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OZET

“KURU MEYVE GUVESI (PLODiA INTERPUNCTELLA (HUBNER),
LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)'NIN BAKTERIYAL VE FUNGAL
PATOJENLERININ iZOLASYONU, KARAKTERIZASYONU VE
BiYOLOJIK MUCADELEDE KULLANILMA POTANSIYELININ

ARASTIRILMASI”

GONUL ALGI

ORDU UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJIi VE GENETIK ANABILiM DALI

DOKTORA TEZi, 165 SAYFA
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. OMER ERTURK)

Bu tez ¢alismasinda Plodia interpunctella’nin bakteriyel ve fungal etmenleri
arastirilmus, tespit edilmis ve modern yontemler ile ortaya konulmustur. Tiirkiye’nin
uc ilinden alinan ornekler ile tez caligmasinin kapsami oldukga genisletilmistir ve bu
sayede 6nemli literatir bosluklarin1 doldurmaktadir. Bakteriyal ve fungal etmenlerin
tespiti, karakterizasyonu icin boyamalarin ardindan DNA izolasyonu ve molekiler
caligmalarin sonunda filogenetik analizler yapilmistir. Tez ¢caligmasi sonucunda 9 adet
bakteri ve 4 adet fungus izole edilip tim molekdiler ve filogenetik ¢alismalar ile tespit
edilmistir. Ayrica elde edilen bakteri ve funguslarin biyoassay deneyleri de
yapilmistir. Bu deneyler icin macfarlant cihazi ile ayarlannus 1,5x10°, 1.5x107,
1,5x108 ve 1.5x10° konsantrasyonlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Bunlara ek
olarak bu konsantrasyonlarin her biri 2-3.instar, 3-4.instar ve 4-5.instar larvalara
denenmistir. Bioassay sonuglarma gore 1.5x10° konsantrasyonu saglikli larvalar
tizerinde ciddi bir etki gdstermemis buna karsilik 1.5x10° konsantrasyon ise yiiksek
olimlerle sonuglanmigtir. Deneylerde en hassas olan instarlarin 2-3.instar oldugu
goriilmiis, en direncli olanlarin ise 4-5. instar larvalar oldugu tespit edilmistir.
Biyoassaylar bununla sinirli kalmamis temsili depo sartlarinda da deneyler yapilmustir.
Deney sonuglart istatistiksel olarak kiyaslanip sonuglandirilmistir. Bu tez galismasi ile
elde edilen bakteri izolatlarinin hepsi Plodia interpunctella’dan Tiirkiye’de ilk kez
izole edilmeleri bakimindan buyuk bir 6zgln degere sahiptir. Funguslar da P.
interpunctella’nin biyolojik mucadelesi kapsaminda 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bakteri, biyolojik miicadele, depo zararlisi, fungus, Molekdler
Filogeni, Plodia interpunctella, 16S rRNA



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ISOLATION, CHARACTERIZATION OF
BACTERIAL AND FUNGAL PATHOGENS OF THE INDIAN MEAL MOTH
PLODIA INTERPUNCTELLA HUBNER (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)
AND THE POTENTIAL OF USING IN BIOCONTROL

NAME AND SURNAME OF THE AUTHOR

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

MOLECULAR BiOLOGY AND GENETICS

PHD THESIS, 165 PAGES
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. OMER ERTURK)

In this thesis study, bacterial and fungal agents of Plodia interpunctella were
investigated, identified and revealed with modern methods. The scope of the thesis has
been greatly expanded with the examples taken from three provinces of Turkey, thus
filling important literature gaps. Phylogenetic analyzes were performed at the end of
DNA isolation and molecular studies after staining for the detection and
characterization of bacterial and fungal agents. As a result of the thesis study, 9
bacteria and 4 fungi were isolated and determined by all molecular and phylogenetic
studies. In addition, bioassay experiments of the obtained bacteria and fungi were also
carried out. For these experiments, 1.5x10° 1.5x107, 1.5x10® and 1.5x10°
concentrations adjusted with the macfarlant instrument were used. Additionally, each
of these concentrations was tested on 2-3.instar, 3-4.instar and 4-5.instar larvae.
According to the bioassay results, 1.5x10° concentration did not have a serious effect
on healthy larvae, whereas 1.5x10° concentration resulted in high mortality. In the
experiments, it was seen that the most sensitive instars were 2-3. instars, and the most
resistant ones were 4-5. were found to be instar larvae. Bioassays were not limited to
this, but experiments were also carried out in representative warehouse conditions.
Experiment results were statistically compared and concluded. All of the bacterial
isolates obtained in this thesis study have a great unique value in that they are isolated
from Plodia interpunctella for the first time in Turkey. Fungi are also important in the
biological control of P. interpunctella.

Keywords: Bacteria, Fungus, Biological Control, Storage Pest, Molecular Pylogny,
Plodia interpunctella, 16S rRNA
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1. GIRIS

Son 10.000 yilda insan uygarligimin slrekli gelismesiyle birlikte, yiyecek ve
diger malzemeleri Uretme ve bunlar1 gelecekte kullanmak (zere saklama ydntemleri
muazzam bir sekilde gelismistir. Ayrica, artan yasam beklentisi ve sanayilesme ile
birlikte son birkag yiizyildaki 6nemli niifus artisi, konut, sanayi ve ulagim agina yer
acmak icin ekilebilir arazilerin kademeli olarak yok edilmesine sebep olmustur.
Diinyanin artan nifusunu beslemek i¢in gida giivenligi, diinya genelinde hem gelismis
hem de gelismekte olan tlkeler igin en 6Gnemli dnceliklerden biri haline gelmistir. Gida
giivenligi kavrami, 0zellikle az gelismis Ulkelerdeki yoksullar: etkileyen kiresel gida
Krizinin derinlesmesi nedeniyle ancak 1970-1990'larda ortaya ¢ikmistir. 1996 Diinya
Gida Zirvesi'nde, kitlik, aglik ve gida krizi konular1 kapsamli bir sekilde incelenmis ve
ilk odak noktasinin gida hacmi ve istikrari oldugu Kritik bir nokta olarak belirtilmistir.
1996 Dunya Gida Zirvesi'nde (FAO, 1996) gida giivenligi: "Gida tuketiminin istikrarli
bir sekilde genislemesini slrdirmek ve 0retim ve fiyatlardaki dalgalanmalari
dengelemek igin temel gida maddelerinin yeterli dinya gida arzinin her zaman
mevcudiyeti” olarak tanimlamistir ve artik evrensel anlayis, daha fazla gida tUretmeyi
hedeflemenin yani sira, lirettigimizi korumamiz gerektigi seklinde gelismistir (Nayak
ve Daglish, 2018).

Ulkemizin kullanilabilir tarim alanlari nifus artisma  paralel olarak
artmamakta, aksine her gecen glin azalmaktadir. Bu nedenle birim alandan elde edilen
Uriin miktarinin arttirilmasi birinci derecede 6ne ¢ikmakla birlikte; Gretimden tiiketime
kadar Grtiniin uygun bir sekilde korunmasi da ¢ok biytk 6nem arz etmektedir (Ferizli
ve Emekgi 2014). Dunyada ve Tirkiye’de 0zellikle nem igerigi diisiik gida Urlinleri
beslenme, tohumluk ve ihtiyac fazlasi gibi degisik amagclarla kisa veya uzun sireli
olarak depolanmakta ve tim yil boyunca gerek i¢ ve gerekse dis pazarda piyasaya
sunulmaktadir. Ulkemiz hububat, bakliyat, yagh tohum ve mamdilleri, findik ve
mamulleri ve kuru meyve ve mamdlleri gibi Urinlerin dlinya Uretim ve ihracatinda
onemli bir yere sahiptir. i¢ tiketim ve dis satimda son derece énemli olan bu Griinler
T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Gida Koruma Genel Miidiirligii onay: ile
Ozel olarak kurulmus tesis ve isletmelerde depolanmaktadir. Kuru meyve giivesi,
Plodia interpunctella (Hubner), depolanan (Sekil 1.1) trtinlerde 6nemli bir ekonomik

bocek zararlisidir ve Antarktika hari¢ her kitada bulunur (Rees, 2004). P.



interpunctella'nin kitasal mesafeler boyunca go¢ edebilecegini veya dagilabilecegini
gosteren hicbir kayit yoktur. Bununla birlikte, P. interpunctella, ticari deniz
tasimaciligr goénderilerinde (Schulten ve Roorda, 1984) istila edilmis mallarda ve
Avrupa'ya ithal edilen gida Grtinlerinde bulunmustur. Afrika'dan Birlesik Krallik’da P.
interpunctella'nin ilk kapsamli bilimsel ¢alismalarindan biri Hamlin ve arkadaslari
(1931), tarafindan yapilmigtir. Kuru meyve guvesi tahil, tahil bazli Grlnler ve 20'den
fazla farkli kabuklu yemis, meyve ve seker zararlisi olarak kategorize edilmistir.
Ayrica, istila edilmis Urlnlerin iade edilmesi yoluyla istilalarin ekonomik sonuglarini
da agiklamiglardir. P. interpunctella tarafindan istila edildigi bildirilen Griinler veya
uriin gruplari gesitli yayimlarda listelenmistir (Cox, 1979; Johnson ve ark., 1992, 1995;
Sedlacek ve ark., 1996; Nansen ve Phillips, 2003, 2004; Nansen ve ark., 2004a).
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Sekil 1.1 Cesitli Depolama Sistemleri. (a) Afrikali Kiglk Toprak Sahipleri
Tarafindan Kullanilan ve "gota" Olarak Adlandirilan Kerpi¢ Kaplar;
(b) Dis Mekan Cuval Istifleri; (¢) Havalandirmali ve Fumigant
Devridaimli Celik Depolar; (d) Beton Elevator (Asansor); (e) Isleme
ve Nakliye ile Birlikte Buyiik Beton Asansor Sistemi; ve (f) Hermetik
(Hava Gegirmez) Kiguk Torba Saklama Yontemi (Hagstrum ve
Phillips, 2017)

Plodia interpunctella harici bir besleyicidir. Larvalar, yiyecek yiizeyinin hem
icinde hem de Ustiinde siirekli olarak ipeksi bir ag 6rer ve ag icinde beslenir. Ag, larva
diskisi (frass) ve exuvia (dokim deriler) icerir ve istila edilmis mala hos olmayan bir
koku verir. Istila edilmis malm ylzeyi bazen kalin bir ipeksi dokumayla kaplanir. P.
interpunctella istilasi, dogrudan Uriin kaybina ve hagere kontrol maliyetleri, kalite
kayiplar1 ve tiketici sikayetleri yoluyla dolayli ekonomik maliyetlere neden olabilir
(Phillips ve ark., 2000a). P. interpunctella ve diger depolanmis Urln bdceklerin
yonetimi icin 6nemli sonuclara sahiptir. (Arthur, 1996). Montreal Protokoli'ne



(Anonim, 2004) uyum nedeniyle fumigant metil bromirin yaklasan kayb1, siiphesiz
P. interpunctella igin yonetim programlarin1 daha fazla etkileyerek yeni kontrol
stratejilerine olan talebi hizlandiracaktir (Phillips ve ark., 2000a, b). Bu gbzden
gecirmenin amaglar1 sunlardir: (1) biyoloji ve kontrol ile ilgili bilgileri bir gbzden
gecirme formatinda 6zetlemek ve sentezlemek ve (2) P. interpunctella'nin yonetimi ve

kontrolline iliskin potansiyel yeni arastirma alanlarini tartismaktir.

Kuru meyve givesi (P. interpunctella, (Lepidoptera; Pyralidae)), hem kuru
meyve zararlilarinin ve hem de depolanmis hububat ve mamdillerinin en énemli
zararlilarindan biridir. Gerek P. interpunctella ve gerekse diger depolanmig Uriin
zararlhlar1 bulastiklar1 gida Urlnlerine dogrudan ya da dolayli bir sekilde zarar
vermektedirler. Bunun sonucu olarak da driinlerde agirlik kayiplarina, tohumluluk
oOzelliklerinin diismesine, kalite ve besin degerlerinde olumsuz degisimlere yol acarak
ticari degerlerinin azalmasina neden olmaktadirlar (Boxall, 2001). P. interpunctella,
depolanmuis drtinlerin diinya ¢apinda ekonomik agidan 6nemli bir zararlisidir (Kivan
ve Karsavuran 1991; Turanli, 2003; Fasulo ve Knox, 2014). Ayrica, bulagsma gorilen
gida Urdnlerinin insanlar tarafindan tuketilmesinin de saglik yoniinden sakincalar
tasidig1 saptanmistir. Bu tur gida drdnlerinin yenilmesi ile solunum yollar: alerjisi,
kasint1, astim, igtahsizlik, gelisim bozuklugu gibi belirtiler ve bakteriyel enfeksiyonlar
ortaya ¢ikmaktadir. Yine, bu boceklerin kemik hastaliklari, serit ve veba gibi hastalik
etmenlerini de tasidiklar1 belirlenmistir (URL-2 2014). Ulkemizde ise bu zararl P.
interpunctella’nin birinci derecede tercih ettigi besin kaynaklari incir, Gzim, erik,
kayist ve hurma gibi kuru meyvelerdir. Bunlarin yani sira kestane, ceviz, i¢ findik,
antep fistig1, yer fistigi, badem, susam ve aycicegi gibi yagli tohumlar; piring,
mercimek ve fasulye gibi hububat mamulleri; un ve mamdilleri, ¢ikolata, kakao, sut
tozu ve baharat gibi Grlinler de tercih edilen diger besin kaynaklaridir (TAGEM, 2008).
Gorildigi gibi P. interpunctella besin segiciligi sergilememektedir. Bu durum pek
cok gida urtiniinde kuru meyve giivesi istilalarini kaginilmaz kilmaktadir. Diinyada ve
ulkemizde depolanmig Urlin zararlilar1 ile yaygin olarak kimyasal miicadele yontemi
tercih edilmekte olup fumigasyon uygulamalar1 yapilmaktadir. Gida drunlerinde
zararli olan organizmalarin zehirli gaz kullanimi yoluyla 6ldirilmesi anlamina gelen
fumigasyon uygulamalarinda siklikla tercih edilen fumigantlar metil bromit (MeBr)
ve fosfin (PH3)’dir. Tiirkiye’de ilk defa 1987 yilinda ruhsatlandirilan metil bromidin,

ayn1 y1l 160 ulkenin katilimi ile imzalanan ve Glkemizin de 1991 yilinda taraf oldugu



Montreal Protokoli geregince, ozon tabakasini inceltici 6zellige sahip olmasi ve
urinlerde brom (Br) kalintis1 nedeniyle zirai karantina ve tasima oncesi kullanimlar
disinda, kullaniminin ve ithalatinin kademeli olarak azaltilmasi karar1 benimsenmistir
(T.C. Resmi Gazete, 2004). Mevcut uygulamaya tlkemizde 2004 yilinda baglanmistir
(Ferizli ve Emekci 2014). Metil bromidin, hali hazirda gelismis Ulkelerde 2005 ve
gelismekte olan Ulkelerde ise 2015 yilina kadar kullanimdan kaldirtlmasi planlanmistir
(UNEP, 1995). Ancak P. interpunctella’nin zarar yaptigi Grtinlerin hemen hemen hepsi
insanlar tarafindan tiketilen gidalar olmasi agisindan zararlinin bulundugu ortama
kimyasal insektisit uygulanmasi ya da ¢evresel yan etkilerden dolay1 fumigasyon
oldukga zor ve sinirhidir. Ayrica kuru meyve giivesinin insektisitlere direng gosterdigi
de kamitlanmastir (Attia, 1977). Bu nedenle bu tiir zararlilar icin cevreye ve hedef dis1
organizmalara yan etkisi olmayan micadele yontemlerinin gelistirilmesi kaginilmaz
olmustur. Bu amag¢ dogrultusunda zararlinin neden oldugu ekonomik kaybi azaltmak
ve populasyonundaki artis1 asagiya cekmek icin bircok alternatif micadele yontemi
denenmistir (Malone ve Canning, 1982; Tung ve ark., 2000; Ayvaz ve ark., 2008,
2010).

Kuru meyve glivesi ile mucadele amachi en Umit vaadedici sonuglar bu
zararlinin dogal diismanlarinin kullanildigi ¢alismalardan elde edilmistir (Schéller ve
Filinn, 2000; Grieshop, 2005; Shojaaddini ve ark., 2012). Zararlinin dogal diismanlari
arasinda hem konak seciciligi ve hem de etki mekanizmasi agisindan One ¢ikan
organizmalar biyolojik miicadele kullanilan entomopatojenler gelmektedir.
Bdceklerin hastalanmasina ve 6lumune neden olan bu organizmalara genel olarak
entomopatojenler denir. Virlsler, bakteriler, protistler, mantarlar ve nematodlar
biyolojik micadelede kullanilan entomopatojenleri teskil etmektedirler (Yaman,
2012). Boceklerde hastaliklara neden olan entomopatojenler o6zellesmis dogal
diismanlar olarak kabul edilir. Entomopatojenler zararli bocegin beslenme ve biyime
oranin1 azaltabilir, Uremelerini yavaslatabilir veya engelleyebilir ya da onlar
6ldurebilirler. Bu organizmalarin neden oldugu hastaliklar, belirli kosullar altinda,
Ozellikle bocek yogunlugu yuksek oldugunda, bcek populasyonunda dogal bir sekilde
¢ogalabilir ve yayilabilirler. Entomopatojenlerin neden oldugu tabii hastalik olaylari
bocek populasyonlarinda temel 6lim faktorl oldugu halde 6nemsiz gdziiken bocek
hastaliklarinin ~ arastirllmasina ve etkilerinin  arttirllmasina  yonelik  pratik

uygulamalarin tesvik edilmesinde ve zararlilarin kontroli igin tabii olarak gergeklesen



infeksiyonlardan faydalanmada ¢ok az gelismeler saglanmistir. Zararlilarin kontrolii
icin entomopatojenlerin en pratik kullanimi, onlarin zararlinin kendisinden izole
edilmeleri ve suni ortamlarda kdltarlerinin hazirlanmasini1 ve daha sonra uygun bir
yerde ve zamanda cevreye dengeli miktarlarda sunulmasmi icerir (Yaman, 2012).
Kullanilan mikroorganizmalar zararliya 6zgl oldugu igin yalnizca 0 canliy1 etkiler.
Ancak belirli bir zararliyla micadelede uygun entomopajenin seciminde,
organizmanin zararlinin dogal popiilasyonlarinda hastalik olusturmasi ve dogrudan
zararhidan izole edilerek gelistirilmesi, uygulama asamasinda entomopatojen-zararl
konak iliskisi agisindan ©Onem arzeder. Kuru meyve guvesinin dogal
populasyonlarindan entomopatojen tespitine ve bu zararliya kars1 kullanimina yonelik
calismalar protistler icerisinde yer alan mikrosporidialar ile sinirli kalmistir (Malone
ve Canning, 1982). Yapilan baz1 entomopatojenik ¢alismalar ise laboratuar denemeleri
seklinde kalmistir (Johnson ve ark, 1990; Herrero ve ark., 2004; Biida ve Peciulyte
2008). Butlin bu nedenlerden dolay1 kuru meyve guvesi tzerinde test edilmis bilinen
entomopajenik preperatlardan farkli, zararlimin dogal populasyonlarina ait ve
ulkemizin yerel zenginligi olabilecek entomopatojenlerin arastirilmasi, en etkili
mucadele etmenini bulma agisindan blyuk 6nem arzetmektedir. Yaman ve ark., (2016)
proje 6n c¢alismalarinda bu zararliya ait lkemiz igin ilk protist patojeni olan bir
mikrosporidyum tespit etmislerdir. Yine Yaman ve ark., (2015) llkemizde yaygin
bulunan diger bir depo zararlist Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera:
Pyralidae) 'dan diinya igin yeni ve ilk baculoviris tanimlamislardir. Baculovirtsler
zararli bdcekler ile biyolojik mlcadelede en yaygin kullanilan ve en segici konak
hassasiyetine sahip, etkisi en yiksek biyolojik pestisitler olarak tretilmekte ve ticari
olarak satilmaktadir. Depo zararlilar1 Uzerine bu iki ¢alisma Ulkemizde bu zararlilardan
farkli gruplara ait orijini bakteri, virus, fungus ve protist olan ve insektisidal etkileri
yuksek vyerli izolatlarin ya da yeni tirlerin bulunabilecegini gostermektedir. Bu
nedenle Glkemizde bu tiir calismalara hiz kazandirilmali, yerli, yliksek insektisidal etki
gosteren turlerin bulunmasi, bulunanlarin ise literatir bilgisi seklinde kalmadan pratik

kullanima kazandirilmasi gerekmektedir.

Bu tez calismasinda , proje 6n c¢alismasi ile bir turin varlig1 tespit edilen
entomopatojenlerin  farkli bilinen yada yeni tdrlerinin, bu zararlhinin farkli
popiilasyonlarindaki dagilimlarinin ve cesitliliginin belirlenmesi,

karakterizasyonlarinin yapilmasi, yeni ekolojik pestisitlerin gelistirilmesi, hem tespit



edilen entomopatojenlerin hem de gelistirilebilecek ekolojik pestisitlerin zararh
uzerindeki insektisidal etkilerinin hem ayr1 ayrt hem de birlikte farkli
kombinasyonlarinin laboratuvar ve depo uygulamalar1 seklinde belirlenmesi, etkili
olan entomopatojenleri iceren pratikte kullanilabilecek prototip bir miicadele aracinin

gelistirilerek patent yada faydali Grtin modeli elde edilmesi amaglanmistir.
2. GENEL BILGILER

Ulkemizde son yillarda biyik ilgi goren ve calismalarm yogunlastigi
entomopatojenlere yonelik c¢alismalar belli bir seviyeye ulagmakla birlikte agirlikli
olarak belirlenen patojenlerin tir tespitlerinin yapilarak biyolojik zenginligimize
katilmasi1 seklinde sinirli bir katkiya sahiptir. Gelismis Ulkelerde 100 yildan fazladir
kullanilan bu c¢evreci yontem icin, Ulkemizde de pratik kullanima yonelik Grin
gelistirme ¢alismalar1 hiz kazanmalidir. Izole edilen ve tanimlanan entomopatojen ne
kadar yeni tur olursa olsun, zararlilar ile miicadelede pratik kullanima sunulmadigi
muddetce 6nem arzetmeyecek, yaygin etkisi olmayacaktir. Bu projenin bu bélimiinde
hem bes farkli lokalitede tespit edilecek etkili entomopatojenlerin hemde laboratuvar
stoklarimizda mevcut ve etkinligi kanitlanmig entomopatojenlerin kuru meyve
zararlis1 ile pratikte kullanimina imkan verecek bir prototip modelin gelistirilmesi
planlanmaktadir. P. interpunctella hem kuru meyvelerin ve hem de depolanmis
hububat ve mamdllerinin en énemli zararlilarindan biridir. Gerek P. interpunctella ve
gerekse diger depolanmis Uriin zararlilar1 bulastiklar1 gida drtinlerine dogrudan ya da
dolayl bir sekilde zarar vermektedirler. Zarar yaptigi1 triinlerin hemen hemen hepsi
insanlar tarafindan tiiketilen gidalar olmasi agisindan zararlinin bulundugu ortama
kimyasal insektisit uygulanmasi oldukca zor ve sinirlidir. Bu durum bilim insanlarini
farkli sorulara ve ¢6ziim yollarina yoneltmektedir. Diinyada ve tlkemizde depolanmig
uriin zararlilar ile yaygin olarak kimyasal miicadele yontemi tercih edilmekte olup
fumigasyon uygulamalari yapilmaktadir. Gida Urtinlerinde zararli olan organizmalarin
zehirli gaz kullammi yoluyla Oldirilmesi anlamima gelen fumigasyon
uygulamalarinda siklikla tercih edilen fumigantlar metil bromit (MeBr) ve fosfin
(PH3)’dir. Tirkiye’de ilk defa 1987 yilinda ruhsatlandirilan metil bromidin, ayn1 y1l
160 tlkenin katilim1 ile imzalanan ve tlkemizin de 1991 yilinda taraf oldugu Montreal
Protokolu geregince, 0zon tabakasini inceltici 6zellige sahip olmasi ve Urunlerde brom

(Br) kalintis1 nedeniyle zirai karantina ve tasima Oncesi kullanimlar disinda,



kullaniminin ve ithalatinin kademeli olarak azaltilmasi karari benimsenmistir (T.C.
Resmi Gazete 2000, 2004). Mevcut uygulamaya Ulkemizde 2004 yilinda baglanmigtir
(Ferizli ve Emekci 2014). Metil bromidin, hali hazirda gelismis Ulkelerde 2005 ve
gelismekte olan tlkelerde ise 2015 yilina kadar kullanimdan kaldirilmasi planlanmistir
(UNEP, 1995). Fumigasyonun, bulasik Uriine dogrudan uygulanabilmesi, Grinln her
yerinde ve zararlinin tm yasam asamalarinda etkili olmasi, kisa siirede kesin sonug
ve genis ¢capli uygulamalara olanak vermesi ve diger mucadele yontemlerine gore daha
az girdi ve is glcu gerektirmesi ilk bakista avantaj gibi gorinmektedir. Fakat
kullanilan fumigantlarin zamanla zararlilarin diren¢ mekanizmalarini gelistirmeleri ve
daha once belirtildigi Uzere ozon tabakasini inceltme potansiyeline sahip olmalari,
besinlerde kalint1 olusturabilmeleri ve insan saglhigi acgisindan da 6nemli riskler
tasimalar1 bir¢ok bilim adami ve devlet ¢alisanini diger alternatif micadele yontemleri
Uzerinde yogunlastirmaktadir. S6z konusu miicadele yontemlerinin insan saghgi,
argoekosistem, cevre ve biyolojik dengenin korunarak sirdirtlmesini desteklemeleri
bir zorunluluktur. Bu amacla son yillarda biyolojik micadele ydntemleri dnem
kazanmustir. Biyolojik mucadele yontemlerinde zararli bocek (izerinde dogal hastalik
olusturan etmenler ilgi odagi olmustur. P. interpunctella'nin yonetimi P. interpunktella
ve diger depolanan Uriin zararlilarinin yonetimi, insektisit bazli bir sistemden daha
entegre bir yaklasima dogru hizli bir degisimden gegcmektedir (Arthur ve Phillips,
2003; White, 1992; White ve Leesch, 1996). Federal Insektisit, Fungisit ve Rodentisit
Yasasinda (FIFRA) yapilan degisiklikler.

1996'da Gida Kalitesini Koruma Yasasi'nin (FQPA) kabul edilmesi, ABD
Cevre Koruma Ajansi'ni su anda kayzitli olan tiim pestisitleri yeniden degerlendirmekle
gorevlendirdi. Baz1 organofosfat ve karbamat insektisitler hasat sonrasi piyasadan
kaldirilirken bazilar1 da kaldirilma tehdidi altindadir. Ayrica, P interpunctella,
organofosfat malation'a ve diger bazi organofosfatlara karsi direng gelistirmistir (Attia,
1977, 1981; Zettler ve ark, 1973, 1989; Zettler, 1982; Arthur ve ark., 1988; Sumner ve
ark., 1988; Schaafsma, 1990; Subramanyam ve Hagstrum, 1996; Arthur ve Phillips,
2003). P interpunctella da gelismistir. Laboratuvar se¢im g¢alismalarinda mikrobiyal
insektisit Bacillus thuringiensis Berliner'e direng, (Johnson ve ark., 1990; Van-Rie ve
ark, 1990; McGaughey ve Johnson, 1992; Subramanyam ve Hagstrum, 1996; Herrero
ve ark., 2001), ancak alan direncine dair dogrudan bir kanit yoktur. Fumigasyon

O6nemli bir yonetim secenegidir ve tahil silolarinda, asansorlerde, ambarlarda ve diger



toplu tahil depolama yapilarinda P. interpunctella'nin tim asamalarii kontrol edin.
Bazi P. interpunctella tirleri, fosfine kars1 diisiik seviyelerde direng gelistirmistir
(Chaudhry, 1997; Zettler, 1982; Zettler ve ark., 1989), ancak bu diisiik direng
seviyelerinin kontrol basarisizliklar: Uzerindeki etkisi bilinmemektedir. Muhtemelen
genel olarak depolanmis Urin entomolojisindeki arastirmacilarin devam eden
diisiisiinden ve kullanilabilecek smirli sayida insektisit oldugunda direng
arastirmalariin ¢ok az pratik uygulamaya sahip olabilecegi goriisiinden dolayi.
Depolanmis Uriin hasere yonetiminde yaygin olarak kullanilan diger bir fumigant olan
metil bromdir, uluslararasi bir anlagsma olan Montreal Protokoll'niin bir sonucu olarak
cogu gelismis Ulkede kullanimdan kaldirilmaktadir (Anonim, 2004). Toplu depolama
ve oOgiitme ve isleme tesislerinde (Alternatif veya entegre kontrol yontemleri,
fumigantlarin ikamesi veya takviyesi olarak savunulmaktadir (Arthur, 1996; Dunkel
ve Sears, 1998; Kawakami, 1999; Toshiyuki ve ark., 1999; Mbata ve Phillips, 2001;
Mueller, 2001; Arthur ve Phillips, 2003). Sanitasyon, iyilestirilmis izleme ve gozetim,
yuzey bocek oldirict islemler, gatlak ve yarik tedavileri, inert tozlar, degistirilmis
atmosferler ve 1sil islemlerin tumd, P. interpunctella ve diger depolanmig 0Uriin
bdcekler igin kontrol olarak belirtilmektedir (Arthur ve Phillips, 2003). Sanitasyon,
depolanan Urin ortamlarinda bécek popullasyonunun biyiimesi Gzerinde bir etkiye
sahip olarak algilanmaktadir (Loschiavo ve Okumura, 1979; Platt ve ark., 1998) ve
arttk bocek ilaglarinin etkinligini artirabilir  (Arthur ve Phillips, 2003). P.
interpunctella larvalar1 paketlenmis gidalar1 istila edebilir (Tsuji, 1998, 2000) ve
boceklere dayanikli paketleme, larva evrelerinin girisini ve yetiskinlerin
yumurtlamasini 6nleyebilir (sekil 2.1) (Mullen, 1994; Mullen ve Mowery, 2003; Sato
ve ark., 2003).



Sekil 2.1 Plodia interpunctella Larvalarimin Beslenmesi Sonucu
Paketlerde Meydana Gelen Hasarlar

Larvalar, degistirilmis atmosferlerin kullanim: nedeniyle disiik oksijen
kosullarina karsi hassastir, ancak bu kosullar altinda 6 gline kadar hayatta kalir
(Locatelli ve ark., 2002). Duzenleme uzun yillardir 6nemli bir secenek olmustur
(Phillips, 1997; Jones, 1998; Phillips ve ark, 2000b; Cox, 2004). Semiokimyasallar
genellikle depolanan Uriin zararhilarini izlemek icin seks feromon yemleri seklinde
kullanilir, ancak bdcek popiilasyonlarini kontrol etmek icin daha genis bir potansiyele
sahiptirler. Semiokimyasallar kitle igin kullanilabilir yakalama, cekme ve 6ldirme,
ciftlesmeyi engelleme, kovucu olarak ve belirli davranigsal uyaricilar veya caydiricilar
olarak (Cox, 2004). Kimyasal cezbediciler (Toth ve ark., 2002), iticiler (Khan, 1981,
1983), ciftlesmeyi engelleyenler ve cinsiyet uyaricilar (Brady ve ark., 1971; Ryne ve
ark, 2001; Fadamiro ve Baker, 2002; Nansen ve Phillips, 2003, 2004) icin P.
interpunctella arastirma c¢alismalarinda degerlendirilmistir ancak yaygimn ticari
kullanim almamaktadir. Biyolojik kontrol, dékme tahilda ve &giitme ve isleme
tesislerinde P. interpunctella'nin kontrolii i¢in baska bir olasiliktir (Brower ve ark,
1996; Scholler ve ark, 1997; Scholler ve Flinn, 2000). Yirtict bocekler ve
hymenopteran ile laboratuvar ve saha denemeleri yapilmistir. (Scholler ve Flinn,

2000). Habrabracon (Bracon) hebetor (Say) ile P. interpunctella ve diger piralid
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guvelerinin etkili saha kontroll saglanmigtir (Cline ve Press, 1990; Cline ve ark, 1984;
Press ve ark, 1982). Varligin1 ve bollugunu gosteren birgok ¢alisma vardir depolama
tesislerinde ve cevresinde P. interpunctella parazitleri ve yirticilar1 (Johnson ve ark,
2000). Pek cok lepidopteran haserenin yumurta parazitleri olan Trichogramma
cinsinin yaban arilari da P. interpunctella'nin kontroll igin degerlendirilmistir
(Brower, 1990; Scholler ve Flinn, 2000; Grieshop, 2005). Diisiik sicaklikta depolama
ve depolama tesislerinin 1s1l islemi, P. interpunctella’y:r kontrol etme potansiyeline
sahiptir (Fields, 1992). 10 °C'de yetiskin guveler Gzerinde bir stres olusur ve yetiskin
6lumlerinde artisa neden olur; hayatta kalan yetiskinlerde yumurta tretimi azaldi ve
yumurtlanan yumurtalar daha diisiik yasayabilirlik (Johnson ve ark, 1997). Bir ginlik
P. interpunctella yumurtalari, 1s1l isleme (42—48 °C) kars1 2 veya 3 glinliik yumurtalara
gore daha toleranshdir, oysa diisiik sicakliklarda (0-10,5 °C) daha yasli yumurtalar
daha dayaniklidir ve 6lmek daha uzun stirdu (Lewthwaite ve ark, 1998). Bir pilot yem
fabrikasinda 1s1l islem, farkli depolanmig 0Uriin bocek popiilasyonlarini ortadan
kaldirdi, ancak P. interpunctella popuilasyonu birkag hafta sonra kademeli olarak artt1
(Roesli ve ark, 2003). P. interpunkella sayilarindaki bu kademeli artis, P.
interpunctella'nin disaridan go¢ etmesinden kaynaklanmig olabilir (Doud ve Phillips,
2000). Is1 ve soguk islemler (Johnson ve Wofford, 1991; Johnson ve ark, 1997) diger
kontrollerle kombinasyon halinde kullanilabilir, degistirilmis atmosferler veya bir
grantloz virtsunin uygulanmasi gibi yontemler (Johnson ve ark, 2002). Depolanan
urin zararlilarinin yonetimi, stirekli kontroliin saglanmasi i¢in uzaysal-zamansal
dagilimlarinin izlenmesine dayali olarak yaygin sekilde tavsiye edilir. Bu tlir yonetim
uygulamalari, direncin yavaslatilmasina da yardimei olabilir. Su anda test edilmekte
olan ¢esitli yeni kimyasallara P. interpunctella tarafindan gelistirme (Arbogast ve ark,
2002; Trematerra ve Sciarretta, 2004). P. interpunctella’nin mekansal dagilimina
iliskin ¢aligmalarin ¢ogu, feromon yemli tuzak avlarma dayanmaktadir. Bu tir
calismalarda, gercek kaynaklar dan ¢ok uzaga yerlestirilmis olsalar bile, tuzaklarin

yuksek sayida yetiskin kaydetme sansi vardir.

Besinci donemlerin bir pupa yeri aramak i¢in gezinme davranisindan ve ayrica
yetigkin guvelerin dagilma davraniglarindan dolay1 istila. Ayrica, belirli bir stre
boyunca P. interpunctella sayilarindaki degisim, kullanilan 6rnekleme ydnteminin
tard ile ilgilidir (Hagstrum, 2000). Bu durumlarda, yonetim uygulamalari tamamen bu

tir mekansal dagilim verilerine dayandiginda, istenen sonuglari vermeyebilirler.
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Bununla birlikte, ilgili tuzak yakalama sayilari veya gosterge niteligindeki tuzak
sayilari, yonetim kararlarinin verilmesinde bir rehber olarak kullanilabilir (Arbogast
ve Mankin, 1999; Arbogast ve ark, 2000). Gida yemi tuzaklar1 bazen belirlemek icin
feromon yemli tuzaklarla birlikte kullanilir. P. interpunctella'nin dagilimi (Cox, 2004;
Trematerra ve Sciarretta, 2004). P. interpunctella da dahil olmak Uzere cesitli
depolanmis Urtin boceklerini kontrol etmek igin dogal trlinlerin kullanilmasi, kKimyasal
islemlere ve fumigasyona bir alternatiftir (Arthur, 1996). Dogal bir inert toz olan iki
atomlu toprak (DE) ve dogal olarak tiiretilmis bir insektisit olan Spinosad, P.
interpunctella Gzerindeki ¢esitli kontrol yontemlerinin etkilerinin kantitatif testlerini
yapmak ve bunlarin etkilerini degerlendirmek igin iki tanelidir etkililik emek yogun
ve zaman alici olabilir. Bununla birlikte, P. interpunctella'nin bu tir yonetim
uygulamalar1 nedeniyle 6lum orani, gelisme siresinin uzamasi ve yavru uretiminin
azalmasi gibi baz1 temel bilgiler elde edildiginde, P. interpunctella'nin populasyon
dinamiginin simulasyon modellemesi saglama potansiyeline sahiptir. Bu y0netim
yontemlerinin ¢ogu icin tek basina veya kombinasyon halinde giicli test platformu
birbirleriyle (Throne, 1996).

Literatire bakildiginda gorllecektir ki, kuru meyve guvesi Uzerine
entomopatojenik c¢aligmalar smirli olup, mevcut c¢alismalar zararliya ait tek bir
populasyonda tek bir patojenin izolasyonu ve karakterizasyonu ya da ticari bir
preperatin laboratuvar kosullarinda denenmesi seklindedir. Proje Onerisi, 6nemli bir
depo zararlisi olan kuru meyve glvesinin, Turkiye gibi genis ve farkli iklim
kosullarina sahip bir cografyada birbirinden farkli cografik Ozelliklere sahip bes
bolgeden yapilacak drneklemeler ile bakteri, virts, fungus ve protist orjinli dort farkli
entomopatojen grubuna ait organizmalarin izolasyonunu ve karakterizasyonunu
icermektedir. Bu nedenle elde edilebilecek hem entomopatojen tiir sayisi ve gesitliligi
hemde yiksek inzektisidal etki gosteren yerli cografik izolatlarin ya da yeni tirlerin
tespit edilme imkani oldukca yiksektir. Karakterize edilen her bir organizma sadece
ulkemiz igin degil dunya literattrd icin yeni bilgiler olacaktir. Tez galismasi, Kuru
meyve guvesinin farkli populasyonlarda mevcut entomopatojenlerin t¢ yillik bir
stirede, populasyonlardaki varligi, dagilimi, enfeksiyon oranlar1 ve ¢esitliligini
belirleyerek, zararlinin dogal kosullarindaki popiilasyonlarinin dogal baskilayict

faktori olan entomopatojenlerin  belirlenecegi ilk ¢alisma olacaktir. Dunya
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literatiirtinde bu tir bir ¢aligma sadece kuru meyve givesi icin degil, diger depo

zararllari iginde henliz yapilmamistir, bu nedenle ilk ve yeni bulgular sunulabilecektir.

Ulkemizde kuru meyve givesinin yaygin olarak bulundugu bolgelerdeki
entomopatojenik organizmalarmin bir dokimi yapilarak liste olusturulabilecektir.
Elde edilecek entomopatojen dokiimi tezin ana amaci olan biyolojik mucadeleye katki
saglamas1 yaninda, deneysel ya da parazitoid Uretimi amach bu tir bocekleri
kullananlar icinde katki saglayacaktir. Deneysel ya da parazitoid Gretimi icin depo
zararlist givelerin kullaniminda en temel ama¢ saglikli ve ¢ok sayida Uretim
yapabilmektedir. Ancak eldeki mevcut kultlrlerde bulunan entomopatojenler bu
boceklerin saglikli bireyler iceren kitle dretimini smirlamaktadir. Enfeksiyon
tasimayan bireylerin Gretimi her zaman arzulanan bir durumdur. Bu duruma en giizel
ornek ise, tlkemizin blyUk bir Gniversitesinin bocek Gretim laboratuvarlarindan temin
edilen Ephestia kuehniella larvalarinda diinya igin ilk ve yeni bir organizma olarak
kaydedilen entomopatojenik bir bakuloviriisiin bulunmasidir (Yaman vd., 2015). Bu
nedenle genis dagilim iceren farkli populasyonlardaki entomopatojenlerin bir
dokiminin ¢ikartilmasi ayr1 bir 0zgun deger olarak dikkate alinmalidir. Tez
calismasinin, Ulkemize ait ve zararlinin kendi popiilasyonlarindan elde edilecek
entomopatojenlerin laboratuvar kosullarinda insektisidal etkilerinin belirlenecegi bir
calisma olmasi agisindan da 6zgln bir degere sahiptir. Bunun yani sira yine tlkemiz
smurlar1 icerisinden izole edilmis ve farkli bécekler Uzerinde etkinlikleri denemis,
bakteri ve fungus orijinli entomopatojenler ilk kez bu ¢alismada kuru meyve giivesine
kars1 denenenerek, ylksek insektisidal etki gosteren turler belirlenecektir. Kuru meyve
glvesinin dogrudan besinler Uzerinde ya da icerisinde beslenmesinden dolayr bu
zararliya karg1 Kimyasal inzektisit kullanimi sinirli kalmaktadir. Hatta her ne kadar yan
etkisi olmayan entomopatojenik organizmalar bile kullanilmis olsa, dogrudan gida
Uzerine uygulanmasi, hem ambalajlanmig Uriinlerde imkansiz olmasi hemde
ambalajsiz Urlnlerde psikolojik ve hijenik nedenlerden dolay1 kabul edilebilir
olmamas1 zararliyla micadeleyi zorlastirmaktadir. Tez Onerisinde depolanmis bir
uriine dogrudan bir uygulama igermeyen, zararlinin kolaylikla tercih edebilecegi ve
cevreye yan etkisi olmayan entomopatojenler igeren tuzak yem modellemesi seklinde
prototip mucadele araglarinin gelistirilmesi mumkin olabilecektir. Bu tlr bir yaklasim,
depo zararlilar1 Uzerine dunya literatliri icin ilk olma &zellliginde olup, yiksek bir

0zgln degere sahiptir. P. Interpunctella ile Nematodlar ve parazitoidler arasindaki
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etkilesim, antagonistik degildir, ancak muhtemelen aditif veya sinerjistik olabilir.
Parazitoidlerin salinmas1 veya tek basina nematod uygulamasi, P. interpunkella
larvalarinda %62,25 ila %71,25 arasinda OlUm oran1 olustururken, ikisinin

kombinasyonu %98,0-99,25 oraninda 6limle sonuglanmistir (Mbata, ve ark., 2010).

Kuru meyve guvesi P. interpunctella, diinya ¢apinda ekonomik agidan énemli
bir larval zararlidir, parazitoit, Habrobracon hebetor ve Venturia canescens, kiguk P.
interpunctella popiilasyonlarini baskilamak igin laboratuvar kosullarinda c¢aligildi.
Cesitli sayida H. hebetor ve V. canescens tek basina veya kombinasyon halinde, bir
veya iki kez salindi, %50 ile %80 arasinda 6nemli 6lglde farklilik géstermeyen 6lum
oranlarina yol act1. Biyolojik kontrolde uygulama igin verilerimiz, kombinasyonun en
az H. hebetor'un tek basina salinmasi kadar etkili olabilecegini gosterdi
(CharlesAdarkwah and MatthiasSchéller, 2012)

Bu bocege yonelik kontrol dnlemleri sunlar1 igermektedir: bas bosluguna,
duvarlara ve tahil yuzeyine uygulanan aerosollerin ve kalinti spreylerin kullanimi.
Cogu durumda, istila edilmis mallar fliimigasyona tabi tutulur. Her durumda, bu tir
kimyasal islemler toksik kalint1 olusturmayan malzemelerle sinirlandirilmalidir. Etkili
bir biyolojik kontrol ajani gelistirilebilirse, kimyasal kalint1 sorunu ortadan kalkar.
Steinhaus ve Bell (1953), orijinal olarak 1911'de Berliner tarafindan Akdeniz un
glvesi Anagasta kilhniella'nin (Zcll) hastalikli bir larvasindan izole edilen gram-
pozitif spor olusturan bir bakteri olan B. thuringiensis Berliner de dahil olmak Uzere
depolanmis tahil boceklere karsi bir dizi mikroorganizmay: test etti). Arastirilan
organizmalardan B. thuringiensis, her ikisi de Sitophilus granarius (L.) ve S. oryza
(L.) icin 6nemli patojenite gostermistir. Bu yazarlar, depolanmig tahil bdceklerinin,
Ozellikle de depolanmis tahilda karsilagilan lepidopterous boceklerin olasi kontroli
icin bu organizma ile daha fazla arastirma yapilmasini 6nerdiler. Ayni ¢aligmada,
Angoumois tahil glvesi (Sitotroga grainella (Oliv.)) B. thuringiensis'e duyarlilik
gosterdi ve Steinhaus ve Bell'e (1953) gore Berliner (1927), bu basilin sporlarinin
hayvanlara dahil edilmesini 6nerdi. Kontrol etmek icin 6gilitme isleminden Once tahil
Akdeniz un glvesi Steinhaus (1951) bunu buldu organizma, yikici bir populasyonu
azaltma yetenegine sahipti. Yonca tirtillarinin tarlada ekonomik olmadig: bir noktaya
kadar hasar meydana geldi. On laboratuvar testleri, larvalar kuru meyve giivesi, B.
thuringiensis oldugunda ¢ok duyarliydi. Sporlar kiltlr ortamima dahil edildi. Bu

malzemenin nasil bir etkiye sahip olacagini belirlemek igin tasarlanmistir.
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2.1 Kuru Meyve Zararhlar

Kuru meyvelerde sorun olan bazi zararli bocekler asagida verilmistir;

Eksilik Bocekleri [Carpophilus spp. (Coleoptera:
Nitidulidae)]

Testereli Bocek [Oryzaephilus surinamensis (L.)  (Coleoptera: Cucujidae)]

Kuru Meyve Akari [Carpoglyphus lactis (L.) (Acarina:
Carpoglyphidae)]

I¢ Findik Giivesi [Paralipsa gularis (Zell.) (Lepidoptera:
Galleridae)]

Kuru Uziim Giivesi  [Ephestia figuliella (Greg.) (Lepidoptera: Pyralidae)]

Kuru Incir Glivesi [Ephestia cautella (Walk.) (Lepidoptera: Pyralidae)]

Kuru Meyve Givesi  [Plodia interpunctella (Hubner)  (Lepidoptera: Pyralidae)]

P. interpunctella (Hubner) kuru meyve zararlisi olmasinin yani sira ayni
zamanda depolanmis hububat ve mamdillerinin zararlilar listesinde de yer almaktadir
(Tagem 2008).

2.2 Plodia interpunctella (Hubner) (Lepidoptera: Pyralidae)’nin Simiflandirilmasi
Kingdom Animalia (Animals)
Phylum Arthropoda (Arthropods)
Subphylum Hexapoda (Hexapods)
Class Insecta (Insects)
Order Lepidoptera (Butterflies and Moths)
Superfamily Pyraloidea (Pyralid and Crambid Snout Moths)
Family Pyralidae (Pyralid Moths)
Subfamily Phycitinae
Tribe Phycitini
Genus Plodia
Species Plodia interpunctella (Indian Meal Moth)
2.2.1 Plodia interpunctella’nin Tamim ve Biyolojisi

Plodia interpunctella, Phycitinae alt familyasindan piralid bir guvedir.
Depolanmig Urtin boceklerle ¢alisan ¢ogu arastirmaci ve galisan, bu incelemede yasam
evrelerinin ayrintili tasvirlerine ihtiya¢ duyulmayacak kadar tirlere yeterince aginadir.

Tum yasam evrelerinin genel bir agiklamasi ilk olarak Hamlin ve arkadaslari
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tarafindan verildi. (1931) ve daha yeni birkag 6zet ve aciklama var (Rees, 2004).
Larvalarin, pupalarin ve yetiskinlerin ayrintili morfolojik tanimlari Richards ve
Thomson'da (1932) ve Hinton'da (1943) verilmis ve Heinrich (1956) yetiskin kanat

damarlarini ve cinsiyetlerin cinsel organlarini tanimlamistir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2 Eriskin Kuru Meyve Givesi, Erkek ve Disi Dis Genital Yapilari
Arasinda Kolayca Ayirt Edilebilen Farkliliklar Gosterir (Baxter, 2008)

P. interpunctella’nin bes larva dénemi vardir (Allotey ve Goswami, 1990).

Arbogast ve ark., 1980), P. interpunctella'nin yumurtalarin1 kiigtik, yuvarlak ¢ikintili
ve belirgin karinali olarak tanimlar ve yumurtalari diger ortak depolanmis Uriin
boceklerin - yumurtalarindan  ayirmak i¢in  bir anahtar vermislerdir. P.
interpunctella’daki yumurtlama davranist gida kokusundan etkilenir (Phillips ve
Strand, 1994) ve yumurtalar gida yizeyinin Uzerine veya yakinina birakilir ve
genellikle bir sekilde uzamsal olarak kiimelenir (Sekil 2.3) (Mullen ve Arbogast, 1977;
Arbogast ve Mullen, 1978). Deseo (1976), P. interpunctella'nin dogurganliginin gida
kokusu ile arttigin1 ve yumurtalar koku kaynaginin yakinina gruplar halinde serildigini
rapor etmislerdir. Yetiskin P. interpunctella'nin yumurtlama bdlgelerine yonelimi,
birincil konakgidan tiiretilen veya ikincil tiirdes-b6cekten turetilen kimyasal ipuglarina
dayanabilir. Phillips ve Strand (1994), yetiskin P. interpunctella'nin yiyecek

kokularina yoneldigini ve yiyecek icermeyenlere gore yiyecek iceren yiizeylere daha
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fazla yumurta biraktigim1 ve ayni tirden larva iceren tabaklara daha fazla salgilar
biraktigin1 bulmuslardir. Erginler, gidaya ambalaj veya diger engeller nedeniyle
ulagilamadiginda veya gida kokular1 zayif oldugunda, gida ylzeyinin yakinina
yumurtalarin1 birakabilirler (Silhacek ve ark., 2003). Yaglarin varhigi ayrica P.
interpunctella'nin yumurtlamasinda bir artigsa yol agabilir (Nansen ve Phillips, 2003).
P. interpunctella’'min dogurganligi buyik oOlcude farklilik gosterir bir ¢alismadan
digerine degisir ve yiyecek tird, disinin biyiikligi, tedarik gibi ¢esitli faktorlere
baghdir. igme suyu ve disinin fizyolojik durumu giiveler (Mbata, 1985). Diger
biyolojik parametrelerde oldugu gibi P. interpunktella icin, aralarinda Onemli
farkliliklar vardir. Dogurganlik ile ilgili laboratuvar ¢aligmalar1 gosteriyor ki; Mbata
(1985) maksimum dogurganligin 30 °C'de meydana geldigini, Bell (1975) basarili
uremeyi belgeliyor, ancak maksimum degil 31C'de dogurganlik oldugunu ve Johnson
ve ark. (1992, 1995) kismen yetistirme diyetine bagli olarak 31 °C 'ye kadar
yumurtlama oldugunu tespit etmislerdir. Cevresel gunluk donguler ve sirkadiyen
ritimler, goriiniise gore, diger piralid guvesi tirlerinin aksine, P. interpunkella‘da
yumurtlama tzerinde gok az etkiye sahiptir (Bell, 1981). Besin kaynagi, dogurganhigi
ve diger biyolojik parametreleri belirlemek igin agikga 6nemli bir faktordir (Allotey
ve Goswami (1990). Geng larvalar ceviz, badem ve bugday kepegi Uzerinde
yetistirildiginde sirasiyla 258, 275 ve 280 olan ortalama dogurganliklardan ¢ok daha
disik olan bugdayda 96.8 ve kirik musirda 174.2 ortalama dogurganlik
kaydetmislerdir (Johnson ve ark, 1992). laboratuvar deneylerinde, yumurtadan ¢ikma
yuzdesi, yetistirme i¢in kullanilan Grlndn tdrine gore de degisir; daha geng asamalar
Antep fistig1 ve bademde yumurtadan ¢ikma orani sirasiyla %88 ve %96 iken (Johnson
ve ark, 1992), gen¢ evreleri farkli Grlnlerle yetistirilen yetiskinlerden g¢ikan
yumurtalarin  oran1  %98,6'ya kadar ¢ikmistir (Allotey ve Goswami, 1990).
Yumurtadan yeni ¢ikmis larvalar yiyecek bulmak igin hizla dagilir (Sedlacek ve ark,
1996) (Sekil 2.4) ve ilk donemler, 0.39-0.45 mm c¢apindaki igne deliklerinden yiyecek
iceren kutular istila edebilir (Tsuji, 1998, 2000). Besin kaynagindan uzaklastikca istila
azalir, ancak besin kaynagi ¢ikis noktasindan 38 cm'ye kadar yerlestirildiginde bile
larvalarin buyik bir kismi besinin iginde bulundugu tespit edilmistir. Sicakliga ek
olarak (Bell, 1975), emtianin veya gida maddesinin turd, P. interpunctella'nin yasam
dongusunu tamamlamasi igin gereken sireyi buyuk Olcude etkiledigini (Williams,
1964; Mbata ve Osuji, 1983; Subramanyam ve Hagstrum, 1993; Johnson ve ark., 1995)
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ve 20 ve 25°C'de; %70 bagil nem, bugday yemi, maya ve kepek diyeti ile yetistirilen
bir laboratuvar susunun yumurtalarindan yetiskinlerin en ylksek ¢ikis1 sirasiyla 60 ve
34 glin oldugunu bildirmislerdir (Bell, 1975). Johnson ve ark. (1992), daha yiiksek ve
daha diisiik sicakliklarda benzer ¢alismalarla badem, antep fistig1 ve cevizde sirasiyla
31.3, 31.4 ve 38.2 giine kiyasla kepekte 28.3°C'de 22.6 glinliik 30°C ve %76 bagil nem
sirastyla kirik sorgum ve bugday Uzerinde (Allotey ve Goswami, 1990) gelisme
streleri kaydetmislerdir. Gelisim zamanlarindaki bu farkliliklar nedeniyle, farkli
besinler Gzerinde yetistirilen P. interpunctella'nin yumurtadan ergin gelisimine kadar
farkli derece-gliin tahminleri gerekebilir (Sekil 2.5) (Johnson ve ark, 1995).
Aragtirmacilar tarafindan 16 ile 20°C arasinda degisen farkli alt gelisim sinirlar1 da
rapor edilmistir (Howe, 1965; Bell, 1975; Fields, 1992; Johnson ve ark, 1995), bu ayni
zamanda beslenme, yetistirme kosullarindaki farkliliklarla ve belirli glive suslarindaki
cografi farkliliklar da ilgili olabilir. Bu varyasyon gelisim siliresi ayrica bes larva
asamasi I¢in bireysel asamaya 6zgl gelisim suresinin tanimlanmasindaki zorluga da
katkida bulunur. EK olarak, ¢esitli diyetlerde larva tlly dokiimini gdzlemlemek zordur
ve larvalarin diger tlly dokimu kanitlarin1 bulmak igin bas kapstllerini 6lgmek igin sik
sik rahatsiz olmasi, gelisme suresini uzatabilir ve 6lim oranini artirabilir. Diyapoz,
beslenme durduktan sonra 5. veya son evrede meydana gelir, ancak gelisimin daha
erken donemlerinde cevresel ipuglari ortaya c¢ikabilir. Diisiik sicakliklar, kisa
fotoperiyodlarda oldugu gibi (Tzanakakis, 1959; Bell ve Walker, 1973) diyapozu
tetikleyebilir (Tzanakakis, 1959; Johnson ve ark, 1995). Bell (1976’a) tarafindan
yapilan bir calismada, P. interpunctella 20 ve 25°C 'de fotoperiyod 13 saatten az veya
esit oldugunda diyapoza girdigini tespit etmistir. Diyapoz, sicakliklardaki ani bir
diistisle de indlklenebilir. Bir ¢alismada P. interpunctella tcinct dénem asamasina
kadar 30 °C'de buydtildiklerinde ve ardindan 20°C 'ye yerlestirildiklerinde diyapoza
girddikleri rapor edilmisir (Mbata, 1987). Sicakliklarin kontrolsiiz oldugu depolama
tesislerinde, P. interpunctella larvalari daha soguk aylarda diyapoz donemine girebilir.
Uygun kosullar tekrar olustugunda, genellikle erken ilkbahar mevsiminde guve
popllasyonunda ani bir artis meydana gelir (Mason, 2003). Bazi durumlarda,
sicakliklarin buna neden olacak kadar soguk olmadigi cografi bolgelerde diyapoz
olmayabilir. (Prevett, 1971). Daha uzun fotoperiyotlar ve daha ylksek sicakliklar
larvalarda diyapozu sonlandirir. 20°C'de, 16:8'de (aydinlik: karanlik) diyapozun hizli
bir sekilde sona ermesi meydana gelmektedir (Bell, 1976b). Yogunlugun diyapoz
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uzerindeki etkileri ilk olarak yogunluga bagli diyapoz kaydeden Tsuji (1959)
tarafindan tamimlanmistir. Bell (1976’a) ayrica belirli  P. interpunctella
popiilasyonlarinda yiksek yetistirme yogunlugunun tetikledigi diyapozda bir artis
kaydetmistir. Diyapoz indiksiyonu tzerindeki yogunlugun etkileri kismen sicaklikla
belirlenebilir ve deneysel kosullar ve ayrica tiriin cografi kokeni (Bell ve ark, 1979),
belirli sicakliklardaki fotoperiyod ve bireysel tirlerin soguga dayaniklilig: (Bell, 1982)
gibi diger faktorler tarafindan etkilenir. P. interpunctella'nin bir nesli tamamlamasi
icin gereken sire, sicaklik, diyet ve cografi tlrin karmasik bir etkilesimidir. P.
interpunctella yetiskinlerinin ortaya ¢ikisi ve sonraki davranislarin birgogu fotoperyod
ile ilgilidir. Simule edilmis bir depo durumunda, fotofazin sonunda ortaya ¢iktiktan
sonra, guveler hizla yakindaki duvarlara veya depolama paletlerinin alt taraflarina
hareket ederler. (Silhacek ve ark, 2003). Madrid ve Sinha (1983), dort mevsim
boyunca dogal isik/karanlik dodngileri altinda yapilan bir calismada, yetiskin
hareketinin ve yumurtlamanin ilk zirve doneminin aksamin erken saatlerinde meydana
geldigini bulmuslardir. Erginlerin yasi arttikca bu hareket ve yumurtlama daha
diizensiz hale gelmis ve giftlesme ilk 24 saat iginde gergeklesmistir (Silhacek ve ark.,
2003).
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Sekil 2.3 Plodia interpunctella’ya Ait Yumurta

Sekil 2.4 Plodia interpunctella’ya Ait Larva
ve Pupa
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Sekil 2.5 P. interpunctella Erginleri

2.2.2 Zarar Sekli, Ekonomik Onemi ve Yayilis1

Kuru meyve guvesi Plodia interpunctella (HUbner), gida saklama tesislerinin
kozmopolit bir zararhisidir ve gesitli kabuklu yemisler, baharatlar ve gida Griinlerini
istila edebilir (Mohandass ve ark, 2007) (Sekil 2.6). Son saha ¢alismalar1, bu turin bol
miktarda populasyonunu gostermistir ve 6glitme ve isleme sirasinda ve gevresinde
depolanan diger uriin bocekleri, gezici yetiskinler, bir tesisin icindeki veya disindaki
istila kaynaklarindan kolayca dagilabilir ve istila odaklar1 genellikle ayn1 mevsimde
bir depolama alani iginde degisir (Campbell ve ark, 2002). D1s populasyonlardan goc,
bir sahadaki yerlesik istilalar ve istila edilmis Uriiniin tesise girmesi, istila baskisina
katkida bulunabilir (Campbell ve Arbogast, 2004). Erkek P. interpunctella'y: cekmek
icin ticari olarak temin edilebilen (Z,E)-9,12-tetradecadienyl acetate (ZETA) yemi
kullanilarak feromon yakalama, populasyon egilimlerini izlemek, istila kaynaklarini
belirlemek, bir tesis icinde bir istila dagilim modellerini incelemek ve yayilmasini
belgelemek i¢in kullanilabilir. (Zhu ve ark, 1999; Campbell ve ark, 2002; Nansen ve
ark, 2008; Trematerra ve ark, 2011). Ancak tuzak performansini etkileyen gesitli

21



faktorler nedeniyle giive yakalama verilerini yorumlamak bazen zordur (Arbogast ve
ark, 2005; Nansen ve ark, 2008). Ticari gida Urlinlerinin binanin i¢ine ve disina ve tesis
icindeki farkli konumlar arasinda sirekli hareketi nedeniyle, yakalama verilerinin
yorumlanmasi 6zellikle gida depolarinda zordur. Bu nedenle, degirmenler veya isleme
tesisleri gibi daha duragan tesislere kiyasla depolardaki istila kaynaklarinin tam olarak
belirlenmesi daha zor olabilir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar, ek cezbediciler
(Nansen ve Phillips, 2004), tuzaklarin daha iyi yerlestirilmesi (Nansen ve ark, 2004a,
2004b, 2004c) ve veri yorumlamaya yonelik yeni yaklasimlar (Nansen ve ark, 2008)
yoluyla feromon tuzaklariin verimliligini artirmaya da odaklanmistir. Tesislerde P.
interpunctella popiilasyonlarmin izlenmesi igin feromon tuzaklari yaygin olarak
kullanilsa da kuru meyve givesinin Ege Bolgesi’nde kuru incirin sergi déneminde
%12-23, depolarda ise %39-68 oraninda kayiplara neden olduklari belirlenmistir.
Yine, kuru meyve guvesi i¢ findik guivesi ve diger giivelerle birlikte Karadeniz Bolgesi
findik depolarinda %20 dolayinda bulasmaya yol agmaktadir (TAGEM, 2008). P.
interpunctella Antartika haric her kitada yayilis gostermektedir. Ancak kitasal
uzakliklarin 6tesinde go¢ edebildigi ve yayilabildigini ileri stren kayitlar yoktur
(Mohandass vd., 2007). Fakat, ticari gemi yiki tasimaciligi ile boceklenmis Urtinlerin
icerisinde goriilmiistiir (Schulten ve Roorda 1984). Plodia interpunctella (Hubner
1813), yaygin olarak kuru meyve guvesi (Triplehorn; Johnson 2011) olarak bilinen
Phycitinae alt familyas1 Pyralidae familyasindan bir mikrolepidopteradir. P.
interpunctella kozmopolit bir tlrdir ve birgok farkli depolanmig triinden kaydedilen
onemli bir zararhidir (Na; Ryoo 2000). Nansen e'ye gore Phillipis (2003), kurutulmus
meyveler ve tahillar, yemekler ve cikolatalar gibi yag agisindan zengin gida
maddelerinin gok 6nemli bir ekonomik zararlhisidir. Mbata e Osuji (1983), yer fistigi
ve Johnson ve ark. (1992) badem, fistik ve findikta, Platt ve ark. (1998), slper
marketlerdeki evcil hayvan mamalarinda yogun bir istila gozlemlemislerdir. Na e
Ryoo (2000) kurutulmus sebzelerde, frenk sogani, sogan, sarimsak, havug, lahana ve
biberde kuru meyve glivesini gozlemlemislerdir. Perez-Mendonza e Aguilera-Pefia'ya
(2004) gore dogada ki sarimsak da bu zararli tarafindan saldirtya ugramaktadir.
Barbosa ve ark. (2008), kuru meyve giivesinin Brassica tlri Crambe abyssinica'nin
tohumlarinda bulundugunu kaydetmislerdir. P. interpunctella'nin saldirdig: ¢ok gesitli
konakgilar, onu bir polifag olarak karakterize eder. 2013'te yapilan bir ¢alismada P.

interpunctella, Amazonas Eyaleti, Itacoatiara Ilgesindeki Aruand ciftliginde
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(03°00'29" gliney ve 58°49'53" bati) Brezilya cevizinde kaydedildi. Cevizler, 2013
hasadindan (Nisan/2013) beri jit cuvallarda saklanmis ve paletler Uzerinde partiler
halinde istiflenmisti. Mayis 2014'te depolanan toplam 47 torbadan 20 torbada
yetiskinler, larvalar ve pupalar veya toplamin %42'si tespit edismistir (Jhonatan Bruno
Silva'nin kisisel iletisimi). Mayis 2014'te, incelenmek Uzere Embrapa Amazo6nia
Ocidental'deki (Manaus-AM) Entomoloji Laboratuvarma 62 kg'lik bir Brezilya cevizi
cuvali gOtlrilmis, pupalar, cevize sabitlenmis kozalarda ve torbanin iginde
g6zlemlenmistir. Bu tirin trettigi karakteristik ag da goriilmiis; torbalarda, yemislerde
ve ayrica kabuklu tohumlarda diski ve exuviae ile ag topaklari olusturmustur. Torbanin
alt Ggte birinden, ortasindan ve tepesinden findik 6rnekleri alinip, yemislerin toplam
%10'u Orneklenmis ve P. interpunctella tarafindan saldiriya ugrayan yemislerin
yuzdesi degerlendirilmistir. Zarar gormiis ve/veya larva varligi olan yemislere
saldirilmistir. Bu kayit icin toplanan yetiskin guveler, 6n kanatlarin distal bélgesinin
yaklasik 2/3'ln0n kirmizims1 bronz bir renge sahip olmasi, grimsi bir taban bolgesi ve
bu iki alan1 ayiran siyah bir enine serit ile karakterize edilir. Kanat agiklig1 yaklasik 20

mm'dir ve bas pullar1 bir sorgug gibi gorindr.

32 takimda siniflandirilan bdceklerden sadece 3'l (Coleoptera, Lepidoptera,
Psocoptera) depolanan triinlere zarar veren bdcekler icermektedir (Emekgi ve Ferizli,
2000). Bozulmamus, herhangi bir nedenle zarar gérmemis, bugday taneleri Gzerinde
beslenerek zarar verebilen bocek tirleri birincil zararlilar olarak adlandirilir. BT
zararlilardan depolanan bugdayda yaygindir. Sitophilus granarius (L.) (Coleoptera:
Curculionidae), Rhyzopertha dominica (Fabricius) (Coleoptera: Bostrichidae),
Sitotroga grainella (Olivier) (Lepidoptera: Gelechiidae) ve Trogoderma granarium
(Everts) (Coleoptera: Dermestidae) (Emekgi ve Ferizli, 2000) bunlardan bazilaridir.
Diger tim hasere turleri birincil zararlilardir veya farkli faktorlerle kirilmis, gatlamis
veya yenen tahillar ve tozlar1 ile beslenirler. Tkincil zararlilar da bu tir zararlilar olarak
tanimlanir. Baska bir depo zararlisi tipi dogrudan bugday tanesi Uzerindedir.
Metabolik aktivitesi nedeniyle gevre, sicaklik ve nemi artirarak mantar gelisimini
neden olur ve depolarda riiniin bozulmasini tesvik eder. Bu tirlerden en dnemlileri
Ahasverus advena (Waltl) (Coleoptera: Silvanidae), Cryptolestes ferrugineus
(Stephens) (Coleoptera: Laemophloeidae) ve Liposcelis spp. (Motschulsky)

(Psocoptera: Liposcelididae)’dir.
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Sekil 2.6 Plodia interpunctella’nin Besin
Uzerindeki Zarari

2.2.3 Mucadele Yontemleri

Bocekler, giftlikteki bitkilere beslenme sirecinde dogrudan zarar verilmesini
icerebilecek pek ¢ok nedenden dolay: zararli olarak kabul edilir. Zararli bdcekler,
dunya ¢apinda insanlara, ¢iftlik hayvanlarina, bitkilere ve mulkiyete zarar veren bocek
tarleridir. Bu bocekler bircok yonden kategorize edilir, bazilar1 konakgiya saldiran
dogrudan zararhlar olabilir, bitki veya hayvan olabilir; bitkinin 6zsuyunu veya
hayvanin kanmni veya dokusunu emerek beslenen dolayli zararlilar olabilir; hayvan
veya bitkinin yasamini1 bozan hastalik tasiyan patojen veya parazitlerin bulagsmasindan
sorumlu olanlardir. Zarar vermede bazen konukguya zarar veren yetiskin bdcek
olabilecegi gibi bazen de larva (tirt1l, kurtguk vb.) olabilir. Diger durumlarda, hasara
hem larva hem de yetiskin bocek neden olabilir ve bunu birlikte veya ayri ayr
yapabilirler.

P. interpunctella ile savasim i¢in kimyasal, fiziksel, biyoteknik ve biyolojik

mucadele yontemleri ayr1 ayr1 veya birlikte uygulanmaktadir.

2.2.3.1 Kimyasal Micadele
Kimyasal kontrol, zararli bocekleri yok etmenin en yaygin yollarindan biri gibi
gorinmektedir. Kimyasallarin kullanimi, hasereleri 6ldirmek veya beslenmelerini,

ciftlesmelerini veya diger temel davranislarini engellemek igin kimyasallarin
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uygulama alanma sokulmasini igerir. Burada kullanilan kimyasallar dogal Gr(nler,
dogal Urunlerin sentetik taklitleri veya tamamen sentetik kimyasallar olabilir. Bazi
kimyasallar bocekler igin toksik degildir ancak normal davranislarina miidahale ederek
zarar vermelerini engeller.

Entegre Zararli YOnetimi (IPM) sekli, tim hasere yok etme yontemlerinin bir
arada harmanlanmasini ve uygulanmasini igerir. Bu yontemi kullananlar, tim
hasereleri yok etmenin neredeyse imkansiz oldugunu anlarlar; ancak hasere kontroli
ekonomik olarak zarar verici seviyelerin altinda yonetilebilir. IPM yontemi dinamiktir
ve bitkinin, deponun ya da uygulama alaninin ve haserenin dogasina gore degisir,
ancak; belirli bir zararliyr yok etmek veya kontrol etmek igin kullanilacak uygun
yontemi bilirler.

Son yillarda kimyasal micadele yontemine alternatif yontemlerin
gelistirilmesinde, zararli popiilasyonlarin tarla ve depo kosullarinda yayiliglarinin ve
uguslarimin izlenmesinde, bdceklerin popiilasyon yogunlugunun disiiriilerek kimyasal
micadelenin minimuma indirilmesinde, kimyasal miicadele zamaninin saptanmasi ve
etkinliginin kontrol edilmesinde feromon tuzaklarin kullanilmasi yaygimlagsmistir.
Ozellikle depolarda zararli lepidopter tirleri icin feromonlarin kullanilmas:
Onerilmektedir (Goktay ve Kismali, 1989). Yurtdisinda, Plodia interpunctella Hibner
(Lepidoptera: Pyralidae)’nin sentetik eseysel feromonunu iceren tuzaklar, cesitli
depolanmis Urlinlerde ve un fabrikalarinda zarar yapan lepidopter tlrlerinin
belirlenmesi, ucuslarinin izlenmesi ve bu zararlilara karsi yapilacak mucadeleye
yardimei olarak kullanilmaktadir (Cogan, 1983; Sifner ve ark., 1995; Johnson ve ark.,
2000). Bununla birlikte tilkemizde bu konuda sadece Ozar ve ark., (1985) tarafindan
Ege Bolgesi incirlerinde incir kurtlarinin bulagsmalarinin eseysel feromon tuzaklari ile
engellenmesi (zerinde bir g¢alisma bulunmaktadir. Dinyada ve ulkemizde P.
interpunctella popiilasyonlarini kontrol altinda tutmak igin siklikla kimyasal kullanimi
ve yaygin olarak fumigasyon uygulamalar1 tercih edilmektedir. Fumigasyon
uygulamalarinda ise oncelikle metil bromit ve fosfin kullanilmaktadir. Metil bromit
depolanmis Urln ilaglamalarinda kullanilan tek mevcut genis spektrumlu bir fumigant
olmasma karsin 0zon tabakasini inceltme potansiyeline de sahiptir. Montreal
Protokoliine gore; ozon tabakasmni inceltme potansiyeline sahip tlm kimyasal
materyallerin kullanim1 gevre giivenligi agisindan kademeli olarak durdurulmalidir

(Ozyardimc1 ve ark., 2006). Yapilan calismalar P. interpunctella nesillerinin
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organofosfat melatonin ve diger birkag organofosfata direng gelistirdigini gostermistir
(Attia 1977,1981; Zettler ve ark., 1973, 1989; Zettler 1982; Arthur ve ark., 1988;
Sumner ve ark., 1988; Schaafsma 1990; Arthur ve Phillips 2003). Ilaveten,
organofosfat klorpirifos-metil ve piretroit siflutrinli ¢alismalar gezgin donemdeki
larvalart 6ldurmek icin gerekli olan insektisit miktarinin kirmizi un kurdu Tribolium
castaneum’u Oldurmek icin gerekli olan miktardan 10-20 kat daha fazla olacagini
gostermektedir (Arthur 1989b, 1994, 1995). Ayrica, baz1 P. interpunctella nesilleri
fosfin icerikli fumigantlara da diisiik seviyeli direng gelistirmistir (Zettler 1982; Zettler
ve ark., 1989; Chaudhry 1997).

Ulkemizde depolanmis Uriin zararlilari ile micadelede dinyada oldugu gibi
metil bromit ve fosfin gazi kullanilmaktadir ancak Birlesmis Milletler Montreal
protokoliine gore metilbromit gelismis Ulkelerde 2005; gelismekte olan lilkelerde 2015
yilinda kullanimdan kaldirilmas1 planlanmigstir. Ulkemizde ise metil bromit 2008 y1ili
itibari ile (karantina ve yikleme dncesi uygulamalar harig) kullanimdan kaldirilmis bir
fumigantir. Dolayisiyla elde kalan yegane fumigant 1930°1u yillardan beri kullanilan

aliminyum veya magnezyum fosfit icerikli formilasyon olarak ruhsatli fosfindir.

Fosfin, depolanan dokme tahillardaki bocekleri kontrol etmek icin diinya
capinda kullanilan baskin fumiganttir, ancak elektrik kablolar1 izerindeki asindirici
etkilerden dolay1 degirmencilik ve isleme endustrilerinde yapisal bir aritma olarak

yaygin olarak kullanilmamasi gerektigi vurgulanmistir (Bond, 1984).

2.2.3.2 Fiziksel Mucadele

Fiziksel mucadele kapsaminda sicaklik manipiilasyonlari, modifiye atmosfer
(Adler, 2001) ve radyoaktivite uygulamalar1 yer almaktadir. Bilindigi Uzere P.
interpunctella’nin gelisimi sicakliktan etkilenmektedir. Optimal sicaklik dlzeyinde
gelisim hizlanmakta, bu dlzeyin altindaki sicakliklarda ise yavaslamaktadir. Bu
nedenle depolama tesislerinin diisiik ve yiksek sicaklik uygulamalar1 mevcut
zararhmin kontrolU igin bir potansiyeldir. Kuru meyve gulvesinin mucadelesinde
cogunlukla diisiik sicakliklar (0-10,5°C) tercih edilmektedir. Bu sicakliklar ergin glve
uzerinde bir stres faktori olusturmakta ve ergin 6lim orani artmaktadir. Bunun yani
sira, hayatta kalan erginler diisiik yumurta tretimi sergilemekte ve bu yumurtalar daha
diisiik yasama yetenegine sahip olmaktadirlar (Johnson ve ark., 1997). Ayrica, disiik

sicakliklarda P. interpunctella’nin 2-3 ginlik yumurtalar1 1 ginlik yumurtalarina
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gore Olume daha fazla direng gosterirken, yuksek sicakliklarda (42-48°C) 1 gunluk
yumurtalariin 2-3 gunlik yumurtalarma gore daha toleranshi oldugu goriilmiistiir
(Lewthwaite ve ark., 1998).

Roesli ve ark., (2003) ise yuksek sicakligin pilot bir yem degirmeninde farkli
depo 0Urind bocekleri yok ettigini, fakat birka¢ hafta sonra P. interpunctella
populasyonunun giderek arttigini belirlemistir Son yillarda, diisiik enerjili elektron ve
gamma radyasyon uygulamalarini iceren radyoaktivite calismalari ile de P.
interpunctella popiilasyonlarin1 kontrol altinda tutma cgabalar1 olumlu sonuclar
vermistir (Hayashi ve ark., 2004; Ozyardimci ve ark., 2006). Irradyasyonun, metil
bromidin ihra¢ Urind olarak kullanimini ve kimyasal kalinti problemini ortadan
kaldiracak 6nemli ve cazip bir alternatif olarak 6nerilebildigi bildirilmistir (Ahmed,
1991; Marcotte, 1993). Besin irradyasyonunun ticari uygulamasimin ekonomisi
kapsamli bir sekilde c¢alisilmaktadir. Bu teknoloji daha diistiik radyasyon dozu
kullanilirsa ekonomik agidan ¢ok daha uygundur (Borsa ve Iverson 1993; Kunstadt ve
Steeves 1993; Hargitai ve ark., 1993). Uluslararas1 Gida Standartlart Komisyonu tiim
besin ve zirai Urlnlerin ilaglamas1 icin 1 kGy (Kilogray=kGy Iyonlastirici
radyasyonun maddenin birim kutlesinde sogurdugu enerji miktar1) dozu tavsiye
etmektedir (Codex Alimentarius, 1984). Irradyasyon ilaglamalar1 diisiik dozlarda
basar1 gosteriyor olsa da radyasyon duyarliliginin farkli bécek takimlarinda ve hatta
ayni bocegin farkli gelisim evrelerinde bile degisiklik gosterebilecegi unutulmamalidir
(Ahmed 2001). Son zamanlarda, Washington Eyalet Universitesi'nde bir 1sitma blogu
sistemi gelistirildi. (WSU), Pullman WA, sitilmis su kullanilmadan hasat sonrasi
boceklerin termal 6lum Kinetiklerini incelemek icin (Wang ve ark. 2002a,b). Bu
sistem, maruz kalan bocekleri dogrudan 1sitt1 ve 1 ila 20°C/dak arasinda farkli 1sitma
hizlarin1 dogru bir sekilde simile etti, ¢ogu pratik 1sil islemin 1sitma oranlarina
uygundur. Hizli 1sitma hizlar igin tedavi sicakliklarin1 ve maruziyetlerini tahmin
etmek igin Ozellikle yararlidir. radyo frekansi tedavileri. ElIma giivesinin (lkediala ve
ark., 2000, Wang ve ark. 2002a) ve gobek portakal kurdu (Wang ve ark. 2002b), test
olarak 5. donem larvalar1 kullanilarak hagarat. GObek portakal kurdu ile ilgili 6n
veriler, 5. dénemin 1siya en dayanikli oldugunu gosteriyor stadyum. Bazi ¢alismalarda
kullanilan Termal belirlemek igin WSU 1sitma blogu sistemi Besinci donem kuru
meyve guvesi larvalarinin 6lUm kinetigi 18°C/dak'lik bir 1sitma hizi ve goreceli

degerlerini karsilastirin 6nceki hedef tirlere 1s1 toleransi. Diyapoz halindeki larvalar
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genellikle stadyum olarak bulundugundan, en ¢ok gibi hasat sonrasi islemlere
toleransh (Bell, 1997) fliimigasyon, soguk depolama ve kontrolli atmosferler, ayrica
diyapoz yapan ve diyapoz yapmayan kuru meyve glvesi larvalarinin bagil 1s1

toleransini da karsilastirdik.

2.2.3.3 Biyoteknik Mucadele

Bdcekler, gezegenimizdeki en ¢esitli ve en buyik hayvan grubu olup,
neredeyse tim karasal ve tatlhi su biyotalarmi isgal eder ve tim canli tirlerinin
yarisindan fazlasini olusturur (Misof ve ark. 2014). Dahasi, bocekler eski bir
eklembacakli grubunu temsil eder: Bilinen en eski bocek fosili Rhyniognatha hirsti,
yaklagik 400 milyon yil 6énce Devoniyen doneminde ortaya ¢iktt ve muhtemelen
Diinya'nin ilk karasal ekosistemleriyle birlikte ortaya ¢ikt1 (Engel ve Grimaldi, 2004).
Bu dikkate deger cesitlilik ve uzun sureli birliktelik sayesinde, inanilmaz bir
simbiyotik mikroorganizma ¢esitliligi konake1 olarak birgok iligskiye katilan boceklere
Ozel olarak adapte olmustur (Chen ve ark. 2016, 2018) Bdcek mikrobusimbiyozlar
hem yararli hem de zararli etkilesimler dahil olmak (zere bocek soylarmin ve
mikrobiyal ortaklarin ¢esitliligini kapsar. BoOcek ortakyasamlari da yuksek
biyoteknoloji potansiyeline sahip dogal Urunlerin énemli kaynaklar1 olarak giderek
daha fazla taninmaktadir. Biyoteknolojide bdcek ortakyasamlarinin = ¢oklu
uygulamalarina iligkin son arasgtirmalarin bir incelemesini saglar. Yeni ila¢ adaylar
bulmak icin belirli bocekler hedeflenmistir, ancak belirli biyoaktif molekillerin
mikrobiyal simbiyontlarin metabolitleri oldugu kanitlanmistir. Yakin zamanda yapilan
caligmalar, bocek karsilikli simbiyotik bakterilerinin, plastik imha etme olasilig1 i¢in
blyuk bir potansiyele sahip oldugunu da gostermistir. Bununla birlikte, parazitik
simbiyoz, hasere problemlerini ¢g6zmek ve ¢esitli insan hastaliklarini bulastiran bocek
vektorlerinin popilasyonunu kontrol etmek igin buytk bir potansiyele sahiptir. Pratik
uygulamadaki ana engeller, mikrobiyal hedeflerin yetistirilmesinde ve
ayristirilmasinda  belirli  zorluklarin olmasidir. Resmen endosimbiyontlar veya
simbiyotik iligkide yer alan bazi biyoaktif bilesiklerin yalnizca in vivo olarak
retildigini veya biyoaktif bilesiklerin aksenik Kkiltirlerde iretilemeyecegi.
Organizmalarin kodlayici genlerle genetik doniisiimii gibi modern genetik tekniklerin
uygulanmasi, bu engellerin Ustesinden gelebilir ve endustriyel Gretim icin
Olceklendirilebilir. Simbiyont temelli hastalik/zararli kontrol yonetiminin énemli bir

darbogazi, yalnizca enfekte olmus boceklerin salinmasi i¢in bocek zararlilarinin ve
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hastalik vektorlerinin etkili bir cinsiyet ayrimimi kullanma gerekliligidir. Bu mini
incelemede, yalnizca sinirh sayida 0rnek aktarabildik, ancak ozellikle biyoteknolojik
bir bakis acisiyla bocek simbiyozu arastirmasini hizlandiran ve ilerleten yeni bilgiler
saglamay1 umuyoruz. Daha fazla arastirma yoluyla, mevcut sorunlar1 ¢6zmek icin

bocek-mikrop simbiyotik iligkilerini manipile etmek mimkunddr.

Biyoteknik miicadele yonteminin hedefi zararlilar1 dogrudan 6ldiirmek yerine,
onlarin dogal davranislari, fizyolojileri ve biyolojileri izerine etkili olan bazi yari
kimyasal maddeler kullanarak popiilasyonlarini azaltmaktir. Depolanmis Uriin
zararlilar igin yari kimyasal maddelerin kullanim: 6nemli bir alternatif olmustur
(Jones 1998; Phillips ve ark., 2000b; Cox 2004). Yar1 kimyasal olarak daha cok
attraktantlar (cezbediciler) ve feromonlar tercih edilmektedir. Buna karsin, bdcek
blylUme regllatort hidroprenin de P. interpunctella‘nin yumurta birakma ve larva
gelisimini sinirlandirdig bilinmektedir (Arbogast ve ark., 2002; Mohandass ve ark.,
2006a,b). ilaveten, yar1 kimyasal maddeler, besin tesislerinin icerisinde ve gevresinde
P. interpunctella ve diger depolanmus Uriin zararli popiilasyonlarinin erken dénemde
belirlenmesi ve izlenmesi igin yaygin olarak feromon tuzaklarinda kullanilmaktadir
(Nansen ve Phillips 2004). P. interpunctella disi feromonunun temel bileseni Brady
ve ark., (1971) ve Kuwahara ve ark., (1971) tarafindan tespit edilmis ve ZETA [(Z,E)-
9,12-tetradecadienyl asetat (Z9,E12-14:0ac)] olarak adlandirilmistir. Daha sonra P.
interpunctella disi feromonunun ¢ ilave bileseni kaydedilmistir (Kuwahara ve Casida
1973; Sower ve ark., 1974; Soderstrom ve ark., 1980; Teal ve ark., 1995; Zhu ve ark.,
1999). Fakat ticari P. interpunctella tuzaklarinin ¢ogu sadece ZETA icermektedir
(Nansen ve Phillips 2004).

Nansen ve Phillips (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada yar1 kimyasal bir
attraktant ve ZETA’ya maruz kalan P. interpunctella erginleri izerine toksite analizi
yapilmig ve attraktant verilen ergin erkeklerin disilerin yumurtlama potansiyellerine
onemli bir etki yaptigi, ZETA verilen ergin erkeklerin ise boyle bir etki gostermedigi
bulunmustur. Ayrica, Slovenya’da gergeklestirilen bir calismada P. interpunctella’nin
da dahil oldugu U¢ depolanmug Urlin zararlisina kars1 feromon tuzagi kullaniminda

olumlu sonug elde edilmistir (Trdan ve ark.,2010).
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2.2.3.4 Biyolojik Mucadele

Dinyada depolanan tahilin hasere yonetimi icin mikrobiyal pestisitlerin ve bir
bdcek parazitoitinin birlestirilmesinin uygunlugu laboratuvar analizleri kullanilarak
degerlendirilmistir.  Bu amagla, Bacillus thuringiensis (Bt), Bt-intoksik konak
larvalart ve parazitoid Habrobracon hebetor (Say) (Hymenoptera: Braconidae)
arasindaki etkilesimler, Plodia interpunktella Hubner (Lepidoptera: Pyralidae) ™ye
kars1 test edilmistir. Tek basina Bt veya H. hebetor, sirasiyla %41.67 ve %35.35 P.
interpunktella larva 6limlerine neden olmustur. Bt-parazitoid kombine tedavisi, P.
interpunktella'nin mortalitesini (%86) o6nemli Olglide artirdi. H. hebetor'un dol
gelisimi, Bt'ye duyarliligina bagliydi. Bt-parazitoid kombine tedavisinden, Bt olmayan
tedavilere gore daha az parazitoit ortaya koyulmustur. Bununla birlikte, Bt parazitoid
gelisimini engellemedigi icin, Bt ve parazitoit salimimi ile kombine bir tedavi, P.
interpunktella'ya karst her iki tedavinin tek basina kullanilmasina gére daha iyi
koruma saglayabilir, ¢link( 6lduruci etkileri birbirine eklenir. Bu hasere, ham veya
islenmis tahil ve baklagiller, kuru meyveler, hayvan yemi dahil olmak (izere ¢ok ¢esitli
mallar istila eder. (Cox ve Bell, 1991), findik (Madrid ve Sinha, 1982) ve sarimsak
(Perez-Mendoza ve Aguilera-Pena, 2004) Kosullar uygun oldugunda kuru meyve
glvesi hizla gogalabilir. Erken larval asamalar, beslenme faaliyetleri sirasinda istila
edilmis mallar aktif olarak yutar. Bu besleme davranis ve ge¢ donemlerin olusturdugu
aglar, giday1 tuketiciler icin kabul edilemez hale getirir. Her yerde bulunan Gram
pozitif, spor olusturan bir bakteri olan Bacillus thuringiensis (Bt), ticari tarim, orman
yonetimi ve sivrisinek kontrolinde kullanilan 0nde gelen biyopestisittir. B.
thuringiensis ayrica bitkilerde hasere direnci saglamak icin transgenik ifade icin
anahtar bir gen kaynagidir (Meadows, 1993). Bt'nin insektisidal 6zelligi genellikle
bocegin orta bagirsagim1  kaplayan epitel hicrelerinde toksin gézeneklerinin
olusumuna atfedilir. B. thuringiensis, blylme dongusinin duragan fazi sirasinda
kristalli bir endotoksin olusturur. Bakteriler viicuda alindiginda Hassas boceklerin
larvalarin1 besleyen kristaller, bir toksin olusturmak igin orta bagirsakta ¢ozunur.
Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera dahil olmak Uzere bircok bdcek takimi Bt'ye
duyarlidir (Crickmore ve ark, 1998). Ancak bu mikrobiyal patojen, yalnizca hedef
zararlilarin beslenme asamalarina kars: etki edebilir. Bu nedenle, bocek ekolojisi ve
davramisinin karmasikligi, Bt'nin etkinligini ciddi sekilde bozabilir. Ornegin, P.

interpunctella’da genellikle bes larva asamasi vardir: en aktif asamalar, mallara daha
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fazla zararin verildigi 2. ve 3. donemlerdir. Geg evreler (4. ila 5.) aktif besleyiciler
degildir, ancak pupa olmak igin uygun yerler arayan besin kitlesinin yuzeyinde
gezinirler (Mbata ve Osuji, 1983). Bu nedenle, beslenme asamalarinda Bt dozundan
kacan veya hayatta kalan bocekler kolayca yetiskin asamasina gelisebilir. Bt ve dogal
bir diismanin kombinasyonunu igeren entegre bir hasere yonetimi, parazitoid tzerinde
belirgin olumsuz etkiler olmaksizin hasere popiilasyonlarini azaltmistir. Gelisimi veya
ortaya c¢ikisi. Toplu halde yasayan parazitoit Habrobracon hebetor (Say)
(Hymenoptera: Braconidae), P. interpunctella (Milonas, 2005; Darwish ve ark, 2003)
ve Galleria mellonella L. (Awadallah ve ark, 1985). Yetiskin disiler fel¢ olur ve
konakgilarinin vicut yizeylerine yumurta birakir. Konak dokusuyla beslenen ortaya
cikan larvalar, pupadan Once yaklasik (i¢ evre asamasindan gecer. Uygun konukcu
varhiginda ve 25 + 2°C sicaklik, %70 + %10 bagil nem, 14 : 10 h L : D fotofaz, yasam
dongusu yaklasik 10 gunde tamamlanir (Magro ve ark, 2006). Basarili olmasina
ragmen, Bt-parazitoid kombine tedavisi ayn1 zamanda su gibi bazi problemlerle de
kars1 karstyadir: prematir konak 61ima nedeniyle daha diisiik parazitoid hayatta kalma
oranlart ve daha diisiik parazitoit ¢ikis oranlar1 (Atwood ve ark., 1997). Ayrica
parazitoid larva gelisim surelerinin artmasina (Ahmad ve ark, 1978) veya azalmasina
ve parazitoid cinsiyet oranlarinin degismesine (Wallner ve ark, 1983) yol acabilir. Bir
bocek zararlisina karsi Bt ve bir parazitoidi birlestirme ¢aligmalarina ragmen, Bt'nin
hedef boceklerin parazitoidleri gibi diger trofik seviyeler Gzerindeki etkileri hala tam
olarak anlasilamamistir (Atwood ve ark, 1997). Bu ¢alisma, Bt ile islenmis larva
diyetinin, H. hebetor'un ve Bt ile H. hebetor kombinasyonunun P. interpunctella'nin
6lum orami Uzerindeki etkilerini arastirdi. Bt ile muamele edilmis diyete maruz
birakilan P. interpuncttella larvalarinda gelisen H. hebetor'un yasam Oykisu

parametreleri de degerlendirilmistir.

P. interpunctella’y: da igeren pek ¢ok depolanmis Uriin zararlis1 bocegi kontrol
altinda tutmak amaciyla dogal Urlnlerin kullanim1 diger micadele yontemlerine ve
Ozellikle de kimyasal uygulamalara ve fumigasyona karsi bir alternatif olarak
gorulmektedir (Arthur, 1996). Cevreye ve insanlara olan zararli etkisinin minimum
olmasinin yani sira maliyetinin de diisiik olmas1 biyolojik miicadele yontemlerini gok
daha tercih edilir duruma getirmektedir. P. interpunctella nin bir¢ok dogal diismani
mevcuttur. Kuru meyve gulvesinin parazit ve predator turleri arasinda Habrobracon

hebetor (Say, 1836, Hymenoptera:Braconidae) Oluwafemi ve ark., 2009; Mbata ve

31



Ilan 2010), Xylocoris flavipes (Reuter,Hemiptera: Anthocoridae, Press ve ark., 1974;
Kraszpulski ve Davis (1988), Venturia canescens (Gravenhorst, Hymenoptera:
Ichneumonidae, Harvey ve Thompson 1995), Tricogramma  deion
(Hymenoptera: Trichogrammatidae), T. ostrinia (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
T. pretiosum (Hymenoptera:Trichogrammatidae, Grieshop ve ark., 2006,2008),
Nemeritis canescens (Hymenoptera: Ichneumonidae, Waage 1978; Yildirim ve ark.,
2001), Bracon hebetor (Say, 1836) (Hymenoptera:Braconidae), Diadegma
chrysosticta (Hymenoptera: Ichneumonidae), D. Ohryacetieta (Hymenoptera:
Ichneumonidae), Leucopis puncticornis (Diptera:Chamaemyiidae), Pachycrepoideus
vindemiae (Hymenoptera: Pteromalidae) (Yildirim ve ark., 2001) yer almaktadir.
Bunlara ilaveten, entomopatojenik nematodlar Heterorhabditis indica (Nematoda,
Rhabditia) (Mbata ve Ilan 2010) ve Steinernema riobrave (Nematoda, Rhabditia)
(Rodriguez ve ark., 2007); entomopatojenik mantarlar Beauveria bassiana,
Lecanicillium (Verticillium) lecanii, Metarhizium anisopliae var. anisopliae ve
Paecilomycers farinosus (Blida ve Peciulyté 2008), bakteri Bacillus thuringiensis
(Alaoglu 1989; Oluwafemi ve ark., 2009) ve granulovirtsler (Vail v ve ark., 1991;
Vail ve Tebbets 1993); Boots ve Begon 1995; Saejeng ve ark., 2010) kuru meyve
guvesine karsi kullanilmistir. Gorildigi gibi s6z konusu zararlinin mucadelesinde

biyolojik miicadele ajanlarinin kullanimi kaginilmazdir.

Ancak, yapilan ¢aligmalar P. interpunctella’nin bakteri B. thuringiensis’e de
direng gelistirebilecegini gostermistir (Johnson ve ark., 1990; Van-Rie ve ark., 1990;
McGaughey ve Johnson 1992; Subramanyam ve Hagstrum 1996; Herrero ve ark.,
2001). Bu bilgiler 1s1ginda P. interpunctella’nin farkli dogal patojen ve parazitlerinin
tespiti ve popilasyonun kontrol altina alinmasi zararli ile micadelede en basarili
sonucu vermesi kaginilmazdir.

Kuru meyve glivesi ile mucadele amaclhi en Umit vaadedici sonuglar bu
zararlinin dogal diismanlarinin kullanildigi ¢alismalardan elde edilmistir (Schéller ve
Filinn 2000; Grieshop 2005; Shojaaddini ve ark., 2012). Zararlinin dogal diismanlari
arasinda hem konak segiciligi ve hemde etki mekanizmasi agisindan One ¢ikan
organizmalar biyolojik miicadele kullanilan entomopatojenler gelmektedir.
Bdceklerin hastalanmasina ve 6lumune neden olan bu organizmalara genel olarak
entomopatojenler denir. Virusler, bakteriler, protistler, mantarlar ve nematodlar

biyolojik micadelede kullanilan entomopatojenleri teskil etmektedirler (Yaman,
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2012). Boceklerde hastaliklara neden olan entomopatojenler 6zellesmis dogal
diismanlar olarak kabul edilir. Entomopatojenler zararli bocegin beslenme ve blyime
oranin1 azaltabilir, Uremelerini yavaslatabilir veya engelleyebilir ya da onlar
oldarebilirler. Bu organizmalarin neden oldugu hastaliklar, belirli kosullar altinda,
Ozellikle bocek yogunlugu ylksek oldugunda, bdcek populasyonunda dogal bir sekilde
cogalabilir ve yayilabilirler. Entomopatojenlerin neden oldugu tabii hastalik olaylari
bdcek populasyonlarinda temel 6lim faktéri oldugu halde dnemsiz goziken bdcek
hastaliklarinin ~ arastirllmasma ve etkilerinin  arttirilmasina  yonelik  pratik
uygulamalarin tesvik edilmesinde ve zararlilarin kontroll icgin tabii olarak gergeklesen
infeksiyonlardan faydalanmada ¢ok az gelismeler saglanmistir. Zararlilarin kontroli
icin entomopatojenlerin en pratik kullanimi, onlarin zararlinin kendisinden izole
edilmeleri ve suni ortamlarda kdltarlerinin hazirlanmasini1 ve daha sonra uygun bir
yerde ve zamanda cevreye dengeli miktarlarda sunulmasimi igerir (Yaman, 2012).
Kullanilan mikroorganizmalar zararliya 6zgl oldugu igin yalnizca 0 canliy1 etkiler.
Ancak belirli bir zararliyla micadelede uygun entomopajenin seciminde,
organizmanin zararlinin dogal popiilasyonlarinda hastalik olusturmasi ve dogrudan
zararhidan izole edilerek gelistirilmesi, uygulama asamasinda entomopatojen-zararh
konak iliskisi agisindan ©Onem arzeder. Kuru meyve guvesinin dogal
populasyonlarindan entomopatojen tespitine ve bu zararliya karst kullanimina yonelik
caligmalar protistler igerisinde yer alan mikrosporidialar ile sinirlt kalmistir (Malone
ve Canning, 1982). Yapilan bazi entomopatojenik calismalar ise laboratuvar
denemeleri seklinde kalmistir (Johnson ve ark., 1990; Herrero ve ark., 2004; Biida ve
Peciulyte 2008).

Butln bu nedenlerden dolay1 kuru meyve glvesi Uzerinde test edilmis bilinen
entomopajenik preperatlardan farkli, zararlinin dogal populasyonlarina ait ve
ulkemizin yerel zenginligi olabilecek entomopatojenlerin arastirilmasi, en etkili
mucadele etmenini bulma agisindan biyik 6nem arzetmektedir. Yaman ve ark., (2016)
proje 6n caligmalarinda bu zararliya ait tlkemiz icin ilk protist patojeni olan bir
mikrosporidyum tespit etmislerdir. Yine Yaman vd., (2015) tlkemizde yaygin bulunan
diger bir depo zararlist1 E. kuehniella’dan dinya icin yeni ve ilk baculovirls
tanimlamiglardir. Baculovirisler zararli bocekler ile biyolojik miucadelede en yaygin
kullanilan ve en segici konak hassasiyetine sahip, etkisi en yuksek biyolojik pestisitler

olarak Uretilmekte ve ticari olarak satilmaktadir. Depo zararlilar1 Gzerine bu iki ¢alisma

33



ulkemizde bu zararlilardan farkli gruplara ait orijini bakteri, virus, fungus ve protist
olan ve insektisidal etkileri ylksek yerli izolatlarin ya da yeni turlerin bulunabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle tlkemizde bu tlr ¢alismalara hiz kazandirilmali, yerli,
yuksek insektisidal etki gosteren tirlerin bulunmasi, bulunanlarin ise literatr bilgisi

seklinde kalmadan pratik kullanima kazandirilmas1 gerekmektedir.

Bu tez galismasinda, tez On c¢alismasi ile bir turin varhig tespit edilen
entomopatojenlerin farkli bilinen yada yeni tdrlerinin, bu zararlimin farkl
popiilasyonlarindaki dagilimlarinin ve gesitliliginin belirlenmesi,
karakterizasyonlarinin yapilmasi, yeni ekolojik pestisitlerin gelistirilmesi, hem tespit
edilen entomopatojenlerin hemde gelistirilebilecek ekolojik pestisitlerin zararl
Uzerindeki insektisidal etkilerinin hem ayr1 ayrn1 hem de birlikte farkli
kombinasyonlarmin laboratuvar ve depo uygulamalari seklinde belirlenmesi, etkili
olan entomopatojenleri iceren pratikte kullanilabilecek prototip bir miicadele aracinin
gelistirilerek patent yada faydali Grtin modeli elde edilmesi amaglanmistir.

Tez konusu zararli bocekler ile biyolojik miicadele kullanilan hedef disi
organizmalara yan etkisi bulunmayan entomopatojenik organizmalarin bu
Ozelliklerinden faydalanarak, tlkemizde 6énemli bir depo zararlist olan kuru meyve
guvesi P. interpunctella’ya karst zararhmin Ulkemizdeki farkli cografik
popiilasyonlarinda mevcut insektisidal etkisi ylksek entomopatojenlerin tespiti,
izolasyonu, karakterizasyonu, populasyonlardaki dagiliminin belirlenmesi ve zararliya
kars1 pratik kullanimda tercih edilebilecek bir prototip modelin gelistirilmesidir.

Biyolojik miicadelede kullanilacak entomopatojenler dogal ortamlardan ya da
dogadaki hastalikli boceklerden izole edilirerek gelistirilip ticari biyolojik insektisitler
olarak sunulmaktadir. Zararli boceklere kars1 kullanilacak entomopatojenlerin bocek
Uzerinde gosterecegi insektisidal etki, tlrler arasinda ve ayni entomopatojenik turin
farkli cografik bolgelerdeki izolatlar arasinda bile degiskenlik gosterir. Bu nedenle
gelismis her Ulke kendi sinirlart igerisindeki biyolojik zenginligine ait
entomopatojenleri bulmak igin biyuk ¢aba sarfeder. Yine entomopatojenler zararlinin
populasyonu icinde bireyden bireye bulasarak kendiliginden yayilabilir ya da
zararlinin yeni generasyonlara ulasabilirler. Mevcut jenerasyon iginde hastalik
nedeniyle 6lmiis bocekteki bir entomopatojen bir sonraki yeni jenerasyondaki
bireylerede farkli sekilde ulasarak hastalik olusturabilir ve popilasyon igerisindeki

varligin yillar boyu strdurebilir.
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Ulkemizde zararlilarla miicadelede kullanilan entomopajenlerin ticari
versiyonlart smirli  olup, yurtdisindan ithal edilmektedirler. Yabanci orjinli
entomopatojenlerin uygulandig1 bélgeye yerlesip uzun siire kalabilmeleri bu a¢idan bir
risk olarak gorilmektedir. ithal kokenli canli entomopatojenik organizmalarin
kullanimi1, uygulama boélgesindeki daha ylksek insektisidal etkiye sahip yerli tlrleri
baskilayabilir. Bu durumda ulkemize 0Ozgu yuksek insektisidal etkiye sahip
entomopatojenlerin bulundugu bir ortama disaridan gelen bir ticari tiriin uygulanmasi
durumunda, kendi biyolojik zenginligimize ait daha etkili izolattimiz baskilanarak

ortaya cikamayacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Boceklerin elde edilmesi

Mevcut ¢alismanin konusunu olusturan P. interpunctella’nin larva ve erginleri,
calisma boyunca Ordu, Giresun ve Trabzon illerinden depo, findik fabrikalar1 ve
evlerden P. interpunctella pupa, larva ve erginleri toplanmistir (Sekil 3.1). Genis bir
P. interpunctella sayisina sahip olmak icin ve neredeyse tim Tiirkiye’yi kapsayacak
sekilde Ornekleme saglama amaciyla pandemi kosullarinin getirdigi kisitlamalara
ragmen, arazi ¢aligmalar1 planlanandan daha farkli lokaliteleri icerecek sekilde genis
bir alana yayilmus, ilave arazi c¢alismalar1 yapilarak daha cok bocek toplanmaya
calisilmustir. Arazi ¢alismalar1 boyunca depo, diikkan ve evlerden P. interpunctella’ya
ait pupa, larva ve erginleri dikkatli bir sekilde steril kaplara toplanmistir. Enfeksiyon
dagilim oranmi etkilememek ve olasi kontaminasyonu Onlemek igin her besin
kaynaginin larva ve erginleri ayr1 ayri yetistirme kaplarinda muhafaza edilmis, besin
kaynagi ve tarih bilgileri etiketlenmistir. Toplanan bdcekler en kisa siirede
laboratuvara getirilerek ve dikkatlice ¢alismalara baslanmistir. Laboratuvar ortaminda
steril  yetistirme kaplarinda muhafaza edilen bocekler oda sicakliginda

bulundurulmuslardir.
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Sekil 3.1 Plodia interpunctella Toplanan Bolgeler

Tez suresince yapilan arazi caligmalari esnasinda zararlinin toplanabildigi

lokalite ve tarihler gizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 P. interpunctella Popiilasyonlarmin Ornekleme
Yerleri ve Tarihleri

Orneklerin Toplandig Orneklerin Toplandig
Yerler Tarihler
Ordu 05.06.2021
14.07.2021
10.07.2022
01.08.2022
Giresun 04.07.2021
01.08.2022
Trabzon 04.07.2021
13.07.2022

3.2 Makroskobik ¢calismalar

Bocek dokularinda meydana gelmis, Ozellikle larvalarda deri Gzerindeki renk
degisiklikleri ve deforme olmus dokular gibi gozlemlenebilen bazi makroskobik
semptomlar bir entomopatojenik enfeksiyonu diisiindiirebilir. Bu nedenle toplanan
ornekler herhangi bir entomopatojene ait dis semptom icin makroskobik olarak
incelendi. Hastalik semptomu gdsterenler ileri deneyler ve fotograflanma islemi igin

ayrilmugtir (Sekil 3.2).

Tum ornekler makroskopik incelemeden gegirilmis ve hastalik semptomu

gosterenler ileri incelemeler icin ayrilmigtir.

3.3 Mikroskobik ¢alismalar

P. interpunctella’'nin larva ve erginlerinde enfeksiyon tespit edilen protist
patojenlerin morfolojik, anatomik ve histopatolojik dzelliklerini a¢iga kavusturmak ve
tdr tespitini yapmak icin bir seri 151k be binokuler mikroskobu ¢alismalari ile molekdler

calismalar yapilmistir.
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Sekil 3.2 Makroskobik Incelemeler Sonucu Bakteriyal (a) ve Fungal (b)
Enfeksiyonlardan Siiphelenilen Larvalar

3.3.1 Isik mikroskobu ¢alismalar:

Laboratuvar ¢alismalar1 sonucunda elde edilen larva, pupa ve erginler hazirlanan
Ringer sollsyonu igerisinde disekte edilmistir. 8,0 g Sodyum Klorir (NaCl), 0,25 g
Kalsiyum Klorir (CaCly), 0,25 g Potasyum klorir (KCI) ve 0,25 g Sodyum bikarbonat
(NaHCO3)’mn 1000 ml saf su icerisinde ¢oziilmesiyle elde edilen Ringer soliisyonu
bocek dokulari igin en ideal izotonik ortami olusturmasi agisindan diseksiyon
islemlerinde kullanilmaktadir. Diseksiyon; ergin bocekte abdomenin bdcegin
vicudundan ayrilmasi ile, larvada ise abdomenin son segmentinden agilan bir kesi ile
gerceklestirilmistir. Hazirlanan taze preparatlar 1sik mikroskobu altinda 40x’ten
1000x’e kadar olan biyltmelerle incelenmistir. Enfeksiyon gorilen preparatlar 1sik
mikroskobu kullanilarak yeniden incelenmis, patojenlerin ve enfekte ettigi dokularin

fotograflari ¢ekilmis ve karakterizasyonu igin gerekli 6lcumler yapilmstir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Isik Mikroskobu Calismalari i¢in Yapilan Hazirliklar

3.4 Hastalik Etmenlerinin Tespit Edilmesi
3.4.1 Entomopatojenik bakterilerin tespiti

Farkli lokalitelerden toplanmis P. interpunctella’ya ait larva ve ergin
orneklerden 610 ve saglikli olmayanlardan entomopatojenik bakteri izole etmek icin
ayri ayr1 Secilip steril tuplere konulmustur. TUplere konulan o6rneklerin yizey
sterilizasyonu %70’lik alkolle yapilmistir (Poinar ve Thomas 1978). Bu islemden
sonra aseptik sartlarda ornekler iki kez steril saf suyla yikanmistir. Kiguk hacimli
bocekler tuplere steril saf su ilave homojen hale gelene kadar ezilmistir. Bu islem
bittikten sonra Nutrient Agar (Merck) izerine 100 uL ilave edilerek yayma plaka ekimi
yapilmustir. Steril tlp icerisinde kalan homojen karisim Bacillus tirleri izole etmek
icin 80°C’de bir saat bekletilmis ve Nutrient Agar tizerine 100 uL ilave edilerek yayma
plaka ekimi yapildiktan sonra 37°C’de 1-2 giin inkiibasyona birakilmistir.

Buyuk hacimli boceklerin hemos6lune steril ince uclu enjektor ile girilerek
yeterince siv1 alinarak Nutrient Agar (Merck) tizerine ilave edilerek yayma plaka ekimi
yapildiktan sonra 37°C’de 1-2 giin inkiibasyona birakilmistir.
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3.4.1.1 Saf Kulttrlerin hazirlanmasi

Inkiibasyon sonunda Nutrient Agar (Merck) tizerinde olusan koloniler tek tek
tespit edilmistir. Bunlar arasinda koloni morfolojisine ve rengine gore birbirinden
farkli olanlar belirlenmistir ve bu koloniler alinarak ¢izgi ekim yontemi ile Nutrient
Agar (Merck) Uzerine ekim yapilarak saf kiltirler hazirlanmistir. Birbirlerinden
morfolojik olarak farkli olan Orneklere ¢esitli boyama yontemleri uygulanmistir.
Boyama sonucunda bakteri sekil ve renklerine gore ayrilan drnekler deney materyali

olarak secilmistir. Saf kulttrleri elde edilen izolatlara laboratuvar kodu verilmistir.

3.4.1.2 Saf kultarlerin stoklanmasi

Yapilacak olan testlerde ana stok olarak kullanmak icin izolatlarin stoklar
yapilmustir. Stok i¢in %20°1ik gliserol stok hazirlanmistir. Nutrient Broth’la hazirlanan
%20’1ik gliserol stoklar eppendorf tlplerine 1.50 mL koyularak 121°C’de 15 dakika
otoklavlanmistir. Bu islemden sonra Nutrient Agar’daki taze saf kultlrler steril 6ze

yardimiyla tplere inokdle edilerek -20°C’de saklanmustir.

3.4.1.3 Bakteriyel izolatlarin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
3.4.1.4 Koloni morfolojisinin belirlenmesi

Saflastirilan izolatlar Nutrient Agar uzerine ¢izgi ekim yontemiyle ekilmis ve
37°C’de 24 saat inkubasyona birakilmistir. Sonuglar koloni rengine ve kenar

morfolojisine gore degerlendirilmistir (Saygili ve ark., 2006).
3.4.1.5 Basit boyama

Elde edilen izolatlarin hiicre sekillerinin belirlenmesi amaci ile ilk olarak basit
boyamalar yapilmistir. Bu amagcla her bir izolat Nutrient Agar (Merck) besiyerine
ekilerek 24 saat 37°C’ye ayarh etlivde inklbasyona birakilmistir. Inkiibasyondan
sonra kultlrlerden bakteriyel smear hazirlanarak ve alevden gecirilmek sureti ile tespit
edilmistir. Daha sonra Kristal Viyole boya soliisyonu ilave edilip 1-2 dakika sonra,
ddH20 ile yikanip mikroskop altinda incelenmistir (Benson, 1985). Inceleme

sonucunda izolatlarin hiicre sekilleri belirlenmistir.
3.4.1.6 Gram boyama

Gram boyama igin her bir izolat Nutrient Agar besiyerine ekilmis ve 37°C’ye
ayarl etlivde 16-24 saat inklibasyona birakilmistir. Bakteriyel smear hazirlanmis ve
alevden gecirilerek tespit edilmistir. Gram Boyama i¢in Merck marka gram boyama
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kiti kullanilmigtir. Hazirlanan smear 1 dakika Kristal Viyole ile muamele edilerek
ddH20 ile yikanmistir. Kurumasi beklenmeden 3 dakika Ligol ile muamele edilmis
ve alkolle yikanmistir. Daha sonra renk kaybii durdurmak icin hemen ddH2O ile
yikanmistir. 30-60 saniye safranin ile muamele edilerek ve tekrar ddH2O ile
yikanmistir. Ac¢ik havada kurutulduktan sonra mikroskop altinda incelenmeye
alimmistir. Pembe renge boyanan hicreler Gram negatif, mor renge boyanan hticreler

ise Gram pozitif olarak kaydedilmistir (Cappuccino ve Sherman 1992).

3.4.1.7 Endospor boyama

Izolatlarin endospor olusturup olusturmadigini ve varsa endosporun hiicre
icersindeki pozisyonunu belirlemek amaciyla, her bir izolat Nutrient Agar besiyerine
ekilmistir ve 48-72 saat 37°C’ye ayarli etuvde inkibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan bakteriyel smear hazirlanmis alevden gegirilerek tespit
edilmistir. Hazirlanan smearlar filtre kagidi ile kapatilarak, Malasit Yesili ile 5 dakika
boyunca su buhari tizerinde boyanmis ve ddH20 ile yikanmistir. Yikama isleminden
sonra 30-60 saniye boyunca safranin ile muamele edilip tekrar ddH»O ile yikanarak
acik havada kurutulmus ve mikroskop altinda incelenmistir (Cappucino ve Sherman
1992).

3.4.1.8 Kristal boyama

Izolatlarin B. thuringiensis bakterisinde bulunan kristal protein icerip
icermedigini belirlemek amaciyla kristal boyama teknigi kullanilmistir. Bu yOntem
icin Coomassie Brillant Blue (%50 etanol ve %7 asetik asit solusyonu i¢inde %25
oraninda CBB) boyasi kullanmilmustir. izolatlar Nutrient Agar besiyerine ekilmis, 24
saat 37°C’ye ayarh etlivde inkiibasyona birakilmigtir. Smearlar1 hazirlanan bakteriler,
CBB ile boyanip 3 dakika beklendikten sonra musluk suyu ile yikanmistir. Sonuglar
151k mikroskobu ile incelenmis, kristal proteinlerin varligi arastirilmistir (Fadel ve ark.,
1988).

Benzer koloni ve renk morfolojisine sahip izolatlar gruplandirilmistir ve
benzerlik gosteren izolatlardan gerekli 6n segimler yapildiktan sonra kalan tim

izolatlarin kesin tir teshisleri filogenetik ¢alismalar ile yapilmustir.
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3.5 Entomopatojenik funguslarin tespiti

Farkli lokalitelerden toplanmis P. interpunctella’ya ait larva ve ergin
orneklerden 61U ve saglikli olmayanlardan entomopatojenik funguslari izole etmek igin
ayrt ayr1 Secilip steril tuplere konulmustur. TUplere konulan orneklerin ylzey
sterilizasyonu %70’lik alkolle yapilmistir Poinar ve Thomas (1978). Bu islemden
sonra aseptik sartlarda ornekler iki kez steril saf suyla yikanmistir. Kiguk hacimli
bocekler tiplere steril saf su ilave homojen hale gelene kadar ezilmistir. Bu islem
bittikten sonra Potato Dextrose Agar (PDA) lizerine 100 pL ilave edilerek yayma plaka
ekimi yapilmstir ve fungal kulttrler 25°C’de 15 giin inkiibasyona birakilmistir. Elde
edilen kulturlerden renk ve koloni morfolojisine bakilarak saf kilturler hazirlanmistir
(Rosovitz ve ark., 1998; Humber, 199; Yaman, 2012).

3.5.1 Saf kaltirlerin hazirlanmasi

Inkiibasyon sonunda PDA (izerinde olusan koloniler tek tek tespit edilerek,
bunlar arasinda koloni morfolojisine ve rengine goére birbirinden farkli olanlar
belirlenip, bu koloniler alinarak ¢izgi ekim yontemi ile PDA besiyeri (zerine ekim
yapilmustir ve saf kiltirler elde edilmistir.

Benzer koloni ve renk morfolojisine sahip izolatlar gruplandirilmistir ve
benzerlik gosteren izolatlardan gerekli 6n secimler yapildiktan sonra kalan tiim

izolatlarin kesin tur teshisleri filogenetik ¢alismalar ile yapilmistir.
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Sekil 3.4 Boceklerden Bakteri ve Funguslarin Saflastirilmasi
3.6 Bakteriyel ve Fungal izolatlarin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi
Boceklerden izole edilen mikroorganizmalarin, izole edildikleri bdcek

Uzerinde patojenik bir etkiye sahip olup olmadiklar: virulans testleriyle belirlenir.

Bu testler icin bocegin biyolojisi gz 6niinde tutularak yasayabilecekleri uygun
ortamlar hazirlanir ve saghkli bocekler kullanilir. In vitro sartlarda Uretilebilen
mikroorganizmalarin saf kulturleri hazirlanir ve wuygulanir. In vitro olarak
uretilemeyen virlsler, protozoalar ve diger mikroorganizmalarin enfeksiyon
numunesi, 610 ve hastalikli boceklerden elde edilir. Boceklerin enfeksiyonu igin birgok
metot bilinmektedir. Bu metodlar; besin icinde enfeksiyon, kutikula igine enfeksiyon,
agiz ve gevresi icine enfeksiyon, mikroorganizmalari oral ve anal agikliklar Uzerine

yerlestirmek, mikrobesleme ve mikroinfeksiyon seklinde siralanabilir (Lipa, 1975).

Virulans testleri (biyoassay) slresi, uygulanan mikroorganizmaya gore
degisiklik gostermektedir. Bakteriler ve virlsler gibi mikroorganizmalarin virulans
testleri genelde 5-10 giin strduralirken, boceklerde kronik enfeksiyonlar olusturan
protozoalarm viriilans testleri birkac ay strddrulebilir. Virulans testleri sirasinda, diger
Olim nedenlerinin sonuglarindan, mikroorganizmalarin neden oldugu olimleri
ayirmak icin, Ol bdceklerin diseksiyonu yapilmali ve gercek 6lim nedeni
aragtirtlmalidir (Lipa, 1975; Lacey, 1997).
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Bu tez calismasinda elde edilen entomopatojenlere ait izolatlarin ergin bocekler
uzerine etkisini belirlemek amaciyla her bir izolat icin 20 saglikli bocek segilerek
deney grubu olusturulmustur. Béceklerin ayni instarlarda olmasina dikkat edilmistir.
Clnki ayni tlr bocegin, farkli instarlardaki donemlerde biyolojik ajanlardan etkilenme

oranlari da farkli olmaktadir (Cokmiis ve Younsten, 1994).

Test, uygulanan patojen turt, 610 ve hayatta kalan boceklerin varligina dikkat
edilerek 7 ila 21 giin sonunda bitirilmistir (Kampfer, 1995). Test siiresince olusturulan
deney gruplar1 giinlik olarak kontrol edilmistir. Kontrol siiresi boyunca élen bocekler
kaplardan pens yardimiyla ¢ikarilmistir (Ombui ve ark., 1996). Her gun 6len bocek
sayisi tespit edilerek ortalama 6lim oranlari belirlenmistir. Bu uygulama her bir izolat
icin U¢ kez tekrarlanmigtir. Yapilan uygulama icin kontrol gruplart da kullanilmustir.

Olim oraninin hesaplanmasi igin Abbott (1925) formilii kullanilmustir.

Bioassay dilzeneklerinde P. interpunctella larvalart findik tabletlerle

beslenmistir. Bu findik tabletlerin hazirlanmasinda iki yontem uygulanmustir.

l.yontem: %90 oraninda ogiitiilmiis findik ve %10 oraninda bugday unu
karistirildiktan sonra Evans ve Shapiro (1997) tarafindan 6nerilen yontem modifiye
edilerek besin icerisine laboratauar denemelerinde en ylksek insektisidal etki gosteren
entomopatojenlerin stspansiyonu daha once istatistiksel olarak belirlenmis etkili
dozajlarini igerecek sekilde 1/10 oraninda katilarak blender ile homojen oluncaya
kadar karistirillmistir. Bu karisimdan 2 X 2 mm ebatlarinda besin tabletleri (=findik

tabletler) tiretilmistir.

2.yOntem: yine %90 oraninda &giitilmis findik ve % 10 oraninda bugday unu
su ile karistirildiktan sonra 2x2 mm ebatlarinda besin tabletleri (=findik tabletler)
tiretilmistir. Bu tabletler bakteri ve fungus icin; sivi besiyerine ekim yapilmis ve
blyumesi saglanmig patojen suspansiyonuna 1-2 dk daldirilip kurumasi beklenilerek,
bakteri ve fungus patojenleri icin ise uygun konsatrasyona ayarlanan patojen
stispansiyonuna daldirilip kurumasi saglanarak besin tabletleri (=findik tabletler)

tretilmistir.

Bioassay diizeneklerinde larvalarin instarlarina gore ayrilip hazirlanmas: ilgili

literatiir taranarak yapilmistir (Barrera-lllanes ve ark., 2017).
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3.7 Tez Cahsmasinda Elde Edilen Bakteri ve Funguslarin Molekller Calismalar:

Molekdler galismalar, tespit edilen entomopatojen tiriine bagl olarak takip
edilen prosediirlere gore gerceklestirilmistir. Oncelikle tespit edilen patojenlerden
DNA izolasyonu gerceklestirilerek hastalik etmenleri konak bocekten izole edilerek
saflagtinnlmistir. Bakteriyal ve fungal hastalik entomopatojenlerden DNA izolasyonu

icin bu patojenlere ait agar tzerindeki saf kulturler kullanilmistir.

3.7.1 DNA izolasyonu

Bakteriyal ve fungal hastalik etmeni entomopatojenlerden DNA izolasyonu
icin bu patojenlere ait agar Uzerindeki saf kaltlrler kullanilmistir. Ticari DNA
izolasyon Kiti (QIAGEN, No: 69504) kullanilarak kit icerisinde direktiflere uygun
sekilde DNA’lar izole edilmistir.

3.7.1.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (rDNA amplifikasyonu)

Isik mikroskobu incelemeleri tamamlanan entomopatojenlerin filogenetik
acidan incelenebilmesi igin Onceden saflastirilmis hiicre ve spor gibi yapilarindan
DNA izolasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) metodu kullanilarak rDNA

amplifikasyonu gergeklestirilmistir.

DNA izolasyonu tamamlanan patojenler PZR teknigi kullanilarak tiire 6zgu
spesifik gen bolgelerinin amplifikasyonu gergeklestirilmistir. PZR ¢alismalarinda
hastalik etmenlerinin tlrine gore farkli primer setleri kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Entomopatojenlerin rDNA Amplifikasyonunda Kullanilan Primerler

Primer Baz dizisi 5° - 3’ Kaynak
27F ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA Evrensel bakteri
1492R ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA  Evrensel bakteri
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White ve dig.
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White ve dig.

PZR reaksiyonlari, QiagenMultiplex PCR Kit (No: 206143) kullanilarak
Uretici talimatlarina uygun sekilde toplam hacim 50 pl olacak sekilde ayarlanarak
gerceklestirilmistir. Yine ticari kitin (QIAGEN Multiplex PCR Kit, No: 206143)
kullanim kilavuzunda belirtildigi gibi PZR amplifikasyonlari; 95°C” de 15 dakika, her
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biri 45 dongi olacak sekilde 94°C’ de 30 saniye, 61°C* de 90 saniye, 72°C’ de 90
saniye ve son donguyu takiben son uzama reaksiyonu 72 °C’ de 10 dakika olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR Urini %0.9°1uk, etidyum bromdr (EtBr) ilaveli
agaroz jelde vydrutilerek UV transilliminatérde varligi belirlenmistir. Varligi
belirlenen PZR driind, baz dizin analizine tabi tutularak ve baz dizin analiz analizine
(=sekans analizi) sonuglari, NCBI (National Center for Biotechnology Information)
BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool) internet ara yizu kullanilarak
GenBank’ taki verilerle karsilastirilarak sonuclar degerlendirilmistir.
3.7.1.3 Bakteriyal ve Fungal Soliisyonlarin 16S rDNA Bolgesinin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Yukseltgenmesi

Bakterilerin 16S rDNA bolgesinin PZR ile yikseltgenmesi igin iki farkli
primer kullanilmistir. Calismada kullanilan primerler, gen bolgeleri ve baz dizilimleri
Cizelge 3.2’de verilmistir. PZR analizinde kullanilacak primerler Uretici firma
tarafindan verilen prosediire uygun olarak nmol degerinin 10 kati distile su ile
sulandirilarak 100 pM/ul’lik stok primer elde edilmistir. Hazirlanan stok primerlerden
PZR’da kullanmak i¢in 10 pM/ul’lik primerler olusturulmustur.

Yikseltgenme islemi icin oncelikle 0.2 ml’lik PZR tipleri érneklere gore
adlandirilmistir. Orneklere ek olarak olas1 bir kontaminasyon durumlari igin bir negatif
(-) kontrol, PZR islemi sirasinda olusabilecek hatalar icin de bir pozitif (+) kontrol
olusturulmustur. Bakteriler icin 23x seklinde funguslar igin 15x seklinde karisim
hazirlanmistir Cizelge. Bu karisim daha sonra elimizdeki DNA sayisi, bir negatif (-)
kontrol, bir pozitif (+) kontrol ve hata payr olacak sekilde PZR tiplerine
bolustiiriilmiistiir. Daha sonra orneklerin tzerine 10’ar ml DNA, negatif ve pozitif
kontrolun tizerine 10 ml ddH-O (ultra saf steril su) eklenerek kisa vorteksin ardindan
cok kisa santriftlj edilip iclerinde hava kabarcigi kalmayacak sekilde kontrol edilip

Techne TC-Plus markali Thermal Cycle cihazina (sekil 3.12) yerlestirilmistir.
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TC-PLUS

Sekil 3.5 Techne TC-Plus markali Thermal Cycle cihazi
Cizelge 3.3 PZR icin Hazirlanan Karisim Icerigi

Icerik Bakteri Fungus
1X (ul) 23X (ul) 15X

Mastermix 20 40 30
Primer Forward 4 92 60
Primer Reverse 4 92 60
ddH.O 2 46 30
Kalip DNA 10 -

TOPLAM 40 - -

PZR tuplerine konan bakteri ve fungus ornekleri asagida verilen tabloya goére

planlanmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 PZR Kosullarmi Gosteren Tablo

Asamalar Sicakhik Sure Dongu
ik Denatiirasyon 95°C 3dk 1
Denatiirasyon 95°C 45 saniye

Eslenme 54°C 45saniye 34
Uzama 72°C 2 dk

Son uzama 72°C 5 dk 1
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3.7.1.4 Cogaltilan 16S rDNA Bolgesinin Agaroz Jel Elektroforeziyle incelenmesi

PZR sonucu elde ettigimiz Urlnin gozlemlenebilmesi icin %0.8’lik agaroz
jelde elektroforez islemine gegilmistir. ilk olarak hassas terazide 0.8 g agaroz (Sigma
A9530-100G) tartilarak Uzerine 1XTBE (Tris Borat EDTA tamponu) buffer ilave
edilip 1sitilmig, homojen olarak karismasi saglanmis ve 100 ml’lik agaroz jel
hazirlanmistir. Isiticidan aldigimiz karisimin hafif ilimasimin ardindan Gzerine 4ul
ethidium bromide ilave edilmis ve karismasi saglanmistir. Daha sonra hazirlanan jel,
igerisine 6rnek sayisina uygun olacak sekilde kuyu agici tarak yerlestirilen elektroforez
(Thermo Scientific EC300XL2-B1) tankina (Sekil 3.6) icerisinde hava kabarcigi
kalmayacak sekilde bosaltilmis ve donmaya birakilmistir. Donan jel, TBE ile
doldurulmus olan tank icerisine yerlestirilmis, Uzerine bir miktar daha 1xTBE buffer
ilave edilerek yerlestirilen taragin jele zarar vermeden ¢ikarilmasi saglanmustir.
Ardindan PZR’dan ¢ikarttigimiz DNA’lardan 10 pl, 2 ul Orange Blue (Loading Dye)
boyasi ile gizelce karistirilarak sirasiyla kuyucuklara yiiklenmistir. Yukleme
isleminden sonra Ornekler, elektroforezde (Sekil 3.6) 100 voltta 60 dk yiiriitiilmiis ve
goruntulenmek tizere UV goriintileme sistemine (Quantum-ST4 1100/26MX) (Sekil
3.6) aktarilmistir. Jele UV 1s1k altinda bakilmig ve olusan bantlarin degerlendirilmesi
yapilarak DNA’nin goruntistnun fotografi cekilip, kayit altina alinip, sonra termal
yazicidan (Sony Corporation) (Sekil 3.6) ¢iktist alinmustir. Tm uygulanan prosedarler
sonucunda DNA varligi belirlenmis, istenilen sekilde bant veren érnekler DNA sekans

analizi icin ayrilarak -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.6 Genomik DNA ve PZR Uriinlerinin
Elektroforetik incelemelerinin Yapildig:
Elektroforez Cihazi

Sekil 3.7 UV Gorintlileme Sistemi
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3.8 DNA Sekans Analizi
Tez c¢alismamizda elde ettigimiz PZR Urinlerinin sekans analizi Medsantek
(Ankara) firmasina gonderilerek yapilmistir. izolatlar, PZR’de kullandigimiz primer

ciftleri ile iki yonlu olarak galisilmistir.

3.9 Filogenetik Analizler

Sekans analizi yapilan entomopatojenleri diger entomopatojenlerle
karsilastirmak igin baz dizi analizleri yapildi. Analizler her entomopatojen igin ayri
ayr1 yapilmistir. Belirlenen baz dizisindeki protist entomopatojenlerin %G+C igerigi
Fast PCR programi kullanilarak tespit edilmistir ve baz indeks sonuglari, NCBI
(Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) BLAST (Temel Yerel Hizalama Arama Araci)
ara yuzundeki diger kayitlarla karsilagtirilmistir.

DNA dizileme, her iki zincir tzerinde PZR yikseltgenmeleri icin kullanilan
primerler ile yapilmistir. Analizler sonucu elde edilen ham diziler ABI dosya
formatindaki kromotogramlara gore diizenlenmis ve BioEdit (Hall, 1999) programi
kullanilarak birlestirilmistir. EIde edilen genotiplerin hangi bakteri ve fungus cinsine
ait oldugunun belirlenmesi igin BLAST (Basic Local Alignment Search Tool-

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) uygulamasi kullanilmstir.

Genotiplerin cins igerisindeki hangi tlre ait oldugunun belirlenebilmesi igin
filogenetik analizlerden faydalanilmistir. Filogenetik analizler icin veri seti
olusturulmas1 mevcut literatir bilgilerine gore yapilmustir. Ilgili genotipler NCBI
(National Center for Biotechnology Information) veri tabanindan indirilmistir. Elde
ettigimiz yeni genotipler ile veri setindeki genotiplerin homolog bazlarin1 hizalamak

icin Clustal X (Thompson ve ark., 1997) moduli kullanilmistir.

Izolatlar arasindaki evrimsel iliskinin belirlenmesinde Maksimum-Likelihood
(ML) algoritmasi kullanilmigtir. ML igin Mega 10 programi kullanilarak filogenetik

agagclar cizilmistir.

Agaglardaki elde edilen filogenetik iliskilerin guvenilirlik derecesini
belirlemek igin Bootstrap testleri (Efron, 1982; Felsenstein, 1985) yapilmistir. Bu test
her algoritma igin 1000 tekrarl olarak uygulanmistir. Haplotipler arasi nikleotid dizi
benzerlik oranin1 hesaplamak icin Bioedit programi ve DNA Sequence Polymorphism

(DnaSP) analizi kullanilmigtir.
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3.10 Laboratuvar Kosullarinda Etkili Olan Entomopatojenlerin Temsili Depo
Kosullarinda Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

DNA izolasyonu ve filogeni galismalar1 sonucu P. interpunctella’da tespit
edilen ve laboratuvar kosullarinda etkili olan bakteriler ve funguslar temsili depo
ortaminda P. interpunctella ergin bireylerine kars: test edilmistir. Bunun igin %90
oraninda 6giitiilmiis findik %10 oraninda bugday unu icerecek sekilde karistirildiktan
sonra Evans ve Shapiro (1997) tarafindan 6nerilen yontem modifiye edilerek besin
icerisine bakteri ve fungus izolatlart uygun stspansiyonu daha once istatistiksel olarak
belirlenmis etkili dozajlarini icerecek sekilde 1/10 oraninda katilarak blender ile
homojen oluncaya kadar karistirilmistir. Bu karisimdan 90x15 mm ebatlarinda dairesel
besin tabletleri tiretilmistir (Sekil 3.9). Deneyin kontrol grubu igin ise distile su ile
hazirlanmis findik tabletler kullanilmistir.

Izole edilen bakteri ve funguslarin alan denemeleri yapilmistir. Bunun igin 125
metre uzunlugunda ahsap citalar kestirilmis ve tam kare bir yap1 elde edilmistir. Bu
tam kare olan yapmin etrafina Plodia interpunctella erginlerinin iginden gecip

kagamayacagi kadar kiicuk araliklar ihtiva eden tlller ile kapatilmistir.

Izole edilen bakteri ve funguslarin alan denemeleri yapilmistir. Bunun igin 125
metre uzunlugunda ahsap citalar kestirilmis ve tam kare bir yap1 elde edilmistir. Bu
tam kare olan yapmin etrafina Plodia interpunctella erginlerinin iginden gecip

kagamayacagi kadar kiicuk araliklar ihtiva eden tiller ile kapatilmistir (Sekil 3.8)

Olusturulan deney diizeneginin igine sifir glinliik pupadan yeni ¢ikmis yaklasik
250-300 adet P. interpunctella ergini birakilmistir. Besin tabletleri uygulanacak
bakteri ve fungus izolatlariyla muamele edilerek deney diizeneginin igine
numaralandirma metodu ile birakilmistir. Kontrol i¢in su le muamele edilmis tablet
konulmustur (Sekil 3.9).
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Sekil 3.8 Temsili Alan Denemeleri icin
Olusturulan Deney Diizenegi
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Sekil 3.9 Deney Diizenegi Icine
Yerlestirilmis Findik
Tabetleri

3.11 Istatiksel Analiz

Tiirkiye’de farkli lokalitelerden elde edilen ve izole edimis bakteri ve mantar
izolatlar1 Plodia interpunctella larvalari (izerinde denenmis ve veriler kaydedilmistir.
Ayrica bu gruplar igin kontrol grubu da olusturulmus ve verileri kaydedilmistir. izole
edilmis bakteri ve mantar izolatlarinin patojenite etkilerine; dozun, izolatlarin ve farkli
doz solusyonu igeriginin etkisinin olup olmadigi tek yoOnli Anova testi ile
aragtirtlmistir. LD50 ve LD90 degerlerinin hesaplanmasinda, probit analiz progranmi
kullanilmis, bu degerlerin karsilastirilmasinda ise t testi uygulanmustir. Izolatlar ise
kendi arasinda LSD testi ile karsilastirilmis ve Tukey Hsd analizi kullanilarak

yorumlar yapilmistir
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Entomopatojenik Bakteriler

Yapilan ¢izgi ekim ve saflagtirma galismalar1 sonrast 9 adet bakteri ve 4 adet
fungus tespit edilmistir. Morfolojik bilgileri asagidaki tabloda sunulmaktadir (Cizelge
4.1).

Cizelge 4.1 izole Edilen Bakteri ve Funguslari Morfolojik Ozellikleri

Mikroorganizma Adi Lokalite Gram  Spor Bakteri Koloni Koloni
sekli sekli rengi
Bacillus licheniformis ¢ doku + + Cubuk  Purizli Krem
rengi
Bacillus cereus I¢ doku + + Cubuk Dizensiz Beyaz
yap1
Bacillus pumilus I¢ doku + + Cubuk  Yuvarlak Kirli
beyaz
Bacillus firmus I¢ doku + + Cubuk  Yuvarlak  Kirli
beyaz
Bacillus I¢ doku + + Cubuk Dizensiz  Sarimsi
stratosphericus yapi
Bacillus Ic doku + + Cubuk Diizensiz  Kirli
zhanghouensis yapi1 beyaz
Methylobacterium sp.  I¢ doku - - Cubuk Pembe

Actinomucor elegans I¢ doku

Aspergillus flavus I¢ doku
Aspergillus fumigatus  I¢ doku

4.1.2 Entomopatojenik Bakterilerin Karakterizasyonu

Molekdiler karakterizasyonlar icin, izole edilen entomopatojenlerden DNA
izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra PZR teknigi
kullanilarak tiire 6zgui spesifik gen bolgelerinin amplifikasyonu gergeklestirilmistir ve
bakterilerin SSUrRNA gen bélgesi ¢ogaltilarak, sekans analizleri yapilmistir. PZR
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reaksiyonu sonucu elde edilen PZR Urnleri jelde teyit edildikten sonra (Sekil 4.1, 4.2)

sekans analizine gonderilmistir.

Sekil 4.1 Bakterilerden Elden Edilmis Olan DNA'lardan Yapilan PCR
Calismas1 Sonucunda Alinmig Olan Coklu Bant Gorunttleri

W GONUL_ALGI_13 F_2022-02-02-07-01-53G01 - Chromas - o x
File Edit Options Help
& =] v =] .. & #*,

Open Expot  Print | Nest  Find  Reverse Enhance

— e Sample GONUL_ALGI_13.F_

Sekil 4.2 izolatlarn 16S rDNA Niikleotid Dizilemelerine Ait Kromatogram
Goruntulerinden Bir Kesit

Sekans sonuglarina gore de elde edilen bakterilerin filogenetik iliskileri

incelenmistir.

4.1.3 Tespit Edilen Patojen Bakterilerin Filogenisi
DNA izolasyonu ve sekans analizi sonuglarina gore;

Ordu’dan 9 farkli patojen bakteri tespit edilmistir (isolate 1-29 arasinda
isimlendirilmistir). Bu bakterilere ait baz indeks sonuglari, NCBI (Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) BLAST (Temel Yerel Hizalama Arama Araci) ara
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yuzindeki diger kayitlarla karsilastirilmigtir. TUm izolatlarin ilgili turleri arasindaki

16S r RNA ve ITS gen bolgelerine gore nukleotid dizisi benzerlik yizdeleri ekler

kisminda verilmistir.

Cizelge 4.2 Ordu’dan Tespit Edilen Patojen Bakterinin
(izolat 1) Filogenetik Analizinde Kullanilan

SSU

rRNA Dizileri ve GenBank Erisim
Numaralari

Erisim No

Organizma adi

KY657593.1

Bacillus anthracis

MN177123.1

Bacillus cohnii

KP128698.1

Bacillus thuringiensis

MT184817

Bacillus cereus

MH921667.1

Bacillus thuringiensis

MT225699.1

Bacillus wiedmannii

MW205819.1

Bacillus thuringiensis

MK574860.1

Bacillus toyonensis

MK883171.1

Bacillus proteolyticus

MK883200.1

Bacillus proteolyticus

MK956831.1

Bacillus thuringiensis

NR_116487.1

Salinarimonas rosea

MW405816.1

Bacillus mobilis

MH134485.1

Bacillus glycinifermentans

KY287929.1

Bacillus mojavensis

MF470190.1

Bacillus aerius

MKO063877.1

Bacillus paralicheniformis

JN999895.1

Bacillus sonorensis

MK696979.1

Bacillus haynesii

HQ143565.1

Bacillus licheniformis

KT718052.1

Bacillus firmus

MT903013.1

Bacillus massiliosenegalensis

NR_132682.1

Bacillus kyonggiensis

LC588555.1

Bacillus siralis

KF204578.1

Bacillus subtilis

LC466917.1

Uncultured Methylobacterium sp.

AF373871.1

Bauveria bassiana

Bacillus licheniformis
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4 — KY657593 1 Bacillus anthracis strain RC4
MM177123.1 Bacillus cohnii strain RP-54
KP128638.1 Bacillus thuringiensis strain Ou2
MT184817.1 Bacilus cereus strain NWPZ-5
MH921667.1 Bacillus thuringiensis strain Z38
MT225699.1 Bacilus wiedmannii strain 190306H24521
—— MW205819.1 Bacillus thuringiensis strain Y4
0 > MK574860.1 Bacillus toyonensis strain L4
1 MKEE3171.1 Bacillus proteolyticus strain D65 _CVER
‘EIE._E MKEE3200.1 Bacillus proteolyticus strain D103_CVER
MKI56831.1 Bacillus thuringiensis strain SGL10
MWW405816.1 Bacillus mobilis strain YBG10
a4 — MH134485 1 Bacillus glycinifermentans strain JTYP1
4[ KY287929 1 Bacillus mojavensis strain BAGP004
MF4701580.1 Bacillus aerus strain KJ2MD

5 — MK063877.1 Bacillus paralicheniformis strain E8-10-2-3
33 : JN999895 1 Bacillus sonorensis strain SXYC17
[ MKE36979.2 Bacillus haynesii strain M358
4 1.isolate (16) ¢

16 L— H21143565.1 Bacillus licheniformis strain PG5
| — KT718052.1 Bacillus firmus strain LSR11.2

= MT903013.1 Bacillus massiliosenegalensis strain OD3-13

;E MR 132682 1 Bacillus kyonggiensis strain NB22

26 L | C586555 1 Bacillus siralis J35TS51 gene
KF204575.1 Bacillus subtilis
AF373571.1 Beaweria bassiana

S0

Sekil 4.3 16S SSU rRNA'ya Dayali Olarak Farkli Konaklardan Izole Edilen
Entomopatojen Bakteri Tiirleri Arasindaki Filogenetik Iliskiler. Ok
ile Gosterilen Isolate 1 Olarak Isimlendirilmis Bakteri Bacillus
licheniformis Olarak Tespit Edilmistir. Agag, Kimura 2 parametre
Mesafesi  Kullanilarak Maximum  Likelihood Method ile
Olusturulmus ve MEGA.10 Program: ile 1000 Bootstrap ile
Degerlendirilmistir. Analizde Dis Grup Olarak Beauveria bassiana
Kullanilmistir.
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Cizelge 4.3 Ordu’dan Tespit Edilen Patojen Bakterinin
(izolat 2) Filogenetik Analizinde Kullanilan
SSU rRNA Dizileri ve GenBank Erigim

Numaralari

Erisim No Organizma adi

NR_112612.1 Methylobacterium aquaticum

NR_025631.1 Methylobacterium aquaticum

MK318629.1 Methylobacterium aquaticum

LC025992.1 Methylobacterium platani

AB600008.1 Methylobacterium sp.

NR_109649.1 Methylobacterium tarhaniae

FJ972535.1 Pseudomonas aeruginosa

LN610443.1 Pseudomonas putida

FN543501.1 Rhodopseudomonas faecalis

AM690344.1 Rhodopseudomonas palustris

MK493258.1 Rhodopseudomonas pseudopalustris

NR_116487.1 Salinarimonas rosea

MK096445.1 Salinarimonas sp.

JN607162.1 Salinarimonas sp.

AB833753.1 Salinarimonas sp.

MT911255.1 Salinarimonas sp.

MW970377.1 Salinarimonas sp.

MH446374.1 Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Pullorum

MH403561 1 Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Pullorum

MH497627.1 Serratia marcescens

MH497629.1 Serratia marcescens

KM978258.1 Uncultured alpha proteobacterium

KM978266.1 Uncultured alpha proteobacterium

GQ099084.1 Uncultured bacterium

LC466940.1 Uncultured Methylobacterium sp.

LC466917.1 Uncultured Methylobacterium sp.

HF970589.1 Variibacter gotjawalensis

Methylobacterium sp.
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Mega 10 programi yardimiyla 1000 bootsrap ve GTR+G evrim modeli
kullanilarak yapilan MaximumLikelihood analizi sonuglarina gore, analiz edilen tim
verilerin genel olarak tek ana grup altinda Methylobacterium sp. toplandigi
gorulmektedir (Sekil 4.18).

Sekans analizinden aldigimiz verilere gore gen dizi benzerligi yakin olan turler
Methylobacterium sp. ve NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) BLAST (Temel
Yerel Hizalama Arama Araci) ara yizundeki benzerliklerin Methylobacterium sp.
tarleri ile yiksek derecede benzer oldugu bulunmustur (Sekil 4.18). Sonu¢ olarak
filogenetik durum, Ordu’dan tespit edilen bakterinin Methylobacterium grubunun bir

tlrd oldugunu goéstermekte olup bu tir Methylobacterium sp. olarak tanimlanmastir.
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MH443374.1 Samonells entenca subsp. entenca serowar Pullomum
MH403581.1 Samonells entedca subsp. entedca serowar Pulloum
LC025552 1 Methydobactedum platani
NR._105845. 1 Methybobacterium tarhaniss
NR_112812.1 Methyobacterium aquaticum
MHE318523.1 Methydobactenium aqusticum
KM3TEZEE 1 Uncultured alpha protechackrnium
KMSTESE.1 Uncultured alpha protechacErnium
ABAD000E. 1 M athylchbacterium sp.
- MR 025831.1 Methylobactenium agquaticum

£MW.1 Uncultured bacerium

25 isolae 2
— LCAG8540.1 Uncultwed Methylobactenum sp.
e L | C486517.1 Uncultued Metyiobscterium sp.
MK055445.1 S&inanmonas sp.
— | HFFM589.1 Vanibacter gofiawalensis
= = AMES0244.1 Rhodopssudomanas pahstis
75 | FNE43501.1 Rhodopseudomonas Becalis
?‘: MK453258 1 Rhodopseudomonas pseudopslustis
MR_118487.1 Salinarimonas rosea
= ABS3375.1 Salinaimonas sp.
TE MVW5T0377 .1 Salinaimonss sp.

MT%11255.1 Salinasimonas sp.
JMEDT182. 1 Salinasmonas sp.
LME10443.1 Pseudomonas putida
FJ87T2535 1 Pseudomonas aeruginosa
WMH45TE2T.1 Sarats marcescens
12 WMH45TE25 1 Sarats marcescens
AF3T3ET1.1 Besuenis bassiana

50
100

Sekil 4.4 16S SSU rRNA'ya Dayali Olarak Farkli Konaklardan izole Edilen
Entomopatojen Bakteri Tirleri Arasindaki Filogenetik iliskiler. Ok ile
Gosterilen Isolate 2 Olarak Isimlendirilmis Bakteri Methylobacterium sp
Olarak Tespit Edilmistir. Agag, Kimura 2 Parametre Mesafesi Kullanilarak
Maximum Likelihood Method ile Olusturulmus ve MEGA.10 Programu ile
1000 Bootstrap ile Degerlendirilmistir. Analizde Dis Grup Olarak Beauveria
bassiana Kullanilmstir.

Benzer g¢alisma Ordu’dan izole edilen izolat 3 (Bacillus firmus) igin de
yapilmugtir. Izolat 3°Un filogenetik analizinde kullamilan SSU rDNA dizileri ve

GenBank erisim numaralar1 Cizelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4 izolat 3 (Bacillus firmus)’un Filogenetik
Analizinde Kullanilan GenBank Erisim

Numaralar1
Erisim No Organizma adi
Mh424470 Mycobacterium barrasiae
AJ580502 Mycobacterium neglectum
AB126874 Nocardia thailandica
AB126873 Nocardia vermiculata
Y10077 Corynebacterium kroppenstedtii
HE983829 Corynebacterium lacteis
AB971802 Propioni bacterium propinium
AB565481 Propioni bacterium acidifaciens
X53217 Propioni bacterium freudenreichii
AJ697941 Streptomyces albus
AB184367 Streptomyces chryseus
Y13025 Actynomyces sp.
X53224 Actynomyces bovis
AF072859 Eubacterium albensis
AJ506120 Clostridium bowmanii
AB075767 Clostridium perfringens
AB034200 Erysipelothrix rhusiopathiae
AB034201 Erysipelothrix tonsillarum
U21665 Erysipelothrix tonsillarum
NR_146813 Erysipelothrix larvae
AB289064 Lactobacillus crispatus
AB289268 Lactobacillus prittaci
AJ416946.3 Listeria seeligeri
AJ515519.1 Listeria welshimeri
D16268 Bacillus firmus

Bacillus firmus
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Rl

o MHL24470 1 My cobactedum bam=sae
_|:.""._ S80E02 1 Mycobackeium neglecium
AB 126587 4.1 Nocardia thallandica
Gl T':ﬂ.mzaan 1 Mozardia vermiculata
¥ 100771 Coryrebacterium kroppen=ted§
= 4‘:—:-:1:9&3&29 1 Cometmcterium lacis

ABST 1802 1 Poponitacierium propionicum

1 pr ABSESEE1.1 Poponibacierium addifacers
TEX:’GN? 1 Propionibiac iedum freuden reichi
00 N53217.1 Propionibactedum feuden michi

9

l—.ﬁ._ﬁ‘g 7941.1 Srepomyces abus
ol AR184367.1 Srenomyons chryseus
Y1325 1 Actyrnomyces sp
H53224 1 Aclnomyces bods

AFOT2A59 1 Evbactedum albensis

¥ l—."'._53612‘:l 1 Clestridium bawmari
L ABOTSTET.1 Clostridium padingers

e ABI3E00 1 Erysipelothrix tusopm hise

oo ABTIL201.1 Erysipelathriz wrsilaum

U21865. 1 Erysipelatbrx tonsillanum

L HNR 1458132 Erysipdotix larae
o ABZEI0ET. 1 Lactabacilus aispatus
= {ABZSQ’BSS 1 Laciobacilus psigac
¥ AMIEI4E 3 Listeda seefger
_{:.ﬁ._ 5155191 Lisbena wels hirmen
1l solate 3 @
T'::nazﬁm Bacillus frmus

AFITHET . Boawveia bassarm

e

Sekil 4.5 16S SSU rRNA'ya Dayali Olarak Farkli Konakgilardan Izole

Edilen Bacillus Tiurleri Arasindaki ve Bacillus firmus
Arasindaki Filogenetik Iliskiler. Ok ile gosterilen Isolate 2
olarak isimlendirilmis bakteri Bacillus firmus Olarak Tespit
Edilmistir. Aga¢, Kimura 2 parametre Kullanilarak
Maximum Likelihood Y 6ntemi ile Olusturuldu ve MEGA.10
Programi ile 1000 Bootstrap Replikasyon ile Degerlendirildi.
Dis Grup Olarak Bauveria bassiana Segilmistir.
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Cizelge 4.5 1izolat 4 (Bacillus stratosphericus)’un

Filogenetik Analizinde Kullanilan GenBank
Erisim Numaralar1

Erisim No Organizma adi
MH134485.1 Bacillus glycinifermentans
MK696979.2 Bacillus haynesii
HQ143565.1 Bacillus licheniformis
KY287929.1 Bacillus mojavensis
FN662486.1 Bacillus amyloliquefaciens
MF470190.1 Bacillus aerius
LC663507.1 Bacillus zhangzhouensis
AJ831841.2 Bacillus stratosphericus
D16268.1 Bacillus firmus
LC506466.1 Bacillus subtilis
KF204578.1 Bacillus subtilis
KP128698.1 Bacillus thuringiensis
MW205819.1 Bacillus thuringiensis
MH921667.1 Bacillus thuringiensis
MK956831.1 Bacillus thuringiensis
LN881689.1 Bacillus acidiceler
0OK001814.1 x Bacillus aequororis
LN995503.1 Bacillus abyssalis

Bacillus stratosphericus
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g4 MEB939TD. 2 Bacillus haynesii
2 HQ143585.1 Bacillus licheniformis
KX 2879281 Bacillls mojavensis
* MH134485.1 Bacillus glyciniferment ans
|l MF 470190, 1 Bacillus asrius
FNB82488.1 Bacillls amy loliguefaciens
‘ﬂ:!]' LCEDB4848. 1 Bacillls s ubtils 5TE1
LCH83607.1 Bacillls zhangzhouens
42 ~|:{}|EIE4 <:
ar
MZ3282872.1 Bacillus stratos phericus s frain #53
D18288.1 Bacills firmus
E!E-I KF204578.1 Bacills subtilis
#a  KP 128888 .1 Bacills thuringiensis strain Ou2

MHE21887.1 Becills thuringiens s strain Z38
100 | nw 205819, 1 Bacillus thuringiens s strain Y4

=

il MK258831.1 Bacillus thuringiens i s train SGL10
LNS95503.1 Bacillis abyss alis

78 LME81889.1 Bacillus acidiceler
% L OKDD1814.1 Bacillus asguaroris

AF3T3E71.1 Besuveria bass iana

Sekil 4.6 16S SSU rRNA'ya Dayali Olarak Farkli Konakgilardan izole Edilen Bacillus
Turleri Arasindaki ve Bacillus stratosphericus Arasindaki Filogenetik
Mliskiler. Ok ile Gosterilen Isolate 4 Olarak isimlendirilmis Bakteri Bacillus
stratosphericus Olarak Tespit Edilmistir. Agag, Kimura 2 Parametre
Kullanilarak Maximum Likelihood Yo6ntemi ile Olusturuldu ve MEGA.10
Programi ile 1000 Bootstrap Replikasyon ile Degerlendirildi. Dis Grup
Olarak Bauveria bassiana Seg¢ilmistir.
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Cizelge 4.6 izolat 7 (Bacillus pumilus)’un Filogenetik Analizinde Kullanilan

GenBank Erisim Numaralari

Erisim No Organizma adi Erisim No Organizma adx
D16268.1 Bacillus firmus MKag325g.1  Rnodopseudomonas
pseudopalustris
KP128698.1 Bacillus thuringiensis NR_116487.1 Sa"“r%;'e";‘)”as
MW205819.1 Bacillus thuringiensis MKO096445.1 Salinarimonas sp.
MH921667.1 Bacillus thuringiensis JN607162.1 Salinarimonas sp.
MK956831.1 Bacillus thuringiensis AB833753.1 Salinarimonas sp.
MK956831.1 Bacillus thuringiensis MT911255.1 Salinarimonas sp.
OM®658338.1 Bacillus australimaris MW970377.1 Salinarimonas sp.
Salmonella enterica
MN865842.1 Bacillus australimaris MH446374.1 subsp. enterica
serovar Pullorum
Salmonella enterica
FN667872.1 Bacillus pumilus MH403561.1 subsp. enterica
serovar Pullorum
LR535762.1 Bacillus safensis MH497627.1 serratia
marcescens
LR215077.1 Bacillus safensis MH497629.1 serratia
marcescens
MN704552 1 Bacillus safen_5|s subsp. KMO978258.1 Uncultured a[pha
safensis proteobacterium
LN995504.1 Bacillus stratosphericus KM978266.1 Uncultured a[pha
proteobacterium
LT745897.1 Bacillus stratosphericus GQ099084.1 Uncultl_Jred
bacterium
Uncultured
LS991029.1 Bacillus wiedmannii LC466940.1 Methylobacterium
sp.
Uncultured
LR215079.1 Bacillus wiedmannii LC466917.1 Methylobacterium
sp.
NR_112612.1 Methylobacterium HF970589.1 Variibacter
- aquaticum gotjawalensis
NR 025631 1 Methylobgcterlum
- aquaticum

Bacillus pumilus
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—1|: L4569 171 UncuBured Methy loba cherim sp

— ABG0000E.1 Methy bbacierum sp
G2093084 1 Uncuktured baciesum

4'_‘7: HR_112612.1 Wefhylobactenum asqusticom
NR_25631.1 Mefhylobacienum agusticum

HR_105645.1 Mefhylobactenum tahanize

100 MH446 374 1 Salmonella enferica subsp. erfefica serovar P
4-"‘3|£ MH43 5611 Salmorella enfenca subsp. enfenca seravar P
el MK 3186291 Mefhylbacieriom aguaticem
LCAGE940 1 Unculured Mifhy loba cferium sp
q
B

WKMETE258. 1 Uncwkured sloha profechacteriom
100l KMSTEZRE 1 Uncullured slpha profechacterium

T

LO0Z5952 1 Methylobackemum platani

W0 445 1 Selinadmonss sp

JNG0T 162 1 Salinagmonss sp
MTS11255 1 Salinadmonas sp

ABBIITEI 1 Selinedmonas sp

HR_116487.1 Salinarmonas rosea
WMWITORTT 1 Salimarmonss sp
HFST 05891 Varbacter gofjawalensE

MK 433258 1 Rhodopsewdomonsas psewd op alus bris

—

TQE
73

96
= FH54 35011 Phodops eadomonas feecslis pais] 165 fRNA

&5 AME) 44 1 Rhodopsewdomonss palusins
100

EE

—l_
&7

LTr4 5837 1 Bacilles stmbosphenions
FJS7 25351 Pseudomonss aemgnosa

LNG10443.1 Pzeudomonss putida

MH49TB27_1 Sermfia marcescens

WEH4ST 829, 1 Semafia mancescens
Wi 95683 1.1 Bacills thurngensis stein SGL10
17 LE5991029.1 Becills wiedmami

LR215079.1 Bacilus wiedmamni
MW 205819 1 Bacilles thuingiensic strain Y4

KP128698.1 Bacillus fuingenss stmin Oul

WEHS21 667 1 Bacils thurhgensis stmin 238

D15268.1 Bacillus Smus
MMNEESE 2 1 Bacills sustreimans
LHBS554 1 Bacills strafosphericus

DME58238 1 Bacilles aws bralimaiis
LRSI5TEZ.1 Bacils sefenzis
LR215077 1 Bacills safensis

MNT)4552 1Becillus sabnss subsp. safensis

molste T

FHESTETZ 1 Bacilles pumilus
AF3T3E871.1 Beswesia bassiana

ool AFITIET1.1 Besweds bassisns

Sekil 4.7 16S SSU rRNA'ya Dayali Olarak Farkli Konakgilardan izole
Edilen Bacillus Turleri Arasindaki ve Bacillus pumilus
Arasindaki Filogenetik Iliskiler. Ok ile Gosterilen Isolate 7
Olarak Isimlendirilmis Bakteri Bacillus pumilus Olarak
Tespit Edilmistir. Agag, Kimura 2 Parametre Kullanilarak
Maximum Likelihood Yontemi ile Olusturuldu ve
MEGA.10 Programi ile 1000 Bootstrap Replikasyon ile
Degerlendirildi. Dig Grup Olarak Bauveria bassiana
Secilmistir.
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Cizelge 4.7 izolat 8 (Bacillus zhangzhouensis)’un

Filogenetik Analizinde Kullanilan
GenBank Erisim Numaralari

Erisim No Organizma adi
MH134485.1 Bacillus glycinifermentans
MK696979.2 Bacillus haynesii
HQ143565.1 Bacillus licheniformis
KY287929.1 Bacillus mojavensis
FN662486.1 Bacillus amyloliquefaciens
MF470190.1 Bacillus aerius
LC663507.1 Bacillus zhangzhouensis
AJ831841.2 Bacillus stratosphericus
D16268.1 Bacillus firmus
LR797765.1 Bacillus amyloliquefaciens
KF204578.1 Bacillus subtilis
KP128698.1 Bacillus thuringiensis
MW205819.1 Bacillus thuringiensis
MH921667.1 Bacillus thuringiensis
MK956831.1 Bacillus thuringiensis
LN881689.1 Bacillus acidiceler
0OK001814.1 Bacillus aequororis
LN995503.1 Bacillus abyssalis
OL757644.1 Bacillus halotolerans
MW563945.1 Bacillus halotolerans
LT221166.1 Bacillus mojavensis
LT797520.1 Bacillus sonorensis
LN995448.1 Bacillus sonorensis
AB701293.1 Bacillus subtilis
HE985180.1 Bacillus subtilis
LN556294.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis
HF951565.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis
LC589066.1 Bacillus velezensis
LC586144.1 Bacillus velezensis

Bacillus zhangzhouensis
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7 HQ143585.1 Bacillus licheniformis
LTr27520.1 Bacillus s onorens is
MHKE26979. 2 Bacilhls haynes ii
MH134485. 1 Bacills glycinifermentans
KM 287929.1 Bacillus mojavens i
MF4£70190.1 Bacillus aeis
LM995448 1 Bacills sonorensis
HESE5180.1 Bacillus s ubtilis
LC508488 1 Bacills subtils 5T51

MW 533845 1 Bacillus halotolerans

OL757844.1 Bacillus halotolerans
—

8 L7221165.1 Bacilus maojevensis
— LM558234.1 Bacills sublils subs p. subtils
ML HF951585.1 Bacills subtils subs p. 5 ubtilis

LCER8144.1 Bacills wleresi

T LCEBO066 1 Bacilhs welezes b
a4 4:.|E FNE82488.1 Bacillls amyloliguefaciens
| 1 LR797785.1 Bacills smyloliguefaciens

100 0182881 Bacilhs firmus

KF204578.1 Bacillus subtilis
4 OKD01814.1 Bacillus aegquororis
_|: LNS95503.1 Bacills sbyssals

LNEE1688.1 Bacills acidiceler

[

MHKBEE831. 1 Bacills thuringiensis strain SGL10
MW 205819.1 Bacillus thuringiensis s train Y4

(&

19 KP1286888 .1 Bacillus thuringiens & s train Qu2
E': MHE21687. 1 Bacills thuringienss s frain Z38
AJB31841.2 Bacillus s tretosphericus

ABT01283.1 Bacillus s ubtils

— Eolse <:

2| | cesas07.1 Bacills zhenge houensis
AF3T3E71.1 Beaweria bassiang

Sekil 4.8 16S SSU rRNA'ya Dayali Olarak Farkli Konakgcilardan izole Edilen
Bacillus Turleri Arasindaki ve Bacillus zhangzhouensis Arasindaki
Filogenetik liskiler. Ok ile Gosterilen Isolate 8 Olarak Isimlendirilmis
Bakteri Bacillus zhangzhouensis Olarak Tespit Edilmistir. Agag, Kimura
2 Parametre Kullanilarak Maximum Likelihood Y 6ntemi ile Olusturuldu
ve MEGA.10 Programi ile 1000 Bootstrap Replikasyon ile
Degerlendirildi. Dis Grup Olarak Bauveria bassiana Segilmistir.
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Cizelge 4.8 izolat 9 (Bacillus spp)un Filogenetik
Analizinde Kullanilan GenBank Erisim

Numaralari
Erisim No Organizma adi
MH134485.1 Bacillus glycinifermentans
MK696979.2 Bacillus haynesii
HQ143565.1 Bacillus licheniformis
KY287929.1 Bacillus mojavensis
FN662486.1 Bacillus amyloliquefaciens
MF470190.1 Bacillus aerius
LC663507.1 Bacillus zhangzhouensis
AJ831841.2 Bacillus stratosphericus
D16268.1 Bacillus firmus
LR797765.1 Bacillus amyloliquefaciens
OMG658338.1 Bacillus australimaris
KP128698.1 Bacillus thuringiensis
MN865842.1 Bacillus australimaris
FN667872.1 Bacillus pumilus
LR535762.1 Bacillus safensis
LN881689.1 Bacillus acidiceler
0OK001814.1 Bacillus aequororis
LN995503.1 Bacillus abyssalis
LN995504.1 Bacillus stratosphericus
LT745897.1 Bacillus stratosphericus
LT221166.1 Bacillus mojavensis
LT797520.1 Bacillus sonorensis
LN995448.1 Bacillus sonorensis
MN704552.1 Bacillus safensis subsp. safensis
LC589066.1 Bacillus velezensis
LC586144.1 Bacillus velezensis
LC667806.1 Bacillus altitudinis
FN667875.1 Bacillus altitudinis

Bacillus spp.
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K MKE28ST2 2 Bacillus haynesii

i LW9BE448. 1 Bacillus scnorensis
i H143685.1 Bacills licheniformis
B LTF7520.1 Bacils scnorers &
2 L MH1344BE 1 Bacillus glycinifermentans
EF— KY22T829.1 Bacills mojavens s
7 MF370190.1 Bacills serius

LT221188.1 Bacillls mojavensis
FHE82428.1 Bacillus amy keligusfaciens

_53|:
LCEE8144.1 Bacillus wlezens s
3

LRT9rmE.1 Bacillus amylcliqguefaciens
LCEE2088.1 Bacillus wlezens s

o Eolate 9 <:::

LTr4E58597.1 Bacillus stratosphericus
————————  [18288.1 Bacillus frmus

KP128888 1 Bacills thuringiens s strain Cu2
KP128888.1 Bacills thwringiens & strain Su2

120 I:
B3 LN225503.1 Bacillus abyssals
?’E LM8816889.1 Bacillus acidiceler
T
4

0018141 Bacills ssquorornis
CABER33E.1 Bacillus australimaris
G MMNEEEES2 1 Bacillus sustralimaris
4L— LCBE3R0T.1 Bacillus zhangzhouens &
0 LAB35782 1 Bacillus safensis
{ MMTO4EE2 1 Bacillus safens 5 subs p. safensis
] —— LCBATE0E1 Bacillus attitudinis
1 AJE31841. 2 Bacills stratos phericus
_EE LN92ER04.1 Bacillus stratos phericus
— FNESTETE.1 Bacillus attitudinis
2 FNESTEF21 Bacillus pumils

AF3F3ET1.1 Beauweria bassiana

Sekil 4.9 16S SSU rRNA'ya Dayali Olarak Farkli Konakgcilardan izole Edilen
Bacillus Turleri Arasindaki ve Isolate 9 Arasindaki Filogenetik iliskiler.
Ok ile Gosterilen isolate 8 Olarak Isimlendirilmis Bakteri Bacillus spp.
Olarak Tespit Edilmistir. Agag, Kimura 2 Parametre Kullanilarak
Maximum Likelihood Yontemi ile Olusturuldu ve MEGA.10 Programi
ile 1000 Bootstrap Replikasyon ile Degerlendirildi. Beauveria bassiana
analizde dis grup olarak kullanildi. Dig Grup Olarak Bauveria bassiana
Secilmistir.
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Cizelge 4.9 izolat 12 (Bacillus spp.)’un Filogenetik
Analizinde Kullanilan GenBank Erisim

Numaralari
Erisim No Organizma adi
LC667806.1 Bacillus altitudinis
FN667875.1 Bacillus altitudinis
OM®658338.1 Bacillus australimaris
MNB865842.1 Bacillus australimaris
LC488707.1 Bacillus licheniformis
FR727151.1 Bacillus licheniformis
HE993550.1 Bacillus licheniformis
FN667872.1 Bacillus pumilus
FR852574.1 Bacillus pumilus
LR535762.1 Bacillus safensis
LR215077.1 Bacillus safensis
MN704552.1 Bacillus safensis subsp. safensis
LC588533.1 Bacillus siralis
MW821353.1 Robertmurraya siralis
LN995504.1 Bacillus stratosphericus
LT745897.1 Bacillus stratosphericus
MW474750.1 Endophytic bacterium
MW474751.1 Endophytic bacterium
MW440687.1 Endophytic bacterium
KP128698.1 Bacillus thuringiensis
AB006941.1 Brevibacillus brevis
HE985226.1 Brevibacillus brevis

Bacillus spp.
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99 FMB8TETE. 1 Bacillus altitudinis
a7 { FHESTET2 1 Bacillus pumils
LN925504.1 Bacillus stratosphericus
LCAE7E08.1 Bacillus altitudinis

MW 474751.1 Endophytic bacterium
LR215077.1 Bacillus safensis

MW 474750, 1 Endophytic bacterium

1 LR535762 1 Bacillus safensis
{ MNTO4552 1 Bacillus safersis subsp. safensis

OMEEE338.1 Bacillus aus tralimaris

11 L— nmNgess42 1 Bacillus sustralimaris
MW 440887 .1 Endophytic bacterium

55‘_|: LC4887T07.1 Bacillus licheniformis
2] HEZ93550.1 Bacilhs licheniformis

KP128898 .1 Bacills thwingiensis strain Qu2

LC588533.1 Bacillus siralis
00 nws21253.1 Robetmumay s siralis

LTr458597.1 Bacillus stratosphericus

Eolate 12

ABD08341.1 Brevibacillus brevis
100 L HESEE208 1 Brevibacillus brevis

AFITIET1.1 Beawweria bassians

Sekil 4.10 16S SSU rRNA'ya Dayali Olarak Farkli Konakgilardan izole Edilen
Bacillus Tiirleri Arasindaki ve Isolate 12 arasindaki Filogenetik
Iliskiler. Ok ile Gosterilen Isolate 8 Olarak Isimlendirilmis Bakteri
Bacillus spp. Olarak Tespit Edilmistir. Agag, Kimura 2 -Parameter
Kullanilarak Maximum Likelihood Yoéntemi ile Olusturuldu ve
MEGA.10 Program: ile 1000 Bootstrap Replikasyon ile
Degerlendirildi. Dig Grup Olarak Bauveria bassiana Segilmistir.
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Cizelge 4.10 izolat 13 (Bacillus pumilus)’un Filogenetik
Analizinde Kullanilan GenBank Erisim

Numaralar1
Erisim No Organizma adi
MH134485.1 Bacillus glycinifermentans
MK696979.2 Bacillus haynesii
HQ143565.1 Bacillus licheniformis
KY287929.1 Bacillus mojavensis
FN662486.1 Bacillus amyloliquefaciens
MF470190.1 Bacillus aerius
LC663507.1 Bacillus zhangzhouensis
AJ831841.2 Bacillus stratosphericus
D16268.1 Bacillus firmus
LC506466.1 Bacillus subtilis
KF204578.1 Bacillus subtilis
KP128698.1 Bacillus thuringiensis
MW205819.1 Bacillus thuringiensis
MH921667.1 Bacillus thuringiensis
MK956831.1 Bacillus thuringiensis
LN881689.1 Bacillus acidiceler
0OK001814.1 x Bacillus aequororis
LN995503.1 Bacillus abyssalis

Bacillus pumilus
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_3|: isolate 13
75 FN667872.1 Bacillus pumilus

LC663507.1 Bacillus zhangzhouensis
14 L————— 1 R215077.1 Bacillus safensis

B I: LR535762.1 Bacillus safensis
2 MN704552.1 Bacillus safensis subsp. safensis

3

OM658338.1 Bacillus australimaris
0 MNB865842.1 Bacillus australimaris
FR852574.1 Bacillus pumilus
0 LN995504.1 Bacillus stratosphericus
! ?‘I AJ831841.2 Bacillus stratosphericus

99— FN662486.1 Bacillus amyloliquefaciens
L 1.c506466.1 Bacillus subtilis ST51

99 MF470190.1 Bacillus aerius

KY287929.1 Bacillus mojavensis

a0

MH134485.1 Bacillus glycinifermentans
0 4 _|: MK696979.2 Bacillus haynesii
59 HQ143565.1 Bacillus licheniformis

LT745897.1 Bacillus stratosphericus

— D16268.1 Bacillus firmus
100 L—— KF204578.1 Bacillus subtilis

69 LN881689.1 Bacillus acidiceler
71 _|: 0OK001814.1 Bacillus aequororis
LN995503.1 Bacillus abyssalis
63 ——— MK956831.1 Bacillus thuringiensis strain SGL10
00 KP128698.1 Bacillus thuringiensis strain Ou2
2 MW205819.1 Bacillus thuringiensis strain Y4
_1|: MH921667.1 Bacillus thuringiensis strain Z38
AF373871.1 Beauveria bassiana

Sekil 4.11 16S SSU rRNA'ya Dayali Olarak Farkli Konakgilardan izole Edilen
Bacillus ~ Turleri Arasindaki ve Bacillus pumilus Arasindaki
Filogenetik iliskiler. Agag, Kimura 2 Parametre Kullanilarak
Maximum Likelihood Yontemi ile Olusturuldu ve MEGA.10
Programi ile 1000 Bootstrap Replikasyon ile Degerlendirildi. Dig
Grup Olarak Bauveria bassiana Secilmistir.
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Cizelge 4.11 izolat 14 (Bacillus cereus)’un Filogenetik
Analizinde Kullanilan GenBank Erisim

Numaralar1
Erisim No Organizma adi
FN662486.1 Bacillus amyloliquefaciens
LR797765.1 Bacillus amyloliquefaciens
LT797520.1 Bacillus sonorensis
LN995448.1 Bacillus sonorensis
AB701293.1 Bacillus subtilis
HE985180.1 Bacillus subtilis
LN556294.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis
HF951565.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis
LC589066.1 Bacillus velezensis
LC586144.1 Bacillus velezensis
NR_074540. Bacillus cereus
LT985360.1 Bacillus cereus
LT745965.1 Bacillus cereus
LT745985.1 Bacillus cereus
LT745970.1 Bacillus cereus
HE965433.1 Bacillus pumilus
FN667872.1 Bacillus pumilus
LT617078.1 Bacillus sonorensis
LN995446.1 Bacillus sonorensis
LT986226.1 Bacillus sonorensis
LT714152.1 Bacillus sonorensis
0uU707432.1 Bacillus toyonensis
MH134485.1 Bacillus glycinifermentans
MK696979.2 Bacillus haynesii
HQ143565.1 Bacillus licheniformis
KY287929.1 Bacillus mojavensis
FN662486.1 Bacillus amyloliquefaciens
MF470190.1 Bacillus aerius
LC663507.1 Bacillus zhangzhouensis
AJ831841.2 Bacillus stratosphericus
LT838129.1 Bacillus toyonensis

Bacillus cereus
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2] LT757520.1 Bacillus sonoransis
LT388228. 1 Bacillus sonorensis
MKB9557T3. 2 Bacillus haynesi
H2:143665.1 Badillus lichenibrmis
MH134485 1 Bacillus ghysiniermentans
K 287329, 1 Bacils mojsensis
MF4THS).1 Bacllus seris

LT817072. 1 Bacillus sonorensis

LT714152 1 Bacillus sonoransis

— LM5535448 1 Bacillus sonorensis

100 555445 1 Bacilus sonorensis
— LMESEZ54 1 Bacillus subflis subsp subdtilis
8L Hrasi5es 1 Bacilus subtiis subsp. subflis

HE 985180, 1 Bacilhs subtilis
e LR7S7786.1 Bacillus amyloliqueiciens
—|: LCE83084.1 Bacillus elmansis
- 1 LCERH 44 1 Bacillus wel=zensis
) FnEE2485. 1 Bacillus smmpoliquefdens
4 FNEAZ485. 1 Bacillus smyloliqueicens

AJB331841.2 Bacilhs straosphencus
ABT01253.1 Bacilus subtilis

FMEETET2. 1 Bacillus pumilus

HE 9854331 Bacilhs pumiks
LC863507 1 Bacillus zhangz houensis
i=olsE 14

LT7455858. 1 Bacillus cersus

LT745570. 1 Bacillus cerus
LT585380. 1 Bacillus camus
LT745585. 1 Bacillus cesus
NR_07T4540.1 Bagllus cersus
OUTOT432.1 Badillus toyonensis
LTE38129.1 Bacillus toyonensis

AFITIET1.1 Besuens bassians

Sekil 4.12 16S SSU rRNA'ya Dayali Olarak Farkli Konakgilardan izole
Edilen Bacillus  Turleri Arasindaki ve Bacillus cereus
Arasindaki Filogenetik iliskiler. Agag, Kimura 2 Parametre
Kullanilarak Maximum Likelihood Ydntemi ile Olusturuldu ve
MEGA.10 Programi ile 1000 Bootstrap Replikasyon ile
Degerlendirildi. Dig Grup Olarak Bauveria bassiana
Secilmistir.
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3.1.4 Entomopatojenik Funguslarin Karakterizasyonu

Molekdiler karakterizasyonlar icin, izole edilen entomopatojenlerden DNA
izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra PZR teknigi
kullanilarak ture 6zgu spesifik gen bolgelerinin amplifikasyonu gergeklestirilmistir ve
funguslarin ITS gen bolgesi ¢ogaltilarak, sekans analizleri yapilmistir. PZR reaksiyonu
sonucu elde edilen PZR drtnleri jelde teyit edildikten sonra (Sekil 4.1,4.2 ve 4.13)

sekans analizine gonderilmistir.

Sekil 4.13 Funguslardan Elden Edilmis Olan
DNA'lardan  Yapilan PCR  Calismasi
Sonucunda Alinmig Olan Coklu Bant
Goruntileri

77



Cizelge 4.12 izolat A (Actinomucor elegans)’un
Filogenetik  Analizinde Kullanilan
GenBank Erisim Numaralari

Erisim No Organizma adi

MT503296.1 Actinomucor elegans
MT449949.1 Actinomucor elegans
KX463034.1 Aspergillus flavus
MN520230.1 Aspergillus fumigatus
MNb559671.1 Aspergillus fumigatus
MT597427.1 Aspergillus fumigatus
MT558945.1 Aspergillus oerlinghausenensis
MZ374572.1 Aspergillus sp.

0L662887.1 Aspergillus terreus
KC253900.1 Beauveria bassiana
MN523511.1 Beauveria pseudobassiana
LC605200.1 Candida tropicalis

FJ904921.1 Cladosporium cladosporioides
P701977.1 Cladosporium sphaerospermum
MH864280.1 Clonostachys pityrodes
NG_063969.1 Clonostachys rosea f. catenulata
NR_165993.1 Clonostachys rosea f. catenulata
KX241856.1 Cordyceps fumosorosea
FJ765270.1 Isaria javanica

EF051711.1 Metarhizium anisopliae
LC591851.1 Metarhizium rileyi
AJ877045.1 Penicillium brevicompactum
L76153.1 Penicillium chrysogenum
LC663964.1 Penicillium citrinum
NR_111504.1 Penicillium janthinellum
NG_067468.1 Purpureocillium lavendulum
NG_061025.1 Purpureocillium lilacinum
NR_111691.1 Talaromyces pinophilus
NG_074933.1 Talaromyces purpureogenus
MT597442.1 Trametes elegans

Actinomucor elegans
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o MMES20230.1 As pergillus fumigatus
MMEE2ET1.1 As pergillus fumigatus
MTEIT427.1 Aspergillls fumigatus

kL MTEEES4E.1 Aspergillus oerlinghaus enens is
Eolate A <::

MTEI32949.1 Actinomucor elegans

12 83 MT445549 1 Actinomucor elegans
MTE87442 1 Trametes elegans
EF888285.1 Aspergillus fumigstus
OLBE28ET. 1 Aspargills tereus

= AJBTTO45.1 Penicillium brevicompsctum

0

i

LCHa83284. 1 Penicillium citrinum
—

[L] E— NR_111504.1 Penicillium janthinellum
LCB05200.1 Candida tropicalis

B

oz =) FJ204921.1 Clados porium clados poricides
{ KPT01977.1 Clados porium s phasros permum
MHE84280.1 Clonostachys pityrodes

EFD51711.1 Metarhizium anis cpliae
100 { LCE21851.1 Metarhizium rileyi

Fi]
FJr85270.1 karia jawanica
00 K.C253900.1 Besuveria bassiana
T': K3241856.1 Cordy ceps fumes oros ea

K.T358808.1 As pergills cerlinghsusenensis

00 EF858280.1 Aspergills fumigatus
{ EFB89215.1 Aspergills furnigstus

LCBE2250 .1 Es cherichia coli

Sekil 4.14 ITS Gen Bolgesine Dayal: Olarak Farkli Konakgilardan Izole Edilen
Entomoaptojenik Fungus Turleri Arasindaki ve Actinomucor elegans
Arasindaki Filogenetik iliskiler. Agag, Kimura 2 Parametre
Kullanilarak Maximum Likelihood Ydntemi ile Olusturuldu ve
MEGA.10 Program: ile 1000 Bootstrap Replikasyon ile
Degerlendirildi. Escherichia coli  Analizde Dis Grup Olarak
Kullanild.

79



Cizelge 4.13 1izolat B (Aspegillus flavus)’un
Filogenetik Analizinde Kullanilan
GenBank Erisim Numaralari
Erisim No Organizma adi
AM745114.1 Aspergillus flavus
KC771222.1 Aspergillus flavus
OM372748.1 Aspergillus nomiae
MK748312.1 Aspergillus oryzae
KU528829.1 Calocybe aurantiaca
KU528827.1 Calocybe convexa
MF459666.1 Calocybe indica
EF051711.1 Metarhizium anisopliae
LC591851.1 Metarhizium rileyi
AJ877045.1 Penicillium brevicompactum
LC663964.1 Penicillium citrinum
HQ176471.1 Penicillium janthinellum
NR_111504.1 Penicillium janthinellum
Aspergillus flavus
i': isclate B
s KCTT1222 1 Aspergills flmas
;r_: MKT748312 1 ﬁ«sp-.ajg?llm- anyzee
20 HQ178471.1 Penicillium janthinelium
k=]

34

—
iil—

g

—

wml

—

-ggl_
l_

-

mol—

OM3TIT 481 Aspergilhs nomiae
AMTE5114.1 Aspangillus flaws
WMF453858.1 Calocybe indica
LCOB8:3264. 1 Penicillium citrinum

AJBTT45.1 Penicillium brevicompactum

NR_111504.1 Penicilliumn janthinellurm
EFD51711.1 Metarhizium anis oplise
LCE21851. 1 Metarhiz iumn rileyi
KIUE28828 1 Calocy be aurantiaca
KIUE2EEZT 1 Calocy be convexa

LB 22501 Escherichia coli

Sekil 4.15 ITS Gen Boélgesine Dayali Olarak Farkli Konakgilardan izole
Edilen Entomoaptojenik Fungus Turleri Arasindaki ve
Aspergillus flavus Arasindaki Filogenetik Iliskiler. Aga¢, Kimura
2 Parametre Kullanilarak Maximum Likelihood Ydntemi ile
Olusturuldu ve MEGA.10 Programi ile 1000 Bootstrap
Replikasyon ile Degerlendirildi. Escherichia coli Analizde Dis
Grup Olarak Kullanildi.
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Cizelge 4.14 izolat C (Aspergillus nidulans)’un Filogenetik

Analizinde Kullanilan GenBank Erisim Numaralar1

Erisim No Organizma adi

KT359606.1 Aspergillus oerlinghausenensis
MK880052.1 Aspergillus nidulans
EF669985.1 Aspergillus fumigatus
EF669860.1 Aspergillus fumigatus
EF669915.1 Aspergillus fumigatus
MN520230.1 Aspergillus fumigatus
MN559671.1 Aspergillus fumigatus
MT597427.1 Aspergillus fumigatus
MT558945.1 Aspergillus oerlinghausenensis
0L662887.1 Aspergillus terreus
KC253900.1 Beauveria bassiana
LC605200.1 Candida tropicalis

FJ904921.1 Cladosporium cladosporioides
KP701977.1 Cladosporium sphaerospermum
MH864280.1 Clonostachys pityrodes
KX241856.1 Cordyceps fumosorosea
FJ765270.1 Isaria javanica

EF051711.1 Metarhizium anisopliae
LC591851.1 Metarhizium rileyi
AJ877045.1 Penicillium brevicompactum
LC663964.1 Penicillium citrinum
NR_111504.1 Penicillium janthinellum
MT597442.1 Trametes elegans

Aspergillus nidulans

81



100 MN520230 1 As pergilis fumigatus
11 _|: MHEESET1.1 As pergillus fumigatus
MTEE8945 1 As pergillus cerlinghausenensis
4 L MTEST4T 1 As pergillus fumigatus

c isolate C -c:
W E MESSD052.1 As pergillus nidulans
EFEE0985.1 Aspargillus fumigatus
MTEGT442 1 Trametss elegans
1 OL66288T 1 Aspargillus temels
100 ,—AB??MEJ Penicillium bravicompactum
x L |C663%4.1 Penicillium citrinum
3 MR_111504.1 Penicilium janthine!lum
LC&05200.1 Candidatropicali
a7 _|: FJ90451 1 Clados parium clados porioides
& KPFT01977.1 Clados parium sphasros permum
MHE64280.1 Clonos tachys pityrodes
8 EF051711.1 Metarhizium ank oplize
100 { LCES1851 1 Metarhizium rleyi
3 FJTE52T.1 Earia jmanica
00| _|: KC253900.1 Beaweria bassiana
& K¥241856 1 Cardyceps fumosorosea
LCE82250 1 Eschenichia coli
K T355406 1 Aspergills oarlinghas enens &

100 _|: EF6E3880.1 Aspargillus fumigatus
% EFEE0HE 1 Aspargillus fumigatus

Sekil 4.16 ITS Gen Bolgesine Dayal: Olarak Farkli Konakgilardan izole Edilen
Entomoaptojenik Fungus Turleri Arasindaki ve Aspergillus nidulans
Arasindaki Filogenetik Iliskiler. Agag, Kimura 2 Parametre
Kullanilarak Maximum Likelihood Yéntemi ile Olusturuldu ve
MEGA.10 Programi ile 1000 Bootstrap Replikasyon ile
Degerlendirildi. Escherichia coli Analizde Dig Grup Olarak Kullanildi,

53

a3
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Cizelge 4.15 izolat D (Aspergillus sp.)’un Filogenetik

Analizinde Kullanilan GenBank Erisim

Numaralar1
Erisim No Organizma adi
MN520230.1 Aspergillus fumigatus
MN559671.1 Aspergillus fumigatus
MT597427.1 Aspergillus fumigatus
EF669860.1 Aspergillus fumigatus
EF669985.1 Aspergillus fumigatus
EF669915.1 Aspergillus fumigatus
MK880052.1 Aspergillus nidulans
MN634469.1 Aspergillus sp.
MG098612.1 Aspergillus sp.
MG098610.1 Aspergillus sp.
MG098686.1 Aspergillus sp.
MG098695.1 Aspergillus sp.
EF051711.1 Metarhizium anisopliae
LC591851.1 Metarhizium rileyi
AJ877045.1 Penicillium brevicompactum
LC663964.1 Penicillium citrinum
HQ176471.1 Penicillium janthinellum
NR_111504.1 Penicillium janthinellum

Aspergillus sp.
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=71 isolate D ‘::::

M G058612 1 Aspergillus sp.
MG098510.1 Aspergillus sp.
MKB880052.1 Aspemgillus nidulans

1 MNE34459 1 Asperillus sp.
MTE37427 1 Aspergillus Limigatus
MHN520230.1 Aspergillus Umigatus
{ MH558671.1 Aspergillus Uimigatus
100 || MG098586.1 Aspergillus sp.
MG0593555.1 Aspergillus sp.
EF669955.1 Aspemgillus fumigatus

25

Z

&l AJETT045.1 Penicillium brevicom pactum
L HQ176471.1 Peniallium janthinellum

— LC663964.1 Penicillium citrnum

= NR_111504.1 Penicillium janthinellum

f

[E F051711.1 M etarhizium anisopliae

%2 L LC591851.1 Metarhizium rileyi
| EF669860.1 Aspergillus fumigatus

100| EF669915.1 Aspergillus fumigatus
LC682250.1 E scherichia coli

Sekil 4.17 ITS Gen Bolgesine Dayali Olarak Farkli Konakgilardan
Izole Edilen Entomoaptojenik Fungus Turleri Arasindaki
ve Aspergillus sp. Arasindaki Filogenetik iliskiler. Agac,
Kimura 2 Parametre Kullanilarak Maximum Likelihood
Yontemi Ile Olusturuldu ve MEGA.10 Program: ile 1000
Bootstrap Replikasyon ile Degerlendirildi. Escherichia coli
analizde Dig Grup Olarak Kullanild:.

415 Tespit Edilen Entomopatojen Bakterilerin Insektisidal Etkinliginin
Belirlenmesi

DNA izolasyonu ve filogeni c¢alismalar1 sonucu P. interpunctella’da tespit
edilen entomopatojen bakterilerin insektisidal etkisinin belirlenmesi igin, saglikli
20’ser larva kullanilarak deneyler en az 3’ser kez tekrarlanmustir. Y UrGtulen deneylerin
sonuglar1 3 deneyin ortalamasi olarak tespit edilmistir. Yogunluklari macfarlant cihazi
ile ayarlanmis 1,5x10°%, 1,5x107, 1,5x10% ve 1,5x10° olarak seyreltilen entomopatojen
numunelerini iceren solusyona esit boyutlardaki (2 x 2 mm) findik tablet pargalar
daldirllarak oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Daha sonra kontrol grubu
haricindeki deney gruplarina entomopatojenleri iceren bu findik tabletleri verilmistir
(Sekil 4.18). Kontrol grubundaki bireyler ise steril suya batirilan findik parcalar ile
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beslenmistir. Sonraki giinlerde besinlerini tiketen tim gruplarin bulunduklart kaplar
yenilenerek bireyler temiz ve entomopatojen icermeyen findik tablet parcalari ile
gunlik olarak beslenmistir. Yaklasik 21 gunliuk deney siresince tim gruplar, 26 £
1°C’de %40-60 + 1 nem kosullarinda giinliik olarak gézlemlenmistir.

Tespit edilen bakterilerin insektisidal etkinligi i¢in her bakteri igin ayr1 ayr1 3
deney grubu ve 3 kontrol grubu olmak Uzere toplam 6 tane deney diizenegi
hazirlanmistir (Sekil 23). Deney suresince P. interpunctella 6lim oranlari glinlik not
edilmis ve 6len larvalar hemen disekte edilerek entomopatojen enfeksiyonu agisindan
teyit edilmistir ve gene Olum orani olarak verilmistir. Deney duzeneklerinde 2.-
3.instar, 3-4.instar ve 4-5.instar larvalar kullanilmistir. Kontrol gruplarina ise; deney
diizeneginde benzer sekilde her tekerrlr igin 2.-3.instar, 3-4.instar ve 4-5.instar P.

interpunctella larvalar1 kullanilmistir (sekil 4.16).

Sekil 4.18 Bakteriler icin Hazirlanan
Bioassay Deney Diizenegi

85



Cizelge 4.16 Bacillus licheniformis Biyoassay Sonuglari

Kullanilan instar 1. 2. 3. Genel Abbot
Konsantras tpkerrur t"ekerrUr tpkerr[lr Oliim sonucu
yonlar  ve Olii/Canh Olii/Canh Olii/Canh Orani (%) Oliim
uygulanan sayllari sayllari sayllari Orani
bakteri tlri
1,5.108 2.-3.instar 30/17C 20/18C 30/17C 13,3 10,3
Kontrol 10/19C 16/19C -
3.-4.instar - 16/19C - 1,6 1,6
Kontrol - - -
4.-5instar - - - - -
Kontrol - - -
1.5.107 2.-3.instar 40/16C 20/18C 30/17C 15 15
Kontrol - - -
3.-4.instar 10/19C - - 1,6 1,6
Kontrol - - -
4-5.instar - - - - -
Kontrol
1,5.108 2.-3.instar 60/14C 80/12C 80/12C 36,6 36,6
Kontrol - - -
3.-4.instar 20/18C 20/18C 16/19C 8.3 6,8
Kontrol - 16/19C -
4.-5.instar - 16/19C - 1,6 1,6
Kontrol - - -
1,5.10° 2.-3.instar 150/5C 130/7C 150/5C 71,6 70,6
Kontrol 106/19C - 16/19C
3.-4.instar 80/12C 80/12C 50/15C 35 35
Kontrol - - -
4-5.instar 30/17C 16/19C 16/19C 8,3 8,3
Kontrol - - -

Bacillus licheniformis
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Cizelge 4.17 Bacillus pumilus Biyoassay Sonuglari

Kullanilan instar Lltekerrur 2.tekerrtr 3. tekerrur Genel Abbot
Konsantras Olii/Canh Olii/Canh Olii/Canh Olim sonucu (%)
yonlar sayilar sayilari sayilar Oram Olum Oram
1,5.10° 2.-3.instar  10/19C 10/19C - 3,3 1,7
Kontrol 10/19C - -
3.-4instar  10/19C - - 1,6 1,6
Kontrol - - -
4 -5instar - - - - -
Kontrol - - -
1.5.107 2.-3.nstar  30/17C 20/18C 20/18C 11,6 8,6
Kontrol 20/18C - -
3.-4dinstar  10/19C - 16/19C 3,3 33
Kontrol - - -
4-5.instar - - - - -
Kontrol - - -
1,5.108 2.-3.instar  60/14C 80/12C 60/14C 33,3 31,02
Kontrol 10/19C 10/19C -
3.-4.instar  20/18C 20/18C 10/19C 8,3 3,4
Kontrol 20/18C 10/19C -
4.-5instar  20/18C 10/19C - 5 5
Kontrol - - -
1,5.10° 2.-3.nstar  120/8C 130/7C 150/5C 66,6 65,4
Kontrol 10/19C - 10/19C
3.-4.instar  70/13C 80/12C 60/14C 35 35
Kontrol - - -
4-5.instar 30/17C 10/19C 10/19C 8,3 8,3
Kontrol - - -

Bacillus pumilus
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Cizelge 4.18 Bacillus cereus Biyoassay Sonuglari

Kullanilan Instar 1. tekerriir 2. tekerrir 3. tekerrir Genel Olim Abbot
Konsantrasyo Olii/Canh Olii/Canh Olii/Canh Oram sonucu
nlar sayilari sayilari sayilari (%)
1,5.10° 2.-3.instar 16/19C 10/19C 10/19C 5 1,7
Kontrol 10/19C 10/19C -
3.-4.instar - 10/19C - 1,6 1,6
Kontrol - - -
4.-5instar - - - - -
Kontrol - - -
1.5.107 2.-3.instar 40/15C 20/18C 40/16C 16,6 15,2
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar 20/18C 10/19C 10/19C 6,6 3,4
Kontrol 20/18C - -
4-5.instar 10/19C 10/19C - 3,3 3,3
Kontrol
1,5.108 2.-3.instar 140/6C 100/10C 130/7C 61,6 60,9
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar 50/15C 40/16C 10/19C 16,6 13,75
Kontrol 20/18C - -
4.-5.instar 20/18C 16/19C - 5 5
Kontrol - - -
1,5.10° 2.-3.instar 180/2C 200/- 190/1C 95 94,8
Kontrol 10/19C - 10/19C
3.-4.instar 1006/10C 1006/10C 90/11C 48 48
Kontrol - - -
4-5.instar 50/15C 40/16C 50/15C 23,3 23,3
Kontrol - - -

Bacillus cereus
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Cizelge 4.19 Bacillus firmus Biyoassay Sonuglari

Kullamlan instar 1. tekerrir 2. tekerrir 3. tekerrir Genel Abbot
Konsantrasyo Olii/Canh  Olii/Canh  Olii/Cani  Olim sonucu
nlar sayilari sayilari sayilari Oram (%) (%)
Olim
Oram
1,5.108 2.-3.instar  20/18C 20/18C - 6,6 3,4
Kontrol 10/19C 10/19C -
3.-4.instar - - 10/19C 1,6 -
Kontrol 10/19C - -
4.-5instar - - - -
Kontrol - - -
1.5.107 2.-3.instar  50/15C 30/17C 30/17C 18,3 16,9
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar  20/18C 10/19C - 5 5
Kontrol - - -
4-5.instar - - - - -
Kontrol
1,5.108 2.-3.instar  110/9C 90/11C 100/10C 50 49,1
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar 70/13C 70/13C 50/15C 31,6 29,2
Kontrol 10/19C 10/19C -
4.-5.instar  20/18C - 16/19C 5 5
Kontrol - - -
1,5.10° 2.-3.instar  180/2C 150/5C 140/6C 78,3 77,9
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar 90/11C 90/11C 80/12C 43,3 42,3
Kontrol 10/19C - -
4-5.instar 30/17C 10/19C 20/18C 10 10
Kontrol - - -

Bacillus firmus
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Cizelge 4.20 Bacillus zhanjiangensis Biyoassay Sonuglari

Kullamlan Instar 1. tekerrir 2. tekerrtr 3. tekerrir Genel Abbot
Konsantrasy Olii/Canhh  Olii/Cani  Olii/Cani  Olim sonucu
onlar ve sayilari sayilari sayilari Oram (%) (%) Olim
uygulanan Oram
bakteri turi
1,5.108 2.-3.instar 16/19C 20/18C 16/19C 6,6 1,6
Kontrol 20/18C 10/19C -
3.-4.instar - - - - -
Kontrol 10/19C - -
4.-5instar - - - - -
Kontrol - - -
1.5.107 2.-3.instar 30/17C 30/17C 20/18C 13,3 10,3
Kontrol 20/18C - -
3.-4.instar 20/18C - - 33 33
Kontrol - - -
4-5.instar - 10/19C - 1,6 -
Kontrol 10/1C - -
1,5.108 2.-3.instar 40/16C 50/15C 40/16C 21,6 17,4
Kontrol 20/18C - 10/19C
3.-4.instar 40/16C 40/16C 30/17C 18,3 14
Kontrol 20/18C 10/19C -
4.-5.instar - - - - -
Kontrol - - -
1,5.10° 2.-3.instar 70/13C 60/14C 60/14C 31,6 29,2
Kontrol 16/19C - 10/19C
3.-4.instar 40/16C 50/15C 40/16C 21,6 20,3
Kontrol - 10/19C -
4-5.instar 20/18C 10/19C 106/19C 6,6 6,6
Kontrol - - -

Bacillus zhanjiangensis
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Cizelge 4.21 Bacillus stratosphericus Biyoassay Sonuglari

Kullamlan Instar 1. tekerrir 2. tekerrir 3. tekerriir  Genel Abbot
Konsantrasy Olii/Canli  Olii/Canli Olii/Cani  Olim sonucu
onlar ve sayilari sayilari sayilari Oram (%) Olim
uygulanan (%) Oram
bakteri turi
Bacillus
stratospheric
us
1,5.108 2.-3.instar - 10/19Cc - 1,6 -
Kontrol - 10/19C -
3.-4.instar - - - - -
Kontrol - - -
4.-5instar - - - - -
Kontrol - - -
1.5.107 2.-3.instar 20/18C 20/118C  30/17C 11,6 10,1
Kontrol - - 10/19C
3.-4.instar 40/16C 20/118C  20/18C 13,3 11,8
Kontrol 10/19C - -
4-5.instar - - - - -
Kontrol - - -
1,5.108 2.-3.instar 30/17C 30/117C  40/16C 16,6 16,6
Kontrol - - -
3.-4.instar 20/18C 40/16C  40/16C 16,6 15,2
Kontrol - 16/19C -
4.-5.instar - 16/19C - 1,6 1,6
Kontrol - - -
1,5.10° 2.-3.instar 60/14C 40/16C  60/14C 26,6 254
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar 50/15C 50/15C  40/16C 23,3 23,3
Kontrol - - -
4-5.instar 20/18C 20/118C  10/19C 8,3 8,3
Kontrol - - -

Bacillus stratosphericus
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Cizelge 4.22 Bacillus spp. (5 Nolu Bakteri) Biyoassay Sonuglari

Kullanilan instar 1. tekerrir 2. tekerrir 3. tekerrir Genel Abbot
Konsantras Olii/Canh Olii/Canh Olii/Canh Olim sonucu
yonlar  ve sayllari sayllari sayilari Oram (%0)
uygulanan Olim
bakteri turd Oram
1,5.10° 2.-3.instar  10/19C 10/19C 16/19C 5 34
Kontrol 16/19C - -
3.-4.instar - - - - -
Kontrol - - -
4.-5instar - - - - -
Kontrol - - -
1.5.107 2.-3.instar  30/17C 20/18C 30/117C 13,3 11,8
Kontrol - - 10/19C
3.-4.instar 20/18C 16/19C - 5 5
Kontrol - - -
4-5.instar - - - - -
Kontrol
1,5.108 2.-3.instar  40/16C 40/16C 30/17C 18,3 16,9
Kontrol 16/19C - -
3.-4.instar 20/18C 20/18C 10/19C 8,3 8,3
Kontrol - - -
4.-5.instar  10/19C 16/19C 16/19C 5 5
Kontrol - - -
1,5.10° 2.-3.instar  140/6C 120/8C 150/5C 68,3 67,7
Kontrol 16/19C - -
3.-4.instar  140/6C 100/10C 116/9C 58,3 58,3
Kontrol - - -
4-5.instar  100/10C 100/10C 126/8C 53,3 53,3
Kontrol - - -

Bacillus spp. (5nolu bakteri)
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Cizelge 4.23 Bacillus spp. (6 Nolu Bakteri) Biyoassay Sonuglari

Kullanilan instar 1. tekerrir 2. tekerrur 3. tekerrir Genel Abbot
Konsantrasy Olii/Canhh  Olii/Cani  Olii/Cani  Olim sonucu
onlar ve sayilari sayilari sayilari Orani (%) Oliim
uygulanan Oram
bakteri tir
Bacillus spp. (6nolu bakteri)
1,5.10° 2.-3.instar 10/19C - 16/19C 33 1,7
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar - - - - -
Kontrol - - -
4.-5instar - - - - -
Kontrol - - -
1.5.107 2.-3.instar 30/11C 20/18C 20/18C 11,6 10,1
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar 10/19C 16/19C - 33 33
Kontrol - - -
4-5.instar - - - - -
Kontrol - - -
1,5.108 2.-3.instar 50/15C 60/14C 60/14C 28,3 27,1
Kontrol - 16/19C -
3.-4.instar 80/12C 90/11C 80/12C 41,6 40,6
Kontrol - 16/19C -
4.-5.instar 40/16C 40/16C 20/18C 16,6 16,6
Kontrol - - -
1,5.10° 2.-3.instar 80/12C 100/10C 100/10C 46,6 45,7
Kontrol 16/19C - -
3.-4.instar 80/12C 80/12C 60/14C 36,6 36,6
Kontrol - - -
4-5.instar 50/15C 60/14C 50/15C 26,6 26,6
Kontrol - - -
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Cizelge 4.24 Methylobacterium sp. Biyoassay Sonuglari

Kullanilan instar 1. tekerrir 2. tekerrur 3. tekerrir Genel Abbot
Konsantrasy Olii/Cani  Olii/Cani  Olii/Canh  Olim sonucu
onlar ve sayilari sayilari sayilar Orani (%) Oliim
uygulanan Orani
bakteri tir
Methylobacterium sp.
1,5.10° 2.-3.instar  10/19C - - 1,6 16
Kontrol - - -
3.-4.instar - 16/19C - 1,6 1,6
Kontrol - - -
4.-5instar - - - - -
Kontrol - - -
1.5.107 2.-3.instar  20/18C 40/16C 30/17C 15 13,6
Kontrol - 16/19C -
3.-4instar - - - - -
Kontrol - - -
4-5.instar - - - - -
Kontrol
1,5.108 2.-3.instar  40/16C 40/16C 40/16C 20 18,7
Kontrol 16/19C - -
3.-4.instar  20/18C 10/19C 10/19C 6,6 34
Kontrol 16/19C 16/19C -
4.-5instar  10/19C 16/19C - 3,3 3,3
Kontrol - - -
1,5.10° 2.-3.instar  80/12C 90/11C 80/12C 41,6 40,6
Kontrol 16/19C - -
3.-4instar  30/17C 40/16C 40/16C 18,3 16,9
Kontrol - 16/19C -
4-5.instar  40/16C 20/18C 40/16C 16,6 16,6
Kontrol - - -

Bu tez ¢alismasinda Plodia interpunctella’nin bakteriyel ve fungal etmenleri
arastirtlmis, tespit edilmis ve modern yontemler ile ortaya konulmustur. Tiirkiye’nin
bircok ilinden alinan érnekler ile tez galismasinin kapsami olduk¢a genisletilmistir ve
bu sayede oOnemli literatir bosluklarini doldurmaktadir. Bakteriyal ve fungal
etmenlerin tespiti, karakterizasyonu i¢in boyamalarin ardindan DNA izolasyonu ve
molekiler ¢alismalarin sonunda filogenetik analizler yapilmistir. Ayrica elde edilen
bakteri ve funguslarin biyoassay deneyleri de yapilmistir. Bu deneyler igin macfarlant
cihaz1 ile ayarlanmis 1.5x10°, 1.5x107, 1.5x10® ve 1.5x10° konsantrasyonlari
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kullanilarak gerceklestirilmistir. Bunara ek olarak bu konsantrasyonlarin her biri
3.instar, 4.instar ve 5. Instar larvalara denenmistir. Bioassay sonuglarma gore 1.5x10°
konsantrasyonu saglikli larvalar Uzerinde ciddi bir etki gostermemis buna karsilik
1.5x10° konsantrasyon ise yiiksek éliimlerle sonuglanmistir. Deneylerde en hassas
olan instarlarin 3.instar oldugu goriilmis, en direncli olanlarmn ise 5. Instar larvalar
oldugu tespit edilmistir. 1.5x10° dozunun 3.instar icin en yiksek 6liim oran1 10.3 ile
B. licheniformiste goriilmistiir, 4instar icin en yuksek 6lim orani 1,6 ile sirasiyla B.
licheniformis, B. pumilus ve B. cereusta tespit edilmis, 5 instar icin hicbir bakteride
olim tespir edilmemistir. 1.5x107 dozunda 3.instarda B firmus’ta, 4.instarda B.
stratosphericus’ta, 5 instarda ise B. cereus’ta tespit edilmistir. 1.5x10® doz
denemesinde 3. Instarda en yiksek 61im oran1 B cereus, 4. Ve 5. instarda Bacillus spp.
(6nolu)’de tespit edilmistir. 1.5x10° doz denemesinde en yiiksek 6liim orani 3instarda
B. cereus, 4. Ve 5. Instarda Bacillus spp. (5nolu)’de tespit edilmistir. Fungus
bioassaylerinde 1.5x10° dozunda 6limler sadece A. flavus ve A. nidulans 3. ve 4.
instarlarinda tespit edilmistir. 1.5x107’de en yiksek 6lim oran1 A. niduslas’ta tespit
edilmistir. 1.5x10%°de en yilksek 6lim oranlarm1 A. flavus ve A. nidulans
paylasmaktadir. 1.5x10% da da yine en yiiksek 6liim oranlarmi A. flavus ve A. nidulans

paylasmaktadir. Yapilan istatistik ¢calismalar1 deney sonuglarini dogrulamaktadir.

Bu bioassay deneylerine ek olarak, etkili olan bakteriler farkl
konsantrasyonlarda P. interpunctella larvalarina denenmistir. Bu bakterilerin
insektisidal etkinligi igin her bakteri icin ayri ayr1 3 deney grubu ve 3 kontrol grubu
olmak Uzere toplam 6 tane deney diizenegi hazirlanmistir (Sekil 4.18). Deney
sliresince P. interpunctella 6lim oranlar1 glinlik not edilmis ve 6len larvalar hemen
disekte edilerek entomopatojen enfeksiyonu agisindan teyit edilmistir. Deney
duizeneklerinde 2. ve 3. instar larvalar, 4. Ve 5. Instar larvalar ve 5. Instar larvalar
kullanilmigtir. Kontrol gruplarina ise; deney diizeneginde benzer sekilde 2. instar ve 3.
instar 4. Ve 5. Instar larvalar ve 5. Instar larvalar P. interpunctella larvalar

kullanilmastir.
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Sekil 4.19 Bakteri Enfeksiyonu Sonucu Olen
Larvalardaki Renk Degisimleri

Bioassay denemeleri sonucunda etkinligi kanmitlanmis bakteriler temsili depo
kosullarinda P. interpunctella erginlerine kars: test edilmek icin saklanmustir.

4.2 Entomopatojenik Funguslar
4.2.1 Entomopatojenik Funguslarin Karakterizasyonu

Fungal patojenler ticari DNA izolasyon kiti (QIAGEN Kit No: 69504)
kullanilarak Greticinin kit igerisinde belirtmis oldugu direktiflere uygun sekilde DNA
izole edilmistir. DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra PZR teknigi kullanilarak tire
0zgu spesifik gen bolgelerinin amplifikasyonu gergeklestirilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 PZR Sonucu Tespit Edilen Funguslarin Jel
Goruntleri

DNA izolasyonu yapilan ve PZR’da pozitif sonu¢ veren funguslar sekans
analizine gonderilmistir. Sekans sonuglarina gore de bakterilerin filogenetik iliskileri

incelenmistir.

4.2.2 Tespit Edilen Patojen Funguslarin Filogenisi

Sekans analizi yapilan patojen funguslar1 diger funguslar ile karsilastirmak i¢in
baz dizi analizleri yapilmistir. Elde edilen baz indeks sonuglari, NCBI (Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) BLAST (Temel Yerel Hizalama Arama Araci) ara
yuzindeki diger kayitlarla karsilagtirilmistir. DNA izolasyonu ve sekans analizi
sonuglarina gore Ordu’dan 4 fungus tespit edilmistir. Bu fungusa ait baz indeks
sonuglari, NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) BLAST (Temel Yerel Hizalama

Arama Araci) ara yiziindeki diger kayitlarla karsilastirilmistir.
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Cizelge 4.25 Ordu’dan Tespit Edilen Patojen

Fungusun Filogenetik  Analizinde
Kullanilan ITS Dizileri ve GenBank
Erisim Numaralar1

Erisim No Organizma adi

AM745114.1 Aspergillus flavus

KC771222.1 Aspergillus flavus

OM372748.1 Aspergillus nomiae

MK748312.1 Aspergillus oryzae

KU528829.1 Calocybe aurantiaca

KU528827.1 Calocybe convexa

MF459666.1 Calocybe indica

EF051711.1 Metarhizium anisopliae

LC591851.1 Metarhizium rileyi

AJB77045.1 Penicillium brevicompactum

LC663964.1 Penicillium citrinum

HQ176471.1 Penicillium janthinellum

NR_111504.1 Penicillium janthinellum

Aspergillus flavus
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40 isolate B
- _|: KC771222.1 Aspergillus flaws
a4 _|: MK748312.1 Aspergillus oryzae
20 HQ176471.1 Penicillium janthinellum

OM372748.1 Aspergillus nomiae

99

% — AM745114.1 Aspergillus flawus
44— MF450666.1 Calocybe indica
LC663964.1 Penicillium citrinum

95

— AJB77045.1 Penicillium brevicompactum

87
38— NR_111504.1 Penicillium janthinellum

— EF051711.1 Metarhizium anisopliae
99— | c591851.1 Metarhizium rileyi

— KU528829.1 Calocybe aurantiaca
100 L— kus28827.1 Calocybe convexa
LC682250.1 Escherichia coli

Sekil 4.21 Mega 10 Programi Yardimiyla 1000 Bootsrap ve GTR+G
Evrim Modeli Kullanilarak Yapilan MaximumLikelihood
Analizi Sonuglarina Gore, Fungus I¢in Analiz Edilen Tum
Verilerin Tek Ana Grup (Aspergillus grubu) Altinda
Toplandigi  Gorulmektedir. Gen Dizisi  Benzerligi
Sonucuna Goére de En Yakin Tur Aspergillus fumigatus
Oldugu Bulunmustur. Filogeni Verilerine Gore, Ordu’dan
Tespit Edilen Fungus’nin Aspergillus Cinsine Ait Oldugu
Belirlenmis ve Aspergillus flavus Olarak Tanimlanmistir
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Cizelge 4.26 Aspergillus flavus Biyoassay Sonuglari

Kullanilan Instar 1. tekerrir 2. tekerrir 3. tekerrir Genel Abbot
Konsantrasy Olii/Cani  Olii/Cani  Olii/Canh  Olim sonucu (%)
onlar ve sayilari sayilari sayilari Oram Olim
uygulanan Oram

bakteri tiri

Aspergillus flavus

1,5.10° 2.-3.instar  10/19C 10/19C - 33 1,7
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar - - - - -
Kontrol - - -
4.-5instar - - - - -
Kontrol - - -

1.5.107 2.-3.instar  30/17C 20/18C 20/18C 11,6 10,1
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar  10/19C 20/18C - 5 5
Kontrol - - -
4-5.instar - - - - -
Kontrol

1,5.108 2.-3.instar  40/16C 40/16C 60/14C 23,3 22,05
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar  60/14C 40/16C 50/15C 25 23,7
Kontrol - - 10/19C
4.-5.instar - - - - -
Kontrol - - -

1,5.10° 2.-3.instar  70/13C 60/14C 60/14C 31,6 30,49
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar  30/17C 50/15C 50/15C 21,6 21,6
Kontrol - - -
4-5.instar 40/16C 40/16C 30/17C 18,3 18,3
Kontrol - - -

Aspergillus flavus
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Cizelge 4.27 Aspergillus nidulans Biyoassay Sonuglari

Kullamlan Instar 1. tekerrir 2. tekerrtr 3. tekerrir Genel Abbot
Konsantrasy Olii/Canli  Olii/Canli  Olii/Canh Olum sonucu
onlar sayilari sayilari sayilari Oram (%) Oluim
Oram
Aspergillus nidulans
1,5.108 2.-3.instar - 10/19C 10/19C 3,3 1,7
Kontrol - 10/19C -
3.-4.instar - 10/19C - 1,6 1,6
Kontrol - - -
4.-5instar - - - - -
Kontrol - - -
1.5.107 2.-3.instar  40/16C 20/18C 10/19C 11,6 11,6
Kontrol - - -
3.-4.instar  10/19C 10/19C - 3.3 3,3
Kontrol - - -
4-5.instar - - - - -
Kontrol
1,5.108 2.-3.instar  50/145 50/15C 40/16C 23,3 22,05
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar  50/15C 60/14C 40/16C 25 23,7
Kontrol 10/19C - -
4.-5.instar - 10/19C - 1,6 1,6
Kontrol - - -
1,5.10° 2.-3.instar  80/12C 50/15C 60/14C 31,6 30,4
Kontrol - - 10/19C
3.-4.instar  50/15C 50/15C 50/15C 25 25
Kontrol - - -
4-5.instar  30/17C 30/19C 40/19C 16,6 16,6
Kontrol - - -

Aspergillus nidulans
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Cizelge 4.28 Aspergillus sp. Biyoassay Sonuglari

Kullamlan Instar 1. tekerrir 2. tekerrtr 3. tekerrir Genel Abbot
Konsantrasy Olii/Canhh  Olii/Cani  Olii/Cani  Olim sonucu
onlar ve sayilari sayilari sayilari Oram (%) Oliim
uygulanan Oram
bakteri tiri
Aspergillus sp.
1,5.108 2.-3.instar - - 16/19C 1,6 -
Kontrol - - 10/19C
3.-4.instar - - - - -
Kontrol - - -
4.-5instar - - - - -
Kontrol - - -
1.5.107 2.-3.instar  20/18C 20/18C 10/19C 8,3 6,8
Kontrol 16/19C - -
3.-4.instar 16/19C 20/18C - 5 5
Kontrol - - -
4-5.instar - - - - -
Kontrol
1,5.108 2.-3.instar  30/17C 20/18C 20/18C 11,6 10,1
Kontrol - 16/19C -
3.-4.instar  20/18C - 20/18C 6,6 5,08
Kontrol - 16/19C -
4.-5.instar - 16/19C - 1,6 1,6
Kontrol - - -
1,5.10° 2.-3.instar  50/15C 50/15C 60/14C 26,6 25,4
Kontrol 16/19C - -
3.-4.instar  40/16C 30/17C 40/16C 18,3 18,3
Kontrol - - -
4-5.instar 30/17C 30/17C 20/18C 13,3 13,3
Kontrol - - -

Aspergillus sp.
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Cizelge 4.29 Actinomucor elegans Biyoassay Sonuglari

Kullamlan Instar 1. tekerrir 2. tekerrtr 3. tekerrir Genel Abbot
Konsantrasy Olii/Cani  Olii/Cani  Olii/Canli  Olim sonucu (%)
onlar ve sayilari sayilari sayilari Orani Yuzde
uygulanan Oliim
bakteri tiri Oram
Actinomucor elegans
1,5.10° 2.-3.instar  10/19C - - 1,6 -
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar - - - - -
Kontrol - - -
4.-5instar - - - - -
Kontrol - - -
1.5.107 2.-3.instar  20/18C 20/18C 30/17C 11,6 10,1
Kontrol - - 10/19C
3.-4.instar  10/19C 10/19C - 3,3 3,3
Kontrol - - -
4-5.instar - - - - -
Kontrol
1,5.108 2.-3.instar  20/18C 20/18C 30/17C 11,6 11,6
Kontrol - - -
3.-4.instar  30/18C 20/18C 10/19C 10 10
Kontrol - - -
4.-5.instar - - - - -
Kontrol - - -
1,5.10° 2.-3.instar  30/7C 40/16C 20/18C 15 13,6
Kontrol 10/19C - -
3.-4.instar  40/16C 20/18C 20/18C 13,3 13,3
Kontrol - - -
4-5.instar  20/18C 20/18C 30/17C 11,6 11,6
Kontrol - - -

Actinomucor elegans

4.3 Laboratuvar Kosullarinda Etkili Olan Entomopatojenlerin Temsili Depo
Kosullarinda insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

DNA izolasyonu ve filogeni calismalar1 sonucu P. interpunctella’da tespit
edilen ve laboratuvar kosullarinda etkili olan bakterilrden biri Bakteri 4 (Bacillus
cereus) temsili depo ortaminda P. interpunctella ergin bireylerine kars1 test edilmistir.
Bunun i¢in %90 oraninda &giitilmiis findik %10 oraninda bugday unu igerecek sekilde
karistirildiktan sonra Evans ve Shapiro (1997) tarafindan Onerilen yontem modifiye
edilerek besin icerisine bakteri 4 (Bacillus cereus) siispansiyonu daha dnce istatistiksel
olarak belirlenmis etkili dozajlarini igerecek sekilde 1/10 oraninda katilarak blender
ile homojen oluncaya kadar karistirilmistir. Bu karisimdan 90x15 mm ebatlarinda
dairesel besin tabletleri iiretilmistir (Sekil 4.63, Tablo 4.51). Deneyin kontrol grubu

icin ise distile su ile hazirlanmis findik tabletler kullanilmistir.
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Sekil 4.22 Temsili Depoya Asilan
Findik Tabletler

Bu tabletler 2x2x2 m ebatlarindaki temsili depo kabinine asilarak test edilmistir

(Sekil 4.64). Kuru meyve glvesinin biyolojisi ve entomopatojenlerin etki suresine
gore en az 30 glin sireyle deney diizeneginin islemesi saglanmistir. Deney sonunda
besin tuzaklarindaki canli ve 61U larvalar sayilarak, 6len larvalar mikroskop altinda

bakteri ve fungus enfeksiyonunu teyit etmek igin incelenmistir.
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Sekil 4.23 Hazirlanan Temsili Depo Sartlar

Temsili depo ortaminda gergeklestirilen bioassay denemesi sonucunda kontrol
grubundaki ve deney grubunda bulunan ergin disi bireyler yumurta birakip (Sekil 4.24,
4.25) 6lmistiir.
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Sekil 4.24 Fmndik Tableti Uzerine
Yumurta Birakan Disi Bireyler

Kontrol grubunda saglikli sekildeki larvalarin asilan findik tabletlerin Gzerinde
oldugu ve beslendigi mikroskop altinda gézlenmistir (Sekil 4.25). Deney grubunda ise

B. cereus (Ordu) igeren tablette 6lu larvalarin oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.25 Kontrol Grubundaki Saglikli Gelisim
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4.4 Tstatistiksel Analiz
[zole edilmis bakteri ve mantar izolatlarmin patojenite etkilerine; dozun,

izolatlarin ve farkli doz sollisyonu igeriginin etkisinin olup olmadig: tek yénli Anova
testi ile arastirilmistir. LD50 ve LD90 degerlerinin hesaplanmasinda, probit analiz
programi kullanilmis, bu degerlerin karsilastirilmasinda ise t testi uygulanmistir
(Tablo). izolatlar ise kendi arasinda LSD testi ile karsilastirilmis ve Tukey Hsd analizi

kullanilarak yorumlar yapilmustir.
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Cizelge 4.30 izole Edilen Bakterilerin Instarlarina Gére Ayr1 Ayr1 Hesaplanmis LD50

ve LD90 Degerleri

%95 guven arahginda

LD50 degerinin alt ve Ust

sinirlari
Izolatlar instar LD50 LD90 Alt Sinir Ust Simir
B. cereus 2-3. instar 7,3x107 1x10° 4,8x107 1,1x108
3-4. instar 1,5x10° 6,3x10° 7,6x108 4,7x10°
4-5. instar 3,3x10%° 1,7x101  4,5x10° 1,3x10%?
B. firmus 2-3. instar 1,5x108 6,6x10° 9,2x107 2,9x108
3-4. instar 1,7x10° 1,4x10%  7,7x108 6,9x10°
4-5. instar 8,5x1012 2,3x10®  3,5x10° 4x10%
B. licheniformis 2-3. instar 3,1x108 4,3x10% 1,5x108 8,1x108
3-4. instar 6,6x10° 3,8x10  1,6x10° 3x10%°
4-5. instar 6,3x10%° 2,1x10% 6,8x10° 2,8x10%
B. pumilus 2-3. instar 4,6x108 2x10%° 2,5x108 1x10°
3-4. instar 4,8x10° 9,6x10% 1,9x10° 3,1x10%
4-5. instar 2,4x101 3,7x10% 1,2x10%° 4,1x10%
B. stratosphericus 2-3. instar 4x10% 6,1x10°  4,6x10° 1,7x10%
3-4. instar 6x10'3 1,1x10%® 5,7x10° 8,2x10%
4-5. instar 6,3x10% 2,1x10%° 6,8x10° 2,8x10%
B. zhanghouensis 2-3. instar 8,5x10%2 2,3x10¢  3,5x10° 4x10%
3-4. instar 2,5x10% 4,6x10% 4x10° 1,4x10
4-5. instar 3,5x10%° 1,9x10%8 3x10%® -
Methylobacterium sp.  2-3. instar 3,8x10° 1x10% 1,1x10° 3,6x10%8
3-4. instar 8,6x1012 2x10% 6,1x10° 1,7x10%®
4-5. instar 1,4x10%3 3,1x10% 3,9x10° 2,4x10%°
Bacillus spp. (5nolu)  2-3. instar 6,7x108 4x10% 3,4x108 1,7x10°
3-4. instar 1,2x10° 1,810%° 7,1x108 2,5x10°
4-5. instar 1,3x10° 7,2x10° 9,2x108 2,2x10°
Bacillus spp. (6nolu)  2-3. instar 1,8x10° 3,1x10%® 7,1x108 9,3x10°
3-4. instar 1,7x10° 1,3x10™ 5,4x108 2,7x1018
4-5. instar 6,8x10° 3,1x10%® 2,3x10° 7,2x10%
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Cizelge 4.31 izole Edilen Bakterilerin Instarlarina Gére Ayr1 Ayr1 Hesaplanmis LD50
ve LD90 Degerleri

%095 glven arah@inda

LD50degerinin alt ve

Ust stmirlar:

Funguslar instarlar LD50 LD90 Alt Sinir Ust Simir
Actinomucor 2-3. instar 1,1x10%® 1,7x1020 4,4x10% 12x10%
elegans 3-4. instar 6x10% 7,9x10% 1,910% 2,4x10%
4-5. instar 1,4x10%® 1,6x10% 3,8x10° 1,7x10%
Aspergillus flavus ~ 2-3. instar 1,3x108 1,5x10% 2,4x10° 9,3x10%
3-4. instar 1,9x10%® 7,2x10% 3,5x10° 1,3x10%
4-5. instar 8,4x10° 8,9x1018 3,1x10° 1,4x10%°
Aspergillus 2-3. instar 1,3x108 1,5x10% 2,4x10° 9,3x10%
nidulans 3-4. instar 1,5x10%8 5,4x10% 3x10° 6,8x10%
4-5. instar 9x10° 1,2x10* 3,3x10° 1,4x10%
Aspergillus sp. 2-3. instar 4,1x10% 3x10% 5,2x10° 1x10%
3-4. instar 1x10% 4,1x10% 9,4x10° 3,3x10%7
4-5. instar 1,6x10%® 2,6x10% 4,1x10° 7,8x10%

Tukey Hsd Testine ek olarak bakteriler ve funguslar icin Anova testi de

uygulanmistir ve %95 gliven araliginda sonuclar asagida verilmektedir.

Cizelge 4.32 B. cereus Anova Test Sonuglari

Instar Kontrol 1,5x108 1,5x107 1,5x108 1,5x10°
2-3.instar 0+£0a 5+ 0a 18.3+4.3b 61.6 £ 6¢C 95 +2.9d
3-4.instar 0+£0a 0+0a 6.6+£1.7b 21.7+1.7c 48.3+1.7d
4-5.instar 0+0a 0+0a 33+x17a 5+209a 23.3+1.7b
Bacillus cereus
Cizelge 4.33 B. firmus Anova Test Sonuglari

instar Kontrol 1,5x108 1,5x107 1,5x108 1,5x10°
2-3.instar 0+0a 6.6 £3.3a,b 18.3+3.3b 50+2.9c 78.3 = 6d
3-4.instar 0+0a 0+0a 5+2.9a 31.7+3.3b 433+ 1.7c
4-5.instar 0+0a 0+0a 1,7+1.7ab 5+29ab 10+2.9b

Bacillus firmus
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Cizelge 4.34 B. licheniformis Anova Test Sonuglari

Instar Kontrol 1,5x108 1,5x107 1,5x108 1,5x10°
2-3.instar 0+0a 8.3+43ab 15+ 2.9b 36+3.3c 71,7+3.3d
3-4.instar 0+0a 1.7+17a 1.7+1.7a 83*1.7a 35 +5b
4-5.instar 0+0a 1.7+17a 1.7+1.7a 83*1.7a 35+5b

Bacillus licheniformis

Cizelge 4.35 B. pumilus Anova Test Sonuglari

Instar Kontrol 1,5x108 1,5x107 1,5x108 1,5x10°
2-3.instar 0 +0a 3.3+17a 11.7+1.7a 33.3+£3.3b 66.7 £ 4.4c
3-4.instar 0+ 0a 0x0a 33x17ab 83x17b 35%2.9c
4-5.instar 0+0a 0=+0a 3.3*1.7a 5+29a 8.3+3.3a

Bacillus pumilus

Cizelge 4.36 B. stratosphericus Anova Test Sonuglari

Instar Kontrol 1,5x108 1,5x107 1,5x108 1,5x10°
2-3.instar 0+0a 1.7+17ab 11.7x17ab 13.3+ 4.4b 26.7 £ 3.3c
3-4.instar 0+0a 1.7+17a 13.3+3.3b 16.7+33b 233x17b
4-5.instar 0x0a 0x0a 0x0a 1.7+17a 1.7x1.7b

Bacillus stratosphericus

Cizelge 4.37 B. zanghouensis Anova Test Sonuglari

Instar Kontrol 1,5x108 1,5x107 1,5x108 1,5x10°
2-3.instar 0+0a 6.6+ 1.7a,b 13.3+1.7b 217+ 1.7c 31.7+1.7d
3-4.instar 0+0a 0+£0a 3.3+£3.3a 18.3+£1.7b 21.7+£1.7b
4-5.instar 0+0a 0+0a 1.7+17a 0+0a 6.7+1.7b

Bacillus zanghouensis

Cizelge 4.38 Bacillus spp. (5nolu bakteri) Anova Test Sonuglari

Instar Kontrol  1,5x10° 1,5x107 1,5x108 1,5x10°
2-3.instar 0+0a 5+ 0ab 13.3+ 1.7b,c 183+17c 68.3+4.4d
3-4.instar 0+0a 0+0a 5+2.9a 83+17a 58.3 + 6b
4-5.instar 0+0a 0+0a 5+2.9a 5+0a 53.3+3.3b

Bacillus spp. (5nolu)
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Cizelge 4.39 Bacillus spp. (6nolu bakteri) Anova Test Sonuglari

Instar Kontrol 1,5x108 1,5x107 1,5x108 1,5x10°

2-3.instar 0+0a 53.3t1.7a,b 11.7+1.7b 283+ 1.7c 46.7 + 3.3d
3-4.instar 0+0a 0+0a 33+1.7a 41.7+1.7b 38.3+1.7b
4-5.instar 0+0a 0+0a 0+0a 16.7 £ 3.3b 26.7+1.7c

Bacillus spp. (6nolu)

Cizelge 4.40 Bacillus spp. (6nolu bakteri) Anova Test Sonuglari

Instar Kontrol 1,5x108 1,5x107 1,5x108 1,5x10°

2-3.instar 0+0a 0+0a 0+0a 16.6 £3.3b 26.7+1.7c
3-4.instar 0 +0a 1.7+17a 0+0a 20+ 0b 18.3+1.7b
4-5.instar 0+ 0a 0x0a 0x0a 33x17a 16.7 +£3.3b

Methylobacterium sp.

4.5 Tartisma

Canli mikroorganizmalara ve bunlarin biyoaktif bilesiklerine dayali
biyopestisitler, uzun yillardir arastirilmis ve sentetik pestisitlerin yerini almasi igin
tesvik edilmistir. Bununla birlikte, etkinlik eksikligi, tutarsiz saha performansi ve
yuksek maliyet, onlari genellikle nis drunlere yonlendirmistir. Son zamanlarda,
teknolojik gelismeler ve dig ortamdaki blyuk degisiklikler, biyopestisitlere bakis
acisin1 olumlu yoénde degistirmistir. Pazar penetrasyonunda énemli artislar saglanmis
ancak biyopestisitler hala hagere kontrol urunlerinin sadece kiigiik bir yuzdesini
olusturumaktadir. Faaliyet spektrumlari, dagitim segenekleri, etkinin kaliciligi ve
uygulama alanlarindaki ilerleme, biyopestisitlerin artan kullanimina katkida
bulunmustur fakat gercekten doniistiiriicii olan ve 6nemli 6lglide alimla sonuglanan

teknolojiler hala eksiktir.

Tez galisma suresince hem kuru meyvelerde zarar yapan hem de depolanmis
hububat ve mamullerinin en 6nemli zararlilarindan biri olan Kuru meyve glvesi
Plodia interpunctella (Lepidoptera; Pyralidae) ile biyolojik mucadele amagl
entomopatojenik organizmalar izole edilerek tanimlanmistir. Kuru meyve guvesi P.
interpunctella, 6zellikle un ve kuru meyve urunleri olmak Uzere depolanmis tahil
driinlerinin kozmopolit bir zararlisidir (Rees, 2003). Insan gidalariyla olan yakin
iligkisi, onu kimyasal bocek ilaglar1 disindaki kontrol yontemleri icin birincil hedef

haline getirmistir.
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Kitinazin tip, tarim, gevresel iyilestirme ve diger ¢esitli endustrilerdeki gok
yonlu  roll, yilksek wverimli kitinaz Ureten gelismis Ozelliklere  sahip
mikroorganizmalarin izolasyonunu buyik olctde gerektirmektedir. Tez g¢alismasi
sonuglarindan olan, izolasyonu ve tanimlamasi yapilan bakterilerden bir tanesi de
Bacillus pumilus’tur. Ekosistemlerinin ekstrem kosullarina 6zgl kitinaz Greten bakteri
suglarindan biridir. Tanimlanan 9 bakteri izolatindan Kitinaz Uretim potansiyeli en
yiuksek olan Bacillus pumilus 16S rDNA tiplemesi ile tespit edilmis ve dogrulanmustir.
(Rishad ve ark., 2016). Kitinaz 6zellikle bocek gelisimini etkiyen énemli maddelerden
biridir, kitin yapisinin olusumunu engeller bocek pupa dénemimde gelisemeyebilir.
Calismamizda bu bakterinin 1,5x10° konsantrasyonunda 2-3 instar larvalara %64-66
oraninda 0ldirici etki yapmustir. (Cizelge 4.41) B. pumilus'tan kitinaz dretimi ile ilgili
onceki raporlar bulunmustur (Hoang ve ark., 2010). Ancak ¢alismamizin mevcut
izolatt enzim aktivitesi kitinaz Uretimi, secilen izolattan kitinazlarin 6zltlemesi,
saflagtirilmas1 ve analiz edilmesiyle protein seviyesinde dogrulanmamustir. Zararli
bocek tarlerinin birgogu kimyasal bdcek ilaglarina karsi direng gelistirdiginden, enzim
bazli bocek ilaci formiilasyonlari, Kimyasal bocek ilaglarina mikemmel bir alternatif
sunar. Bu nedenle, bu haserenin biyopestisit bazli kontroli, pestisit icermeyen gidaya
yonelik artan talepte biyik degere sahip olabilir. Insektisitlerin toksisitesine iliskin
farkindaligin artmasiyla birlikte, biyopestisit bazli tarim tekniklerine olan talep hem
yetistiriciler hem de zirai ila¢ sirketleri tarafindan daha fazla tercih edilmeye
baslanmistir. Calismamizda B. pumilus izolatindan elde edilen Kkitinaz bazli ¢ozeltiler

biyopestisit gelecegi icin buyik umutlar sergilemektedir.
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Cizelge 4.41 Biyoassay Denemelerinde En Etkili Olan Dozlarin Instarlar
Uzerindeki Oliim Oranlar:

Bakteriler instar Doz Abbot ile

Diizeltilmis Oliim

Oram (%)

B. cereus 2-3.instar 1,5.10° 94,8

B. licheniformis 2-3.instar 1,5.10° 70,6

B. pumilus 2-3.instar 1,5.10° 65,4

B. firmus 2-3.instar 1,5.10° 77,9

B. stratosphericus 2-3.instar 1,5.10° 29,2

B. zhanjiangensis 2-3.instar 1,5.10° 25,4
Bacillus spp. (5nolu 2-3.instar 1,5.10° 67,7
bakteri)

Bacillus spp. (6nolu 2-3.instar 1,5.10° 45,7
bakteri)

Methylobacterium sp.  2-3.instar 1,5.10° 40,6

Abbot ile Diizeltilmis Olim Orani (%)
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Sekil 4. 26 Bakterilerin Olim Oranlarin1 Gosteren Grafik
Diger 6nde gelen bakteri izolatlarimizdan birisi de olan Bacillus firmus’tur. B.
firmus 'un Kitinaz UGretimine iliskin daha 6nce herhangi bir rapor bulunmamaktadir. Bu
susun sonuglari daha Once sera kosullarinda domateste M. incognita igin rapor
edilmistir (Terefe ve ark., 2009) ve M. incognita populasyonunu %76 oraninda
azaltiltig1 tespit edilmistir (Terefe ve ark., 2009). Kimyasal nematisitlerin kullanimina
iligkin artan kisitlamalar nedeniyle, biyokontrol de dahil olmak (izere alternatif

nematod yonetimi stratejileri gelistirilmektedir. Calismamizda B. Firmus bakterisisnin
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1.5.10° konsantrasyonunda 2-3 instar P. Interpunctella larvalarma  %78,3- 77,9
oraninda etkili oldu. Yapilan bir ¢alismada Bacillus firmus 1-1582'nin havug (tarla ve
sera) ve hiyar (sera) Uzerinde nematisit olarak temsili kullanimlarinin
degerlendirilmesine dayanarak biyolojik ajan olarak kullanilabilirlik kanitlanmistir
(Aljaafri ve ark., 2019). Yapilan diger bir calismada tohum korunmasinda
Burkholderia  renojensis, Streptomcyes avermentilis ve Bacillus firmus
uygulanmasiyla etkili bir yolu oldugu ayn1 zamanda hastalik ve nematod fidelere zarar
vermesi (M. incognita) ile micadelede etken bir yol oldugu ve bu bakterilerin biyolojik
mucadele ajan1 olarak potansiyellerinin varligi rapor edilmistir (Weasam ve ark.,
2019). Nematod icin Bacillus firmus'a dayali bir biyolojik ajan olan Votivo, bir ilag
formu ile bircok sirket, biyopestisit ve sentetik pestisitin birlikte kullanimini aktif
olarak tesvik etmektedir. Kontrol, sentetik bir insektisit olan Pancho ile birlikte tohum
ilaclamada kullanilmaktadir (John, ark.,2011). Yapilan bir diger ¢alismada Tenebrio
molitor L.”un kurdu numunelerinin mikrobiyal populasyonu laboratuvar kosullarinda
degerlendirilmeye caligilmistir.  Boceklerin hem viicut yuzeylerinden hem de
bagirsaklarindan mikrobiyal érnekler hazirlanmistir. Segkin koloniler izole edilmis ve
saflagtirillmis ve patojen izolatlardan bir tanesi de Bacillus firmus olarak belirlenmis
(Mohammad ve ark., 2020).

Tez projesi galismamizin bir diger izolat1 Bacillus licheniformis’dir. Bu patojen
ilk kez bu tez ¢alismast ile bizim tarafimizdan P. Interpunctella’nin larvalaridan izole
edildmistir.  Calismamizda  Bacillus  licheniformis  bakterisisnin ~ 1.5x10°
konsantrasyonunda 2-3 instar P. interpunctella, larvalarina %71,6-70.6 oraninda etKkili
oldugu tespit edigmistir. Ayni1 bakteri susu farkli arastiricilar tarafindan farkli
kaynaklardan izole edilmistir (Zhao ve ark., 2014; Sicuia ve ark., 2014)

Biyokontrol mikrobiyal suslart kullanan hasere ve hastalik yonetimi, organik
tarimin veya entegre tarim sistemlerindeki kimyasal girdileri azaltabilen bir fitosaniter
(bitki sagligi) alternatifinin bir talebidir. Bacillus spp. Toprak kaynakli fitopatojenik
mantarlart baskiladigi kanitlanmistir. RDIPP, Bacillus amyloliquefaciens, B.
licheniformis ve B. subtilis'in bitki korumada yararli olmasini saglayan suslari segmis
ve bunlart tohum ve toprak islahi icin biyodrtnler olarak formile etmistir. Bu
¢alismanin sonucunda Bacillus licheniformis 77.1s biyokontrol susunun Beauveria spp
gibi entomopatojenik mantarlarla in vitro uyumlulugunu ortaya koymustur ve sonug

olarak bu biyolojik kontrol mikroorganizmalari, zararlilar1 ve hastaliklar1 ayn1 anda
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Onlemek icin kombinasyon halinde kullanilabilecegi Onerisinde bulunulmustur.
(Sicuia ve ark., 2014). Charles W. Bacon ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada
Patentli bir endofitik bakterinin kimligi, B. subtilis alt gruplarindan biri olan B.
licheniformis susu, misir ve diger bitkilerin endofitik mikotoksin Ureten bir patojeni
olan Fusarium moniliforme mantarina karsi antagonist oldugu rapor edilmistir. B.
subtilis izolatlarini ve diger yakindan iliskili Bacillus turlerini endofitik kolonizasyon
kapasitesi agisindan misirda kolonilestigini ve F. moniliforme'a kars etkili olduklarini
ortaya koydu. Endofitik aligkanlik ve test mantarina gosterilen etki, bu tirin
izolatlarinin, endofitik aliskanhigin istendigi yerlerde 6nemli biyolojik kontrol
organizmalari olabilecegini gostermektedir. Bizim ¢alismamizda da B. licheniformis
P. interpunctella larvalarina karsi hatirt sayili bir insektisidal aktivite gostermistir.
Min-Hae Jeong ve arkadaslar1 (2015) Bacillus licheniformis MH48 kullanimi yoluyla
kiyida 1slah edilmis arazide yaprak mantari hastaliklarinin kontroliini ve Camellia
oleifera fidelerinin buytUmesinin desteklenmesini arastirmistir. B. licheniformis
MHA48, yaprak patojenlerini %37,4 ila %50,5 oraninda inhibe edebilen litik enzimler
kitinaz ve B-1,3-glukanaz itretebilmistir. Bununla birlikte, bakteriyel asilama ile
fidelerde yaprak hastaliklari ortaya ¢ikmis ve tuz stresine dayanamadiklari i¢in hayatta
kalma oranlar1 diigmiistiir. B. licheniformis MHA48, fide kok buyumesini potansiyel
olarak uyaran fitohormon oksini Gretir. Bu ¢alisma sonucunda B. licheniformis
MHA48'in sadece yaprak mantar hastaliklarinin kontroliinde degil, ayn1 zamanda kiy1
bolgelerinde C. oleifera fidelerinin buytmesinin tesvik edilmesinde de etkili oldugunu
ortaya koydu.

Tunus topraklarindan izole edilen dokuz kitinaz Ureten sus arasinda, S213 adi
verilen bir izolat guclu bir kitinolitik aktivite sergilemistir. Kitinolitik aktivite,
kolloidal kitin veya mantar hicre duvarlari ile indiiklenmis ve ge¢ duragan fazda
ulasilan en yuksek kitinaz aktivitesi gostermistir. Salgilanan kolloidal kitin kaynakli
proteinlerin, B. licheniformis ATCC 14580'in kitinaz dizisi ile yuksek homoloji
sergileyen peptit sekanslar1 temelinde kitinaz olarak tanimlanmistir. Ayrica,
stipernatan iceren Kkitinolitik aktivite, Phoma nbbigins dahil olmak (zere birkac
fitopatojenik fungi blyUmesini de inhibe etmistir. Ilging bir sekilde, Medicago
truncatula'da P. Medicaginis'in neden oldugu soniimleme hastaligin1 etkili bir sekilde
azalttig1 tespit edilmis ve fitopatojen uygulamasina karsi enzim bazli biyopestisitlerde

6ngorulmeli 6nerisinde bulunulmustur (Imen, ark.,2015). Raaijmakers ve ark., (2012)
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yaptiklart arastirmada, Bacillus'un bu yeteneginin incelenmesi, B. thuringiensis
tarafindan Uretilen Cry proteinlerinin bocek oldirtcu aktivitesinin kesfedilmesiyle
basladi; su anda, Bacillus cinsinin birka¢ tiri (B. subtilis, B. pumilus, B.
amyloliquefaciens ve B. licheniformis), tarim icin 6nemli hastaliklarin insidansini
azaltmak icin genis capta calisilmaktadir (Raaijmakers ve Mazzola, 2012). Aym
sekilde, Bacillus cinsinin diger turleri, 6rnegin: B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis
ve B. amyloliquefaciens, ticari formulasyonlardaki basarili uygulamalari ve esas olarak
mantar hastaliklarinin kontroli icin gelistirilenler ile 6ne ¢ikmaktadir (Tamez ve ark.,
2001) Imen Blibech ve arkadaslar1 yaptiklari bir arastirmada Tunus'ta bir biyodinamik
ciftlikte Bacillus entomopatojenik bakteri olusumu, zeytin agaci (Olea europaea L.)
habitatlarindan alinan 75 6rnek incelenerek belirlendi. Toplam 40 Bacillus izolati
fenotipik, fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerine gore karakterize etmislerdir.
Bacillus subtilis, Bacillus mycoides, Brevibacillus brevis, Paenibacillus polymyxa,
Bacillus licheniformis, Bacillus sp. turlerinin izolatlar1. (1), Bacillus sp. (2) ve standart
bir Btk HD-1 susu, zeytin agaci zararlilar1 lepidopteran Prays oleae (Bernard) ve
Palpita unionalis (Hubner) ve koleopteran Hylesinus oleiperda (F.) ve Phloeotribus
scarabaeoides (Bernard) larvalarina karsi taze yapay diyet lizerindeki biyoanalizlerde
ayr1 ayri kullanilmigtir. Larvalar, 25 gr toz zeytin agaci yapragi iceren suni bir diyetle
basarili bir sekilde teste tabi tutulmustur. Kontrol verileri ile karsilastirildiginda sadece
Btk ve B. licheniformis, P. polymyxa ve B. brevis izolatlarinin entomopatojen oldugu
goriilmiistiir. Tedaviden 7 gln sonra degerlendirilen larva 6lim orani, Btk'den
lepidopteran larvalarina yuksek 6lim oranlari (P. oleae i¢in %86,6 ve P. unionalis igin
%80.9) ve kars1 diisiik 61Um oranlari, koleopteran zararlilari. B. brevis izolatlari, P.
oleae'ye kars1 (%67.9'a kadar) yiksek 6lim oranlar1 gostermistir B. licheniformis
izolatlar1, P. oleae icin %59.2'ye ve P. unionalis i¢in %43.6'ya varan larva 6liimlerine
neden olduklarimi rapor etmislerdir (Imen,ve ark., 2012). Bu sonug ¢alismamizda izole
ettigimiz ve karakterize ettigimiz bir basillus tiri olan B. Licheniformis susunun
entomopatojen bir ajan olarak kullanabilirligini gostermistir. Yapilan bagka bir
calismada test edilen tim suslar arasinda yalnizca B. licheniformis CG62, kirmizi
palmiye kurdu larvalarina karst 6nemli insektisidal aktivite sergiledigini ortaya
koymustur. Bu ¢alismada karakterize edilen ve test edilen Bacillus izolatlari, temasa
bagli bir sekilde kirmizi palmiye zararlisinin yumurtadan ¢ikmasini engelledigini rapor

etmigtir. BOylece, bu izolatlar tedavi edici olmaktan c¢ok onleyici olarak da
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kullanilabilir Onerisinde bulunmuslardir (Francseca ve ark., 2015). Bu galisma,
Bacillus suslar1 B. licheniformis entomopatojenitesinin P. Interpunctella nin
larvalara kars1 entomopatojen etkisinin oldugunu bildiren ilk galismadir ve bunun
yaninda  Lepidoptera bocek zararlilar1 yaninda Coleoptera zaralilarina da test
edilebilir oldugunun 6nuni agmaktadir. Ayrica B. licheniformis ve diger izolatlarimiz
olan bakteriler, entomopatojen olarak bitki kontrolinden zararli kontroliine kadar
uzanan genis bir yalpaze ile hasattan depolamaya kadar tlim zararlilara farkli evrelerde
uygulanabilirler. Uygulandiginda yaprak yulzeylerinde yasayabilir. Won,ve ark.,
(2018) yaptiklar1 bir g¢alismada, Bacillus licheniformis MH48 kullanilarak bir
konteyner fidanliginda Fusarium kok ¢iiriikligiiniin kontroli ve kiyr cami (Pinus
thunbergii) fidelerinin gelisimini arastirmistir. Fusarium oxysporum'un neden oldugu
Fusarium kok ciiriikligii, fidanliklardaki kiyr ¢amu fidelerinin ciddi zarar gérmesinden
sorumludur. Enfeksiy6z hastaliklar1 olmayan yiuksek kaliteli fideler, guclt blylmeye
neden olur. B. licheniformis MH48, kitinaz ve B-1,3-glukanaz gibi mantar hiicre
duvarlarin1 parcalayan enzimler dretir. Bu litik enzimler, kok ¢iiriikligiiniin
bastirilmasinda kilit rol oynadigi bulunan F. oxysporum hyphae'ye kars1 yikici aktivite
sergilemistir. Ayrica B. licheniformis MH48 sabit atmosferik nitrojen ve ¢oziinmiis
inorganik fosfat yoluyla topraklardaki nitrojen ve fosforu artirmistir. B. licheniformis
MHA48, fide kok gelisimini uyaran ve fidelerde besin aliminin artmasina neden olan
fitohormon oksini {iretmistir. Hem bakteriyel asilama hem de kimyasal gubre
uygulamalari, fide blyimesini ve biyokutleyi énemli 6l¢ide artirmis ve bakteriyel
astlamanin fide gelisimi Uzerinde daha blyUk bir etkisi oldugu tespit edilmistir. Bu
caligmanin sonuglarma dayali olarak, B. licheniformis, Fusarium kok ¢iirtikliigiine
kars1 biyolojik bir ajan olarak ve Pinus thunbergii fidelerinin blyiume ve gelisimini
destekleyici olarak potansiyel etki gosterdigini rapor etmislerdir (Won, ark., 2018).
Bizim ¢alismamizin bir izolat1 olan. B. licheniformis bu tiir ¢alismalarda kullanilabilir
oldugu goérulmektedir.

Bu tez calismasinda P. Interpunctella larvalaridan izole edilen ve karakterize
edilen 6nemli bir entomopatojen olan Bacillus cereus’tur. Bu tlr bir¢cok arastirmaci
tarafindan farkli boceklerden ve farkli habitatlardan izole edilmistir (Priest ve ark.,
2004). Bacillus spp. cinsi i¢inde yer alan su ug tur, B. thuringiensis, Bacillus cereus,
Bacillus anthracis insektisidal toksinler agisindan en ¢ok c¢aligilan taksonlardir. Son

filogenetik calismalara dayal1 16S ve 23S rRNA dizisi verileri, B. thuringiensis ile B.
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cereus, B. anthracis ve Bacillus mycoides'in (Firmicutes: Bacillaceae) neredeyse ayni
oldugunu kabul eder. Bununla birlikte, benzersiz patojeniteleri bocek olduricu
toksinlerinin 6zellikleri ve gesitli etki bicimleri, her birine ayr1 tlr adlar1 vererek ayirt
edici 6zelliklerini destekler oldugu rapor edilmistir (Priest ve ark., 2004). ilk olarak
1901 yilinda bir Japon ipekbdcegi yetistiricisi Ishiwata Shigetan tarafindan Bombyx
mori'de facherie veya faccid hastaligi ile izole edilmis ve tanimlanmigtir. Daha sonra,
enfekte Ephestia kuehniella'dan izole edilmis ve 1911'de Alman mikrobiyolog Ernst
Berliner tarafindan yeniden kesfedilmistir (Berliner, 1915; Knowles, 1994). Bt bakteri
grubu Bacillus cereus kompleksinin bir Gyesidir ve gucli bir filogenetik iliskiye
sahiptirler (Fayad ve ark., 2019). B. thuringiensis, Bacillus cereus grubunun bir tyesi
olarak kabul edildiginde belki de hik&ye daha da karmasik hale geliyor. Bu grup ayrica
B. anthracis, Bacillus weihenstephanensis ve Bacillus mycoides'i de icerir. Tartisma
amaciyla, B. cereus, B. thuringiensis ve B. anthracis'in genotip duizeyinde neredeyse
ay1rt edilemez oldugunu belirtmek ilgingtir (Helgason ve ark., 2000). Bacillus cereus,
cogunlukla gida kontaminasyonu ile zehirlenme ve insan sindirim yolu ile alakali roli
nedeniyle incelenmistir ancak, bu bakteri Bt'ye ¢cok benzer sekilde toprak ve bitkilerle
iliski kurar (Arneson ve ark., 2008). Yukarida belirtildigi gibi, B. cereus ve B.
thuringiensis ¢ok yakindan iliskili iki taksondur, ancak farkli Uretirler. Toksinler.
Bt'den farkli olarak, B. cereus'un endosporu bdcek oldiriici degildir. Hem B.
thuringiensis hem de B. cereus proteinli olmayan bocek o6ldurict ekzotoksinler
uretirler. B. thuringiensis tarafindan Uretilen ve kuguk proteinli bir ekzotoksin B.
cereus tarafindan da Uretilir (Perchat ve ark., 2005). B. cereus'un bocek bagirsaginda
biiyiidiigii ve gogaldig1 gosterilmis olsa da bu bakteri ¢ogunlukla en etkili virtilans
faktorlerinin Uretimi ile firsatg1 bir patojen olarak kabul edilir. Entomopatojenik toksin
genleri, B. cereus sensu lato'nun bir Gyesi olarak B. thuringiensis israelensis bthur0013
susun genomunda da bulunmustur., (Zwick ve ark., 2012). Yapilan bir ¢alismada
morfolojik, beslenme ve fizyolojik 6zelliklerine gore Agrotis segetum'dan 9 bakteri
izolat1 karakterize edilmis bu bakterilerden bir tanesi de Bacillus cereus olmustur
(Agsl) (Sevim ve ark., 2010a). Yaygin bir toprak organizmasi olan Bacillus cereus'un
cesitli durumlarda bdcekler icin bir patojen oldugu bulunmustur. Bizim ¢alismamizda
izole edilen B. cereus tiirii P. Interpunctella larvalan lzerinde en etkili insektisidal
aktiviteyi sergilemistir. B. cereus 1,5x10° konsantrasyonunda 2-3 instar P.

interpunctella, larvalarina %95-94,8 oraninda etkili oldu. P. Interpunctella 'un bakteri
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florasindan ilk kez bu ¢alisma belirlenmistir ve bu tir varligi Bacillus cinsine ait
oldugu molekdler ve filogenetik calismalar ile tespit edilmistir. Bacillus cinsi gibi,
tdrleri ve biyolojik kontrol amacl kullanilan birkag tiir Enterobacter bircok bdcekten
izole edilmistir. (Sandra ve Douglas, 2004). Bir ¢alismada belirlenen bir¢ok Bacillus
izolatlar1 bdcek popiilasyonlar1 kaynakli olup zaten bdceklerde yaygin oldugu
gosterilmistir (Yilmaz ve ark., 2006; Cox ve Gilmore 2007; Kuzina ve ark., 2001,
Sezen ve ark., 2005; Osborn ve ark., 2002; Yilmaz ve ark., 2006; Ince ve ark., 2008).
P. Interpunctella "min bakteri florasi ile ilgili ayrintil1 baska ¢alismalar olmadig1 icin
bir karsilastirma yapamiyoruz, ayrica bu c¢alismada belirlenen tim bakteri izolatlar
farkli ¢ikmustir. Bu izolatlarin, zararliya karst kullanim i¢in umut verici bir biyokontrol
ajan1 oldugu gorinmektedir. Bir baska arastirmada, bu bakterinin P. Interpunctella
larvalarina kars1 bir biyokontrol ajani olarak potansiyelini oldugu tespit edilmistir. Bu
alanda yapilan bir ¢alismada toplam 10 bakteri susu bunlardan biride Bacillus cereus,
Tiirkiye’nin Dogu Anadolu bolgesindeki farkli bocek tdrlerinden izole edildigi
bildirilmistir.  Bocek oldirlcl etkileri Bruchus dentipes Baudi'nin yetiskinleri
Uzerinde in vitro petri kaplarinda test edilmistir. Yedi giin sonra uygulamalarda, test
edilen tim suslar asagi yukar1 bu zararliya kars1 bocek o6ldurici aktivite gosterdigi
ayn1 zamanda bu zararliya karsi biyolojik kontrol maddesi olarak kullanim igin iyi
birer aday oldugu rapor edilmistir (Tozlu ve ark., 2021). Guniimuzde Bacillus turleri
biyolojik bir insektisit olarak kullanilmaktadir. Gergek bir biyolojik kontrol ajani
olmak igin, bakterinin gevrede surdurdlebilir bir mevcudiyet elde etmesi gerekir.
Siirdiiriilebilirligin gerekli bir bileseni, bakterinin gcevrede, tercihen hasere tlrlerinin
onunla temasa gegecegi yerde etkili bir sekilde cogalma ve sporlanma kapasitesidir.
Burada 9 farkli fenotipe sahip Bacillus izolatlari arasinda bazilari Kitin yapisini bozan
kitinaz enzimi veya farkli enzimlerden dolayr P. [Interpunctella larvasini
oldurduklerini distinmekteyiz.  Ayrica enfekte olan ve bundan dolay1 Olen
larvalarindan ¢ogalan entamopatojen saglikli olan larvalara tekrar tekrar gecme
yetenegine sahip oldugunu gosterdik. Lepidoptera takimindan olan P. Interpunctella
guvesi icin toksik oldugunu bildigimiz izolatlar arasinda, Kitinaz reten bazi izolatlar
oldugu da tespit edilmistir. Kitinaz treten bakteriler hastalikli bocek kadavralarindan
izole edilebilinir bir enzimdir. Yapilan bir ¢alismada Serratia marcescens susu SEN,
27°C sicaklikta ve pH 9.0'da en yiksek enzim dretimini olusturabilir. EKzokitinaz,

endokitinaz ve kitobiyosidaz aktivitelerine sahiptir ve bunlardan endokitinazin baskin
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kitinaz oldugu bulunmustur. Ayrica ayni ¢alismada iki farkli LC20 ve LC50 dozlarinda
incelenmistir. Test edilen her iki dozda da yumurtadan ¢ikma yetenegi 6nemli l¢ude
azalirken, yalnizca en yiksek dozda 6nemli 6l¢lide etkilenmistir. Bildigimiz kadariyla
bu, entomopatojenik bir S. marcescens susunun S. aureus'un farkli gelisim asamalarina
kars1 S. litura'nin bir biyokontrol ajani olarak umut vaat ettigini iligskin rapor edilmistir
(Aggarwal, ark., 2017).

Tez c¢alismamizin  Onemli izolatlarindan bir tanesi de Bacillus
zhanjiangensis’tir. Bu izolat ¢cok yaygin olan bir tir degildir ve Gzerinde ¢ok fazla
calisma yapilmamustir. Bocekten ilk kez bu bu tez ¢alismasi ile rapor edilmektedir. Bu
bakteri bazi bilim insanlar1 tarafindan farkli yerlerden izole edilmistir. Yeni bir Gram
pozitif, hareketli, katalaz ve oksidaz pozitif, aerobik, endospor olusturan, peritrikoz,
cubuk seklinde bir bakteridir. Giiney Cin denizinin dibinden toplanan tortu 6rneginden
yapilan bir c¢alismada, genotipik, fenotipik ve DNA-DNA akrabalik verilerine
dayanarak yapilan ¢alismalar sonucunda bu susun, Bacillus cinsinin yeni bir tirtni
temsil ettigini, Bacillus cinsine ait oldugu rapor edilmis ve Bacillus zhanjiangensis adi
verilmistir (Zhao ve ark., 2014). Filogenetik analiz, DNA-DNA hibridizasyonu,
fenotipik 6zellikler ve kemotaksonomik verilerin kombinasyonu, JSM 099021T
susunun, Bacillus zhanjiangensis adi verilen Bacillus cinsinin yeni bir tirini temsil
ettigi Onerisini desteklemistir (Chen ve ark., 2011). Bir baska ¢alismada Gram pozitif,
fakultatif anaerobik, hareketli ve cubuk seklindeki bir bakteri tiirii olan DG-18T, I¢
Mogolistan, Cin'deki Kubugi C6li'nde 6rneklenen ¢l topragindan izole edildigi rapor
edilmistir (Bae ve ark., 2022). Yapilan bir diger ¢alismada Hindistan, Lonar soda
goélunden iki yeni (18CT ve 6C) gram pozitif, cubuk sekilli, hareketli ve endospor
olusturan bakteri susu izole edilip 16S rRNA gen dizisi analizine dayanarak, 18CT ve
6C suslarmin Firmibacteria sinifina ait oldugu ve Bacillus cohnii KCTC 3572T
(sirastyla %099.3 ve %99.9), Bacillus zhanjiangensis KCTC 13713T (%97,4 ve %98,0)
oldugu rapor edilmistir (Sultanpuram ve ark., 2017). Bacillus zhanjiangensis ilk kez
P. Interpunctella’dan izole edildiginden Turkiye ve diinya literatlrG igin yeni kayit

olmas1 bakimidan buyuk dneme sahiptir.

Tez galismamizin bir diger izolat1 Bacillus stratosphericus’dur. Bu bakteri
yapilan baz1 ¢alismalarda entomopatojen haricinde farkli amaglarla kullanilmistir.
Ostendorf ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir caligmada atik bitkisel yaglar

(zeytinyagi, misir yagi ve artik kizartma yagi) kullanilarak Bacillus stratosphericus

121



FLUS susu tarafindan mikemmel lipopeptit biyosurfaktan tretiminin gergeklestigi
bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada, Bacillus sp.'nin mikemmel surfaktin verimi
gozlemlenmistir (Md. Badrul Hisham ve ark. (2019). Domuz atik suyunda da benzer
bulgular rapor edilmistir, bu da bunun biyosiirfaktanlarin Gretimi icin kabul edilebilir
bir platform olabilecegini diisiindiirmektedir. 25°C'de Bacillus stratosphericus sp A15
susundan Uretilen biyosiirfaktanin CMC'si 46,8 mg/L idi. Yakin gelecekte, BS15

antibiyotiklere alternatif olarak olusturulabilir (Esmaeili ve ark., 2021).

Fitopatojenik bakteriler hem kontrollii hem de agik yetistirme uygulamalarinda
tarimsal Urlinlere dnemli zararlar vererek ciftcilere agir kayiplar vermistir. Bu nedenle,
yapilan ¢aligmanin amaci, topraktan izole edilen Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus
stratosphericus'un bitki hastaliklarin1 kontrol etme potansiyeline sahip bakteriyel
fitopatojenlere karsi antagonistik etkinliginin degerlendirilmesidir. Yapilan bazi
calismalarda bu bakteri 6zellikle Fitopatojenik bakteriler hem kontrolli hem de agik
ekimde tarimsal Urlinlerde 6nemli hasara neden olmustur. Uygulamalar, ¢iftcilere agir
kayiplar yasatmistir. Pseudomonas aeruginosa ve topraktan izole edilen Bacillus
stratosphericus, bakteriyel fitopatojenlere kars1 antagonistik aktiviteye sahiptir. Bitki
hastaliklarini kontrol eder. P. aeruginosa ve B. stratosphericus'un izole edilmis yeni
suslar1, genis bir antagonistik etki spektrumu gostermistir. Yapilan bir calismada bazi
bakteri suslarini farkli tarimsal alanda kullanilmasini arastirmay1 amaglamistir. Genis
spektruma sahip Guney Kore maden topraklarindan izole edilmis bircok sus gesitli
bakteriyel fitopatojenlere karsi antagonistik aktivite saglaylp saglamadigi
aragtirtlmistir. Baslangigta, P. aeruginosa ve Bacillus Stratosphericus izole edilip
tanimlanmis ve Suslarin antagonistik yetenegi farkli zenginlestirme ortamlarinda (pH,
karbon ve nitrojen kaynaklar1) test edilmistir. Her iki sus da etkili olan yuksek
antibakteriyel bilesik Ureticileridir. Bakteriyel fitopatojenler ayrica proteaz, amilaz
uretirler. Gelistirilmis siderofor ile birlikte kitinaz biyokatalizorleri bitkiyi tesvik eden
uretim ve fosfat ¢oziiniirligii bliyume etkisini artirmistir (Durairaj ve ark., 2017). Tez
calismamizin bir susu olan Bacillus stratosphericus bakterisisnin 1.5x 10°
konsantrasyonunda 2-3 instar P. interpunctella, larvalarina %26,6 oraninda etkili
oldugunu tespit ettik. Bu sonu¢ insektisidal aktivite acisinda 6nemli bir sonug degildir.
Fakat bu bakteri susunun farkli yonlerde kullanilmasi bilimsel acisindan 6nemli
urlinleri  olusturmasi ve tarimsal ve farkli alanlarda kullanilmas: Onemlidir.

Fitopatojenik bakteriler olarak biyokontrol ajan olmasi diger yonlyle atik yaglardan
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biyosurfaktan Gretmesi bu bakterinin gelecekte biyoteknolojide kullanilmasinin
yolunu agabilir.  Bu bakteriyle yapilan bir farkli ¢alismada %30 H20 ile
zenginlestirilmis topraktan izole edilen Bacillus stratosphericus sporlar1 giimiis
nanopargaciklarin Uretimi icin kullanilmistir. Ayrica, sporlar tarafindan giimiis
nanopargacik sentezinin olasi mekanizmasi ilk kez aydmlatilmistir. Bu baglamda,
dipikolinik asidin (DPA) nanopartikil Greten bir ajan olarak kritik bir rol oynadig:
gosterilmistir (Afrouzossadat ve ark., 2014).

Tehlikeli kimyasallarin asir1 kullanimini azaltmak igin kagit ve kagit hamuru
endustrilerinde mikrobiyal enzimlerin kullanimi biytk o6lglde tesvik edilmektedir.
Calisma sirasinda, hamur agartma uygulamalari i¢in Bacillus stratosphericus EB-11'in
ksilanazlari karakterize edilmistir. Hlcre dis1 ksilanaz, dogal bir karbon kaynagi olarak
bambu atig1 kullanilarak batik fermantasyon altinda iiretildigi rapor edilmistir (Sarma,
ark.,2022). Biyolojik kontrol, erigsilemeyen yerlerde depolanan Urlin hasere yonetimi
icin etkili bir strateji olabilir, ¢linkll baz1 dogal diismanlar bu gizli habitatlarda aktif
olarak hasereleri arayabilir veya kimyasal bocek ilaglarma benzer bir sekilde
uygulanabilir. Bununla birlikte, ¢ogu toplu tahil durumlarina odaklanmistir Ornegin,
parazit yaban arilar1 (Theocolax elegans (Westwood) ve Anisopteromalus calandrae)
(Howard)'m toplu depolamada hasere popiilasyonlarin1 etkili bir sekilde bastirdig
gosterilmigtir (Scholler ve Flinn, 2000). Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin,
Metarhizium anisopliae gibi patojenler (Metschnikoff) Sorokin, Nosema tirleri ve
Mattesia turleri sadece smirli alan testi olmasina ragmen (Brower ve ark., 1995) de
arastirilmigtir.  Bacillus thuringiensis bakterisi (Berliner) (Bt)bAmerika Birlesik
Devletleri'nde tahil koruyucu olarak onaylanmistir (Brower ve ark., 1995) ayrica P.
interpunctella larvalarinin kontrold icin ticari olarak temin edilebilir etkili kontrol
depolanan urtinlere saldiran lepidopteran larvalarina karsi Bt diren¢ de bildirilmistir
(Vail, 1991).

Entomopatojenik mikroorganizmalarin ekolojik potansiyellerinin bilinmesi,
ekolojik bitki koruma sistemlerinde verimli kullanimlar1 i¢in  gereklidir.
Entomopatojenik mikroorganizmalarin bocek Oldirtctu aktivitesi, dogrudan veya
dolayl olarak ¢evresel kosullar ve faktorlere baglidir. Mikrobiyal biiyime ve biyolojik
aktivite ¢ok sayida biyotik ve abiyotik fakttre baglidir. Mikrobiyolojik potansiyelin

ortaya ¢ikmasi igin sicaklik, nem, besin alimi vb. gibi cevresel kosullar optimal
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olmalidir. ~ Bitki ~ koruma  uygulamalarinda  kullanilan ~ entomopatojen
mikroorganizmalar, laboratuvarda muhafaza ettigimiz ideal kosullarda dogada
bulunmazlar. Dogada onlari etkileyebilecek faktorlerin incelenmesi, biyolojik aktivite,
bocek zararlilarmin biyolojik kontroliinde mikrobiyolojik kontrol ajanlarinin
uygulama yontemlerini olusturmak ic¢in biytk bir pratik dneme sahiptir (Jaronski,
2010). Ekolojik faktorler, entomopatojen mikroorganizmalar Gzerinde ya dogrudan,
nicel (metabolizma degisiklikleri), veya nitel (baz1 asamalarin uzamasi) veya dolayli
olarak, bocek popiilasyonlarinin yogunlugunu veya cografi dagilimlarini degistirerek
adaptif degisikliklerin ortaya c¢ikmasimi desteklemektedir. Entomopatojenik
mikroorganizmalarin ekolojik potansiyellerinin bilinmesi, ekolojik bitki koruma
sistemlerinde etkin kullanimlari igin gereklidir. Dogal olarak olusan entomopatojenler,
bocek popiilasyonlarinda 6nemli diizenleyici faktorlerdir. Pek ¢ok tir, tarla ve sera
bitkileri, meyve bahceleri, sus bitkileri, mera, ¢im ve ¢im, depolanan Urunler ve
ormancilikta ve veterinerlik ve tibbi 6nemi olan hasere ve vektér bdceklerin
azaltilmasinda bocek zararlilarinin biyolojik kontrol ajanlar1 olarak kullanilir.
Entomopatojenlerin geleneksel kimyasal pestisitlerle karsilastiriimas: genellikle
yalnizca etkinlik ve maliyet acisindan yapilir. Etkinlige ek olarak, mikrobiyal kontrol
ajanlarmin kullaniminin sayisiz avantaji vardir. Bunlar, insanlar ve diger hedef
olmayan organizmalar igin guvenlik, gidalardaki pestisit kalintilarinin azaltilmast,
diger dogal diismanlarin korunmasi ve yonetilen ekosistemlerde artan biyolojik
cesitliligi  icerir.  Ywtict hayvanlarda ve parazitoidlerde oldugu gibi,
entomopatojenlerin mikrobiyal kontrol ajanlar1 olarak kullanilmasina yonelik tg temel
yaklagim vardir: klasik biyolojik kontrol, buyitme ve korumadir. Boceklerin biyolojik
basarisi, gucli bagisiklik sistemlerine baghdir ve dis etkenlere karsi ilk savunma
bariyeri, bocegin kutikull, peritrofik zari, gida, orta bagirsak epiteli ve trakea
etrafindaki perdedir (Stanley ve Miller, 2006; Hillyer, 2016). Boceklerin fizyolojik
savunma Ozelliklerini anlamak, etkili bir adim olarak kabul edilir. Enfeksiyonlarin
genotoksik, fizyolojik ve biyokimyasal etkilerini karakterize eder (Yeh ve ark., 2005).
Boceklerin bagisiklik tepkisi, mantarlarin ve bakterilerin sporlari, toksinler, diyapoz,
deri degistirme ve cinsiyet, aclik stresi, ¢evre kosullari, diyet degisiklikleri gibi
yabanci ajanlarin akinindan kaynaklanan ¢esitli kontaminasyon tirlerine karsi
duyarhiliklarmin 6nemli bir gostergesidir. (Mowlds ve ark., 2008). Hiicresel bagisiklik,

tirlerine bagl olarak istilacilar1 fagositize etmek, nodiller olusturmak ve hatta
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kapsulleme icin ¢esitli hemosit tirlerinin katihmiyla iligkilidir (Stanely ve Miller,
2006). Humoral bagisiklik, antimikrobiyal peptidlerin, reaktif oksijen ve nitrojen
tirevlerinin Uretimini icerir. hemolimfin pihtilasmasi ve melanizasyonunun yani sira
beslenmenin bocek biyimesinde, gelismesinde ve bagisikliginda énemli bir rol
oynadigr gosterilmistir. Varyasyon proteinler de dahil olmak (zere enerji
kaynaklarmin kullanimi ve karbonhidratlar bagisiklik reaksiyonlarini degistirebilir.

Tez calismamizda cins seviyesinde izole edilen bir diger bakterimiz
Methylobacterium sp. dir ve yapilan filogenetik soy agaci ¢alismalarinda kesin bir tir
ierisine yerlestirilmedi. Bu izolat 1.5x.109 dozu zararli izerinde en yuksek oran olan
%40,6 mortalite olusturdu. Bu bakteri bazi bitkilerden izole edilmis ve aslen narenciye
bitkilerinden endofitik bir bakteri olarak izole edilen Methylobacterium mesophilic
(Diegelmann ve ark., 2015) kaydi mevcuttur. Yapilan bir ¢alisma, organofosfatlar ve
biyopestisitlerin etkisi altinda hedeflenmeyen bu yararl toprak bakterilerinin buyiime
modelini izole etmek, tanimlamak, Kkarakterize etmek ve incelemek amaciyla
yapilmistir. BLAST ve filogenetik analizlerin sonuglari, Bacillus cereus susu JY9 ve
Methylobacterium sp. HIM27, sirasiyla homolog oldugu bulundu. Dimethoate ve
ardindan Phorate tarafindan olumsuz etkilenmistir. Malathion ve Chloripyrifos'un
etkisi, blylmesi agisindan onemlidir. Benzer sekilde Dimethoate, Chloripyrifos ve
etkisi altindaki Methylobacterium sp. Phorate, artan bir Gretim siresi gosterirken,
Malathion varliginda kontroliinkine benzer normal bir blylime gostermistir. Her iki
tlrin de buyume paterni biyopestisitlerden fazla etkilenmemistir. Bu durum bizim
caligma icginde gecerli olabilir. Yani yapilan molekiler ve filogenetik testlerin
sonucunda tam bir ayrim olmamustir. Baska bir calismada akarisidal aktivite
arastirtlmis; en yuksek akarisidal aktivite %40,7 ile tez galismamizda cins seviyesinde
izole edilen bir diger bakterimiz olan Methylobacterium sp. ile benzer sonuglar
almmustir. Bu izolat 1.5x.10° dozu zararli (izerinde en yilksek oran olan %40,6
mortalite olusturmustur. Yine ayni ¢alismada en diisiik akarisidal aktivite ise %11,1
ile rapor edilmistir (Albayrak ve ark., 2017). P. interpunctella’dan bu tez ¢aligmasi ile
izole ettigimiz Methylobacterium sp. de yuksek bir aktivite gostermedi fakat bu
calisma da kadar diisiik degildir. 1.5x10° dozunda en diisiik 6liim oran1 %16,6 olarak
kaydedilmistir.

Tez calismamizin bir diger arastirma konusu da P. interpunctella larvalarindan

entomopatojenik fungus izole etmekti bu yonde yaptigimiz ¢aligmalar tam anlamiyla
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sonu¢ vermedi yan1 insektisidal entomopatojen bit fungus izolasyonu yapilamadi. Bir
grup bilim insan1 Pawel, ve ark. (2016) yaptiklar1 <’Gida Zararlilarinin insan Saghigina
Yol Acgtigi Tehditler Enfeksiyon Mikrobiyota Rezervuarlari Olarak Plodia
interpunctella'nin  degerlendirilmesi’® ¢alismasinda Enterococcus, Micrococcus,
Bacillus, Gram negatif cinsleri, Gram pozitif bakterileri: Klebsiella, Escherichia, kif
mantarlart: Aspergillus, Penicillium ve maya benzeri mantarlar, A. flavus gibi
potansiyel olarak patojenik suslar da dahil olmak lzere tanimlanmis ve insanlar icin
bunlarin bazilar1 toksik oldugunu bildirmislerdir. Bizde yaptigimiz bu tez ¢alismasinda
ayn1 bocekten Aspergillus flavus olarak bilinen kif mantarlarinin en yiksek dozu
olarak belirtigimiz 1.5x10° konsantrasyonunda 2-3 instar P. interpunctella, larvalarina
%31,6-30,49 oraninda etkili oldugunu bulduk. Calismamiz boyunca zararli larvalarin
2.instar-3.instar, 3.instar-4.instar ve 5.instarlar1 kullanildi. Gerek bakteriyel gerekse
kif mantarlarinin insektisidal etkileri 2.-3. instarlar izerinde oldu. Bunun nedenin 2-3
instar larvalarinin yogun olarak beslenmesi oldugunu diistiniiyoruz. Diger yanda
yapilan bir bagka ¢alismada kiUf mantarmin drettigi alfatoksin depo zararlisi olan
Sitophilus zeamais Motschulsky ve Plodia interpunctella Hubner arasindaki iliski
aragtirtlmistir. Hasattan sonra misirin tane Kkalitesi, oncelikle kuf ve bocek istilasi ile
azalir. Tahil sicakligt ve nem kosullar1 kontrol edilmezse Aspergillus flavus
kolonizasyonu ve buna bagli aflatoksin kontaminasyonu artabilir. Kuru meyve guivesi
(P. interpunkella Hiibner) ve musir kurdu (Sitophilus zeamais Motschulsky), sirasiyla
Lepidoptera ve Coleoptera takimindaki depolanmis tahil zararlilari, dogrudan tanelerle
beslenirler. Boylece tahili mantar kolonizasyonuna ve mikotoksin kontaminasyonuna
yatkin hale getirir.

Bocek-kuf etkilesimleri, kapsamli bir sekilde incelenmistir. Yapilan bir
caligmada A. flavus blyumesine, aflatoksin Uretimine ve bdcek gelisimine yonelik
arastirmalar gergeklestirilmistir. Misir taneleri, iki farkli asilama seviyesinde, yani 10°
ve 10° spor/ml'de A. flavus ile yapay olarak asilanmistir. Hint unu giivesi ve misir biti,
A. flavus igeren ve icermeyen ayri kavanozlarda tahillara bulastirilmistir. 28 gunluk
depolamanin ardindan, sirasiyla lepidopteran ve coleopteran zararlilari ile transgenik
hibritlerde kuru meyve glvesi veya misir kurdunun hayatta kalmadig: tespit edildi. A.
flavus, her iki depo zararlisinda da 6lim oranlarinda artisa, hayatta kalma oranlarinda

azalmaya neden oldugu rapor edilmistir (Julie, 2019).
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Fungal ajan viriilansini iyilestirmek ig¢in, genetik miihendisligi proteazlari
kodlayan genleri asir1 ifade etmek igin kullanilmaktadir. Mikoinsektisitler, kimyasal
insektisitlere cevresel olarak kabul edilebilir bir alternatif olarak bir¢cok haserenin
kontroll icin kullanilmaktadir. Son zamanlarda yapilan g¢alismalarin temel amaci,
6ldurme hizim1 artirmak ve bdylece bu biyokontrol ajanlarmin ticari etkinligini
gelistirmek olmustur. Bu, biyolojik pestisitlerin iyilestirilmesi i¢in muazzam bir
potansiyele sahip oldugu diisiiniilen bir yaklasim olan mantara bdcek 6ldirtict genler
ekleyerek basarilabilir. Yapilan bir c¢alismada Metarhizium anisopliae'den
diizenlenmis bir kutikll parcalayict proteazi (Prl) kodlayan genin ek kopyalari, M.
anisopliae'nin genomuna yerlestirilmis, 6yle ki Prl, Manduca sexta'nin hemolenfinde
yapisal olarak asir1 Uretilerek profenoloksidaz sistemini aktive etmistir. Prl'in birlesik
toksik etkileri ve fenoloksidazin reaksiyon Urlnleri, tasarlanmis mantarla muamele
edilen larvalarin, vahsi tip mantarin neden oldugu enfeksiyonlara kiyasla 6lim
stiresinde %25'lik bir azalma ve gida tuketiminde %40'lik bir azalma sergilemesine
neden oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alisma, genetigi degistirilmis mantarin gevresel
kalicihgr azaltihp ve boylece biyolojik koruma saglanabilecegi potansiyelini
vurgulamast agisindan 6nem arz etmektedir (St. Leger ve ark. 1996).

Tez ¢alismamizda kif mantari olarak ikinci izolatimiz Aspergillus nidulans'dir.
Bu kif mantarlarinin ¢alismamizda 1.5x 10° konsantrasyonunda 2-3 instar P.
interpunctella, larvalarina %30.6-30.4 oraninda etkili oldugunu bulduk. Boceklerden
kaynaklanan tarimsal kayip onemli bir sorundur ve bdceklerin kontroll, sasirtici
derecede basarisiz olan maliyetli bir girisimdir. Mantarlar ve mantar benzeri
organizmalar, ¢ok buyik bir fitopatojen kaynagidir. Ribozomu etkisiz hale getiren
proteinler (RIP'ler), bitki savunma mekanizmalarinda yer alir. Bir ¢alismada bilim
insanlar1 Misir RIP1'in proteolitik aktivasyonunu aragtirmiglardir. RIPL'in bitki
savunmasindaki roltne iliskin dolayli kanitlar, Rhizoctonia solani'ye kars: artan direng
gosteren transgenik proRIP1 titin bitkilerinden elde edilmistir (Maddaloni ve ark.
1997). Bocek besleme caligmalari, proRIP1 ve aktif RIP1'in belirli bdcek gruplarina
kars1 bocek oldirtcu aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Dowd ve ark., 1998).
Ancak, diger yazarlarin proRIP1'in herhangi bir etkinin parcasi olmadigini bildirmistir.
Aspergillus flavus ve Aspergillus nidulans, proteolitik olarak aktif edilmis RIP1 ise in

vitro patojenlerin yayilmasini azalttigini rapor etmislerdir.
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Tez caligmasinda P. interpunctella’dan izole edilen bir diger 6nemli fungus
Actinomucor elegans’tir. Bu kiif mantarlarinin ¢alismamiz da en yuksek doz olan 1.5x
10° konsantrasyonu olarak etkin olarak tespit edilmistir. 2-3 instar P. interpunctella,
larvalarina %15-13.6 oraninda etkili oldugunu bulduk. Bu sonug¢ normal sartlarda bir
zararlinin 6ldirilme oranin biyolojik ajan olarak kullanilmasiin ¢ok geresindendir.
Fungal entomopatojenler, son otuz yilda hem arastirma hem de uygulamada uzun bir
gegmise sahiptir. Bu alanda ¢alisma ve arastirmalar yapan bilim insanlari
Entomopatojenik mantarlarin (EPF'ler) temel ve uygulamali yonlerini gbzden
gecirmektedir. EPF'lerin gelistirilmesine yonelik arastirmalarin ve bazi vaka
calismalarinin tarihini kisaca agiklamakta ve ayrica bu yaklagimin birkag on yil iginde
Diinyada ana akim bir arastirma, yayim ve bitki koruma stratejisi haline gelmek igin
nasil ivme kazandigini agiklamaktadir. 1990'lardan bu yana, her bir tlke bilim insani
yerli suslari izole etmek, suslar1 taramak, farkli bocek zararlilar1 Uzerinde laboratuvar
ve saha analizlerinin yani sira seri Uretim ve uygun formiilasyonlarin gelistirilmesi igin
bu mantarlar (zerinde birka¢ tlr arastirma projesi baslatilmistir. Fungal
entomopatojenlerin ana karakterleri Uzerine 6n c¢alismalar Turkiye'de cok fazla
degildir yapilan ¢alismalar daha c¢ok laboratuvar denemeleri olmaktan Ote
gidememistir.

Karimi ve ark., (2015) tarafindan yapilan bir galismada Anisoplia austriaca'nin
0l0 larvalart Gg yil boyunca bugday tarlalarindan toplanmis ve mantar izolatlari
belirlenmistir. Fungal izolatlar A. elegans var. elegans morfolojik ve kulttrel
Ozelliklere dayali testlerle belirlenmis, turin kimligi, ribozomal DNA'nin ITS (Dahili
Kopyalanmig Aralayici) bolgesinin dizi verileri kullanilarak daha da dogrulanmustir ve
Sporanjiyosporlarin yasayabilirligi, ¢imlenme ortaminda bir spor seyreltme teknigi
kullanilarak degerlendirilmistir. Patojenite (A austriaca. larvalarinda %2100 6lim
orani) ve canlilik testleri (cimlenme: %95,45) A. elegans var. elegans chafer bocegine
kars1 potansiyel bir biyokontrol ajani olarak degerlendirilebilir oldugunu ve
potansiyeli degerlendirmek igin saha deneyleri hala gerekli odugunu rapor etmislerdir
(Karimi ve ark., 2015).

Mukoralean mantarlar, her yerde bulunan, ¢iriiyen organik materyal izerinde
agirlikli olarak saprofit toprak organizmalaridir. Ancak bazi tlrlerin bitkilere,
mantarlara ve hayvanlara parazit yaptigi bilinmektedir (Hoffmann ve ark., 2013).

Actinomucor elegans var. elegans her yerde bulunur ve gesitli bitkilerin (yulaf, arpa,
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misir, bugday, yonca ve serbetci otu) fare ve tavsan pisligi, serbest yasayan kuslarin
yuvalari, tiyleri ve digkilari gibi farkli konakgilardan ve substratlardan izole edilmistir.
(Phalip ve ark., 2006). Ayrica, A. elegans var. A. elegans var ile A. kuwaitiensis
insanlarda ¢esitli vakalarda mukormikozun etiyolojik ajan1 olarak bildirilmistir (Davel
ve ark., 2001; Khan ve ark., 2008).

Termitler, ekinlere ve tarim alanlarina ciddi zararlar vermeleriyle Unli
haserelerdir. Odontotermes obesus (Rambur) (Isoptera: Termitidae), Hindistan
Yarimadasi'nda yaygin olarak bulunan ve ekinlere ciddi zararlar verdigi bilinen bir
tirdur. Actinomucor elegans Benjamin & Hesseltine mantarimin her yerde yaygimn bir
dagilima sahip oldugu ve substratlarin yani sira gesitli konakg¢ilardan izole edildigi
bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismada Haryana'da (Hindistan) bugday bitkilerinin kok
bdlgesinde bulunan topraktan ve 6li termitlerden A. elegans izolatlarini toplanmus,
izolatlar hem morfolojik hem de ITS (dahili olarak transkripsiyonlu ayiric1) bolgesine
dayali molekdler analize tabi tutulmus ve A. elegans olarak dogrulanmigtir. Kimlik
dogrulamasindan sonra, izolatlarm O. obesus'un is¢i kast termitlerine karsi
patojenitesi, her bir termitin sirtina kontrol veya uygun sispansiyonun (0.5 mL) bir
boliminun topikal uygulamasiyla test edilmistir. Patojenite testinin sonuglarina gore,
A. elegans'in O. obesus'un isci termitleri igin son derece patojenik oldugu ve 5x10’
spor mL ile %90 6lim orani kaydedildigi rapor edilmistir. Actinomucor elegans daha
once termitlerden ve 610 arilardan izole edilmisti; ancak, A. elegans'in bu konakgiya
patojenitesi hakkinda ek bilgi mevcut degildir (Batra ve ark., 1973; Zoberi ve Grace,
1990). Ancak A. elegans'in Anisoplia austriaca (Herbst) (Coleoptera: Scarabaeidae)
ve Galleria mellonela L. (Lepidoptera: Pyralidae)'ye karsi etkinligi test edilmistir
(Karimi ve ark., 2015). 1 x 10°® mL™? sporlu A. elegans'n A. austriaca'da %80
mortaliteye neden oldugunu, G. mellonella'ya kars1 etkisiz bulunarak sadece %20
mortaliteye neden oldugunu ortaya koymuslardir. Tim bu ¢alismalar da gosteriyo Ki
A. elegans Coleoptera ve Isoptera takimlar1 Uzerinde oldukca yiiksek oranlarda
patojenik olurken Lepidoptera takiminda %20 gibi ¢ok diisiik oranlarda etkili
olmustur. Tez c¢alismasinda P. interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae)’dan izole
ettigimiz A. elegans literatlr bilgileri ile uyustugu gorulmektedir. Lepidoptera
takiminda elde edilen diisiik patojeniteyi bizim ¢alismamizda da benzer sekilde ortaya
¢ikmustir. Biyoassay ¢alismalarinda en ylksek doz olarak kullanilan 1.5x109 dozu 2-

3.instarlarda %13,6 ile en ylksek 6lim orani kaydedilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu doktora tezi siiresince hem kuru meyvelerde hem de depolanmis hububat ve
mamullerinin en énemli zararlilarindan biri olan Kuru meyve givesi P. interpunctella
(Lepidoptera; Pyralidae) ile biyolojik micadele amagli entomopatojenik organizmalar
izole edilerek tanimlanmistir. Kuru meyve guvesi P. interpunctella, 6zellikle un ve
kuru meyve drinleri olmak Uzere depolanmis tahil Grilnlerinin kozmopolit bir

zararlisidir.

1. Lepidoptera takimina ait olan kuru meyve gulvesi (Plodia interpunctella
Lepidoptera: Pyralidae) ile biyolojik miicadelede kullanilmak tzere dogal boceklerde
hastalik etmeni entomopatojen bakteri ve entomopatojen fungus varligi arastirilmis ve
2020-2023 yillar1 arasinda Ordu, O.D.U. Fen Fakiltesi Molekiile Biyoloji ve Genetik
Bolimu Mikrobiyoloji laboratuvarinda getirilen ve yetistirilen larva ve erginlerden 9

entomopatojen bakterinin ve 4 entomopatojen fungusun varligina rastlanmistir.

2. P. interpunctella’ da tespit edilen entomopatojen suspansiyondan, zenginlestirme
kllturleri yapilarak elde edilen bakterilerden, birbirlerinden farkli olduklar1 g6zlenen
9 izolat tespit edildi ve bunlar teshis testlerine tabi tutuldu. Yapilan morfolojik,
boyama, fizyolojik, biyokimyasal ve molekuler testler sonucunda izolatlarin bakteriler
koloni morfolojik ve ¢ok ¢esitli boyama teknikleriyle, molekiler ¢alismalar 6zellikleri
16 S DNA sekan analizleri, 151tk mikroskobu, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus,
Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Bacillus cereus, Bacillus
zhanjiangensis, Bacillus stratosphericus Methylobacterium sp ve Bacillus spp. (5nolu
bakteri), Bacillus spp. (6nolu bakteri) gibi birbirinden farkli 9 entomopatojen bakteri
bunun yaninda 4 adet entomopatojen fungus Actinomucor elegans., Aspergillus flavus,
Aspergillus nidulans ve Aspergillus sp. izole edilmistir. Bu bakteri ve fungus turleri,
ulkemizde P. interpunctella’da tespit edilen ilk ve tek kayittir.

3. P. interpunctella’ larvalarindan tespit edilen entomopatojen bakteriler ve fungus
tirlerinin 1.5x10°%, 1.5x 107 1.5.x 10® ve 1.5x10° (cfu) koloni/ml degerinde
konsantrasyonler1 hazirlanarak 2-3, 3-4, 4-5 instar larvalar Gzerin biyassay yapilmistir.
Bu uyulamalarm sonugunda en etkili dozun 1.5x10° ve en ¢ok mortalitenin gériindiigii

instar 2-3 oldugu tespit edilmistir.
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4. Tum izolarin zarali Uzrinde sirasiyla farkli bir degerde mortalite oranlar
olusturmustur. Bacillus cereus %94,8, Bacillus licheniformis %70,6, Bacillus pumilus
%65,4 Bacillus, %77,9, Bacillus zhanjiangensis %25,4, Bacillus stratosphericus
%29,2, Methylobacterium sp. %40,6, Bacillus spp. (5nolu bakteri) %67,7, Bacillus
spp. (6nolu bakteri) %45,7 olarak tespit edilmistir. Entomopatojen funguslarin ise
sirasiyla olusturduklar1 mortalite Aspergillus flavus % 30,4, Aspergillus nidulans

%30,4, Aspergillus sp. %18,3, Actinomucor elegans %13,3 olarak tespit edilmistir.

5. Bu zararlidan izole edilen dokuz bakteri ve dort fungus entomopatajen, P.
interpunctella’ 'min larvalari Uzerinde 9025,4-94,8 arasinda bakteriyel mortalite
gerceklesirken larvalar (zerinde %13,3-30,4 arasinda neden olarak patojenik bir

etkiye sahip olduklarin1 gosterdi.

6. Elde edilen entomopatojen bakteri ve funguslarin bu zararli (izerinde olusturdugu
mortalite bazi tlr igin 6nemlidir. Ayrica bazi izolatlar spor ve bazi enzimleri 6rnegin
Kitiniz gibi unsurlar bu 6zellikleri onlar1 biyolojik mucadele alaninda kullanmalarini

giiclendirmistir.

7. Bu tez ¢alismasinda tanimlanan entomopatojenbakteri ve entomopatojenfungus
patojeni, Ulkemizde Plodia interpunctella da tespit edilen ilk patojenler olmasinin yani
sira, ayn1 zamanda Ulkemizde ilk izolatlardir. Bu ylksek doktara tez ¢aligmasi ile
Turkiye igin ilk kez kuru meyve guvesi, Plodia interpunctella (Hiibner)’da dogal
hastalik olusturan bir bazi bakteri patojeni tespit edilmekte, karakterizasyonu ve varhigi

agiklanmaktadir.

8. Bu tez galismalar1 boyunca her test kullanilan, Hint yemek guvesi P. interpunkella
larvalari, TUrkiye'deki depo, diikkan ve evlerde findik, ceviz, yer fistigi, kestane, kuru
incir, kayis1 ve un gibi farkli depolanan drunlerden toplanmistir. Larvalar %80 i¢
findik, %10 bugday unu, %5 maya ve %5 findik yagi (Tablet zararlinin kendisini
cekmesi icin bu sekilde bizim tasarimizdir.) ile beslendi. Biyoassayler bu tablet

tasarimi Uzerinden yapilmustir.

Diinyada ve tlkemizde depolanmis Uriin zararlilariyla miicadele yaygin olarak
kimyasal ilaglarla yapilmaktadir. Kimyasallarin hedef zararli disinda, cevreye,

dogadaki diger yararli canlilara ve insan sagligina olumsuz yondeki etkileri endise
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verici bir durumdur. Tim dinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de tarim ve orman
zararlilarina kars1 yapilan miicadelede, ekolojiye zarar vermesinden 6tlrd kimyasal
kullanimindan vazgecilmeye baslanmistir. Bunun sonucunda ¢evreye ve diger hedef

dis1 canlilara zarar1 olmayan biyolojik micadele 6nem kazanmisti.

Bu doktora tez c¢alismasi sirasinda tespit edilen Plodia interpunctella
(Hiibner)’da patojeni, Ulkemiz ve gesitli diinya ulkeleri igcin 6nemli bir besin ve
ekonomik kaynak olan depolanmus Urlinlerde ¢ok ciddi zararlara neden olan kuru
meyve glvesi Plodia interpunctella ile micadelede kimyasal mucadeleye alternatif
olarak kullanilmalidir. Bu amagla yuksek mortaliteye sahip olan patojeninin kitle
uretimi yapilip patojenite testlerinden gecirildikten sonra gerek ciftcilere gerekse tlzel

kisilere ticari sekilde sunulmalidir.

S6z konusu patojenin kullanilmasiyla hem zararli ile biyolojik miicadele
gerceklestirilmis hem de kimyasal ilaglarin gevreye ve canlilara verdigi zararl
etkilerin de Oniline ge¢ilmis olacaktir. Tez ¢alismalarinda izole edilen bazi basilluslarin
enzim ve spor olusturma 6zelliklerinin oldu biliniyor bu patojenlerin bu 6zellikleri
spesifik Uretilerek larva gelisimine, beslenmeye ve yumurta birakma gibi faaliyetlerine

etkisi arastirilmalidir.

Ayrica, depo zararlis1 olan Plodia interpunctella (Hiibner)’ya bazi ¢alismalarda
entomopatojen nematodlarla yapilan ve oldukga verim alinan miicadele oldugu ve bu
entomopatojen yaninda ikili ve U¢lu sekilde bazi patojen bakterilerin kendileri veya
urunleri verilerek daha yiiksek bir mortalite alindigr bildirmisti. Bu ¢alismada izole
edilen bazi Basillus tirt bakterilerin bu sekilde nematodlarla birlikte zararliya

uygulanabilir

Bu tez ¢alismasmin tlkemiz icin ilk kayit olmasi, bu alanda yapilacak olan
diger c¢alismalara kaynak olacaktir. Bu c¢alisma araciligi ile sunulan bilgiler
kullanilarak, diger depolanmus Ur(in zararlilariyla micadelede yeni patojenik ajanlarin

tespiti mimkun olabilir.
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