogal katki maddeleri de kullanildi. Viriisiin tadin1 giizellestirerek, bocekler

tarafindan tiiketimini kolaylastirmasi i¢in gliserol (Batista vd., 2001; Bhutia vd., 2012;
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Narendrakumar vd., 2017), kivam arttiric1 olarak ksantan zamki (Jones ve Burges, 1997;
Rios Velasco vd., 2012) ve yiizey gerilimini azaltmak i¢in Silwet L-77 (Arthurs vd., 2006;
Behle ve Popham 2012; Camacho vd., 2015) eklendi. Ayrica, viriisiin enfeksiyon hizini
arttirmak igin boceklerin peritrofik membranina zarar veren kalkoflor (Okuno vd., 2003;
Martinez vd., 2003; Mukawa vd., 2003; Lasa vd., 2007; Ibargutxi vd., 2008) ve larvalarda
fizyolojik stres kaynagi olarak kullanilan borik asit ilave edildi (Cisneros vd., 2002;
Mulimani vd., 2004; Bhutia vd., 2012).

Ham viriisii UV’den ve sicakliktan korumak amaciyla baslangigta ii¢ farkli yag oram
(%5, %7.5, %10) iceren formiilasyon hazirlandi. Viriisiin ham hali, hazirlanan ti¢ farkli yag
formiilasyonu ve ticari bir Heliothis NPV iiriinii 0, 1, 3 ve 5 saat ayr1 ayr1 UV-B’ye ve 28
°C, 35 °C ve 42 °C’lerdeki sicakliklara maruz birakildiktan sonra 3. dénem H. armigera
larvalari iizerinde test edildi. UV-B ve sicaklik deneylerine gére ham viriisiin 6zellikle UV-
B ve 42 °C sicaklikta viriilansinin azaldigi goriildii. Ham viriisiin ¢evre sartlarindan
korunmasi icin ise formiilasyonda %5 oraninda yag bulunmasinin viriilanst %84’lin
tizerinde tuttugu belirlendi. Bu nedenle, doz denemesi ve saksi deneyleri i¢in %5 yag
iceren formiilasyon kullanildi.

Literatiirde farkli NPV izolatlarindan hazirlanan drtinlerin UV direncine
bakildiginda, 1 x 10° PIB/mL dozundaki Diaphania pulverulentalis NPV nisasta, tinopal,
tween 80 eklerek formiilasyon haline getirilmistir. Hazirlanan formiilasyonun baslangicta
%98 oliim oranina sahip oldugu ancak laboratuvar kosullarinda 1 saat UV'ye maruz
birakildiginda viriilansin %66'ya distigii bildirilmistir (Prabhu ve Mahalingam, 2017).
Batista vd. (2001), Anticarsia gemmatalis NPV izolatinin yag (EO) ve 1slanabilir toz (WP)
olarak iki farkli formiilasyonunu hazirladi. Ham viriis ve iki formiilasyon 5 dakika boyunca
UV'ye maruz birakildi. UV'ye maruz kalmayan ham virlis, WP, EO'nun 6liim oranlar
baslangicta %92, %99 ve %98 iken, 5 dakika UV'ye maruz kaldiktan sonraki viriilans
oranlari sirastyla %19, %37 ve %37'ye diigmiistiir.

Saks1 denemelerinde, %5 yag formiilasyonu ve ticari iiriin, marul fideleri iizerine 1 X
10® PIB/mL konsantrasyonda bulastirildi. Bulastirma islemini takip eden 10 giiniin
sonunda 3. donem H. armigera larvalarinda sirasiyla %92 ve %90 6lim goriildi. Buna
gore, yag iceren formiilasyonun piyasada satilan bir NPV f{iriinii ile hemen hemen ayni
viriilansa sahip oldugu belirlendi. Elamathi vd. (2012), kadife ¢igegi fidelerine farkli H.
armigera NPV formiilasyonlarimi (10° PIB/mL) uygulamustir. Calismada 4 gr. formiilasyon

i¢in, H. armigera larvalarinin 96 saat sonundaki 6lim oranini %86 olarak belirlemistir.
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Gupta vd. (2010) domates fideleri tizerinde tinopal (%0.1) ve jaggery (%1) igeren ii¢ farkli
H. armigera NPV Hindistan izolatin1 (Samba, Udheywalla, Chenani) (3 x 10" PIB/mL)
uygulamistir. Uygulamay1 takip eden 9 giiniin sonundaki H. armigera larvalarinin 6liim
oranlar1 %98 (Samba), %86 (Udheywalla) ve %81 (Chenani) olarak belirlenmistir. Saksi
denemeleri sonucunda, hazirladigimiz formiilasyonun kullanilan doz ve deney siiresi
bakimndan literatiirdeki H. armigera NPV {iriinlerinden daha etkili oldugu goriildii.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasi ile basta domates, pamuk, marul, misir, biber, karpuz,
aycicegi ve tiitiin gibi pek ¢ok Onemli tarim iriiniinde zarara sebep olan yesilkurt
tiirlerinden izole edilen iilkemize ait yerel izolatlarin morfolojik ve molekiiler 6zellikleri
detayl bir sekilde aydinlatildi. Viriilans1 en yiiksek olan izolatin genom analizi yapildi ve
biyopreparati hazirlandi. Boylece yesilkurtlarin biyolojik miicadelesinde kullanilabilecek,
hem ¢evre dostu hem de kimyasal {iriinlerden daha diisiik maliyetli yerel bir mikrobiyal

ajan gelistirilmesi i¢in temel olusturuldu.



5. SONUCLAR

1. Ulkemizdeki yesilkurt tiirlerinin viral —patojenlerinin  belirlenmesi  ve

tanimlanmasi1 amaciyla yapilan ¢alismalar sonucunda;

a)

b)

d)

f)

9)

Dogal ortamlarindan 1347 Helicoverpa/Heliothis larvasi toplandi. Bu
larvalarin 15 tanesi dogada oOlii olarak bulunurken, 129 tanesi ise
laboratuvara getirildikten sonra o6ldi. Olen larvalardan 5  adet
niikleopolihedroviriis izole edildi. Boylece, dogada bakiiloviriis enfeksiyonu
sonucunda kendiliginden 6len Helicoverpa/Heliothis sayisinin az oldugu
goriildi. Bu durumun Helicoverpa/Heliothis tiirlerinin dogada tek tek
yasamasindan kaynaklandigr ve enfeksiyonun yayilmasimi zorlagtirdigi
diistiniildii.

Izolatlarin morfolojik tanimlamalar1 sonucunda en kiiciik PIB boyutunun
HearNPV-TR (0.73-1.66 pm) izolatinda, en biiyiikk PIB boyutunun ise
HearNPV-S2 (1.28-2.26 um) izolatinda oldugu goriildi. Ayni1 izolatin farkli
varyantlart arasindaki biiyilikliik farkinin enfeksiyon sirasinda konak
hiicrelerin cevresel ve fiziksel kosullarindan kaynaklanabilcegi diisiiniildii.
Gegirimli elektron mikrospisi incelemelerinde HearNPV-TR ve S1
izolatlarmin tekli, HearNPV-O1, O2 ve S2 izolatlarinin ise c¢oklu
niikleokapsit igerdigi belirlendi. Niikleokapsit sayis1 ¢oklu olan izolatlarin
konakg1 araliginin daha genis olabilecegi diisiiniildii.

Filogenetik analizde, tiim izolatlarn HearNPV Cin izolati ile yakin
kiimelendigi belirlendi.

H. peltigera ve H. viriplaca larvalarindan izole edilen viriislerin de H.
armigera NPV varyant1 oldugu belirlendi. Béylece, dogada farkli konaklarin
ayni viris izolat1 ile enfekte oldugu saptandi.

Restriksiyon analizi sonucunda, SNPV (HearNPV-TR ve S1) ve MNPV
(HearNPV-O1, O2 ve S2) izolatlarinin kesim boélgelerinin birbirlerinden
farkli oldugu goriildii. Boylece, tekli ve ¢oklu niikleokapsit igeren izolatlarin
genom diizeyinde birbirlerinden farkli oldugu diisiiniildii.

Adana ilinden elde edilen HearNPV-TR izolatinin, Osmaniye ve Sanliurfa

illerinden elde edilen izolatlardan daha yiiksek viriilansa sahip oldugu



101

belirlendi. Bu durumun, izolatlarin farkli yerlerden elde edilmesi ve
enfeksiyon sirasinda konagin c¢evresel ve fiziksel kosullarmin farkl

olmasindan kaynaklandig: diisiintildii.

2. HearNPV-TR izolatinin komple genom analizinde;

a)

b)

HearNPV-TR genomundaki hr3 ve hr5 bolgelerinin literatiirdeki diger
Heliothis NPV genomlarindan farkli oldugu goriildi. Bu farkliligin, hrs
bolgelerinin izolatlara 6zgii karakteristik Ozellikte olmasindan ve farkl

palindromik diziler olusturmasindan kaynaklandig: diisiintildii.

HearNPV-TR genomunda bulunan bro-a geninin, diger bakiiloviriisler ile
benzerlik gostermedigi ve Heliothis virescens askoviriis 3i genomunda
bulunan bro 23 genine yiiksek oranda benzerlik gosterdigi belirlendi. Bu
durum, bakiiloviriisler ve askoviriisler arasinda yatay gen transferinin

oldugunu diislindiirdii.

3. HearNPV-TR izolatinin formiilasyon ¢aligsmalarinda;

a)

b)

HearNPV-TR izolatinin ham hali, UV-B ve yiiksek sicaklik karsisinda
aktivitesini kaybetti ve %5 yag igeren formiilasyon, viriilansin korunmasini
sagladi. Cevresel faktorler ham virlisiin  viriilansin1  kisa  siirede
kaybetmesine neden olurken, formiil haline getirilen biyopreparat ile
bakiiloviriislerin bu olumsuz 6zelliginin asildig1 ve dogada daha dayanikli
hale getirildigi gorildii. Ayrica, hazirladigimiz yag temelli formiilasyonun,
literatiirdeki diger formilasyonlardan daha basarili sonuglar verdigi
belirlendi.

Saks1 denemeleri sonucunda, hazirladigimiz formiilasyonun kullanilan doz
ve deney siiresi bakimndan literatiirdeki H. armigera NPV iiriinlerinden
daha etkili oldugu goriildii. Boylece, iilkemizde yerel ve etkili bir
biyopreparat iiretilerek bu konudaki disa bagimliligin azaltilmasina temel

hazirlandi.



6. ONERILER

Bu ¢alismada, iilkemizdeki yesilkurt tiirlerinin viral patojenleri arastirildi ve viriilansi
en yiiksek olan izolatin (HearNPV-TR) genom dizisi aydinlatilarak biyoinformatik
analizleri tamamlandi. Ayrica yerel, ¢evre dostu ve giivenilir bir formiilasyon hazirlanmis
oldu. Elde edilen sonuglara gore, ¢alismanin daha sonraki asamalari i¢in asagidaki oneriler

belirlenmistir.
1. HearNPV-TR genomundaki gorevi bilinmeyen varsayilan genler calisilabilir,
2. Hazirlanan formiilasyonun alan denemeleri yapilabilir,
3. Formiilasyon memeliler iizerinde denenerek, toksisite etkisi saptanabilir,

4. Formiilasyonun hem yesilkurt tiirlerinin dogal diismanlart hem de yesilkurtlar ile

ayn1 ortami paylasan diger zararlilar tizerindeki etkilerine bakilabilir.
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