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DOĞAL ENTOMOPATOJEN FUNGUSLARIN MORFOLOJĠK VE MOLEKÜLER 

KARAKTERĠZASYONU 

FATMA GÜL ÖZÇELĠK 

 

ÖZ 

Bu çalıĢmada, KahramanmaraĢ‟ın merkez köylerindeki buğday tarlalarından ve BaĢkonuĢ 

ormanlık alanlarından alınan toprak örneklerinden izole edilen entomopatojen fungus 

izolatlarının uygun besiyeri ortamında geliĢim karakteristikleri, morfolojik yapılarının 

mikroskopta incelenmesi ve moleküler karakterizasyon çalıĢması sonucunda Beauveria 

bassiana, Fusarium oxysporum, F. solani, Aspergillus flavus ve Penicillium sp. oldukları 

tespit edilmiĢtir. Morfolojik karakterizasyonda izolatların çimlenme ve hif oluĢturma 

süreleri, koloni geliĢtirme zamanları ve konidi, konidiyofor, phialid ölçümleri yapılırken, 

moleküler karakterizasyonda fungusların 18S ve ITS bölgesi PCR ile çoğaltıldıktan sonra 

gen sekansı yapılmıĢtır. Elde edilen sekans sonuçları Blast programı ile analiz edilerek 

türlerin doğruluğu teyit edilmiĢtir ve Mega 4.1 programı ile filogenetik ağaçları çizilmiĢtir. 
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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF NATURAL 

ENTOMOPATHOGENIC FUNGI  

FATMA GÜL ÖZÇELĠK 

 

ABSTRACT 

In this study, entomopathogen was isolated from soil samples collected from the central 

villages of KahramanmaraĢ wheat fields and BaĢkonuĢ forests. Development 

characteristics of isolates on artificial medium, microscopic examination of the 

morphological structures and molecular characterization were performed Beauveria 

bassiana, Fusarium oxysporum, F. solani, Aspergillus flavus and Penicillium sp. were 

identified. Time of germination and hyphae production, colony color and development, 

shape of conidi, conidiophor and phialid were used for morphological characterizations. 

18S and ITS region nucleotide sequences were used molecular characterization of fungal 

isolates. Observed sequence results were compared with database sequence using Blast and 

phylogenetic tree was drawn using Mega 4.1 software. 
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DOĞAL ENTOMOPATOJEN FUNGUSLARIN MORFOLOJĠK VE MOLEKÜLER 

KARAKTERĠZASYONU 

 

ÖZET 

Tarımsal ürünlerin üretim ve depolanması sırasında 1/3‟lük kısmının böcekler tarafından 

tüketilmesi nedeniyle bu zararlılara karĢı etkin bir mücadele yöntemi uygulanması 

gerekmektedir. GeniĢ spektrumlu ilaçların yoğun ve geliĢigüzel kullanılması sonucu çevre 

ve insan sağlığına verdiği olumsuzluklar ve yan etkileri kendini sıkça göstermektedir. Bu 

yüzden tarımda zararlı böceklere karĢı alternatif yöntemlerin geliĢtirilmesi önem arz 

etmektedir. Zararlı böceklerin kontrolünde etkin bir yöntem olan biyolojik mücadelede 

predatör ve parazit kullanmanın yanında fungus, virüs, bakteri, protozoa ve nematodlar 

gibi etkili, çevreye ve insan sağlığına dost mikrobiyal patojenlerde kullanılmaktadır. 

Entomopatojen funguslar, tarım zararlısı böceklerde hastalık etmeni olan patojenlerden en 

yaygın gözlenenleridir. Uygun ortam koĢulları altında fungal hastalıkların görülmesi 

belirgin epizootiğe yol açar ve geniĢ alanlarda spesifik zararlı böcek popülasyonunu azaltır. 

Entomopatojen funguslar ile ölmüĢ böcekler çoğunlukla bulundukları bitki üzerinden 

toprağa düĢecekleri için toprak ortamı önemli fungus rezervini oluĢturur ve abiyotik ve 

biyotik faktörlerden koruyarak uzun süre canlılıkların korunmasını sağlar. ÇalıĢmamız da 

KahramanmaraĢ‟ın merkez köylerindeki buğday tarlalarından ve BaĢkonuĢ ormanlık 

alanlarından alınan toprak örneklerinden izole edilen entomopatojen fungus izolatlarının 

uygun besiyeri ortamında geliĢim karakteristikleri, morfolojik yapılarının mikroskopta 

incelenmesi ve moleküler karakterizasyon çalıĢması sonucunda 14 tanesi Beauveria 

bassiana, 9 tanesi Fusarium oxysporum, F. solani, 4 tanesi Aspergillus flavus ve 1 tanesi 

ise Penicillium sp. oldukları tespit edilmiĢtir. Sonuçlar Blast programı ile düzenlenmiĢ ve 

Mega 4.1 programı ile filogenetik ağaçları çizilmiĢtir. 
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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF NATURAL 

ENTOMOPATHOGENIC FUNGI  

 

SUMMARY 

Insects were consume 33 % of the agricultural products during production and storage 

stage so efficient method should be applied against these insects. As a result of intensive 

and indiscriminate use of broad-spectrum drugs shows negative and adverse effects on 

human health and the environment frequently. Therefore, the development of alternative 

methods against harmful insects is very importance in agriculture. Biological control is 

very effective aganist harmful insects. In additon predators and parasites use, environment 

friendly and safe microbial pathojens suc as viruses, bacteria, protozoa and nematodes coul 

be use. Entomopathogenic fungi are the most common pathogens to agricultural pests and 

insects. Under appropriate conditions fungal diseases make epizotic effect and  reduce 

specific harmful insect populations and large areas. Entomopathogenic fungi and dead 

insects present in soil and it provide protection for fungi from abiotic and biotic factors for 

along time.   

In this study, entomopathogen was isolated from soil samples collected from the central 

villages of Kahramanmaras wheat fields and Baskonus forests. Development 

characteristics of isolates on artificial medium, microscopic examination of the 

morphological structures and molecular characterization were performed Beauveria 

bassiana (14), Fusarium oxysporum (8), F. solani (1), Aspergillus flavus (4) and 

Penicillium sp. (1) were identified.. Observed sequence results were compared with 

database sequence using Blast and phylogenetic tree was drawn using Mega 4.1 software. 
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1. GĠRĠġ 

AltmıĢ yılı aĢkın süredir böcekleri, otları ve bitki hastalıklarını kontrol etmek için 

kimyasal pestisitler yaygın olarak kullanılmıĢtır. GeniĢ spektrumlu ilaçların yoğun ve 

geliĢigüzel kullanılması sonucu çevre ve insan sağlığına verdiği olumsuzluklar ve yan 

etkileri kendini sıkça göstermektedir. Bu yüzden tarımda zararlı böceklere karĢı alternatif 

yöntemlerin geliĢtirilmesi önem arz etmektedir.  

Biyolojik mücadele, doğal düĢmanları kullanarak zararlının zararlı etkisini azaltan ya 

da ortadan kaldıran bir mücadele yöntemidir (Charaduttan ve ark., 2002). Biyolojik 

mücadele yöntemi, parazit, predatör ve faydalı mikroorganizmaların (funguslar, bakteriler, 

virüsler, nematodlar, riketsiyalar ve protozoalar) yanında faydalı hayvanların (böcek, akar, 

kuĢ vb.) da kullanıldığı doğal bir yöntemdir. Gelecekte kimyasal mücadelenin yerini 

biyolojik mücadelenin alacağı kaçınılmazdır. Fakat zirai mücadele ilaçlarından bugün için 

vazgeçilememesinin nedeni, bu ilaçlara alternatif bir mücadele yönteminin tam anlamıyla 

geliĢtirilememesidir. GeliĢtirilecek alternatif mücadele yöntemlerinde kullanılacak 

biyolojik mücadele etmenleri, en az kimyasal pestisitler kadar etkili olmalı, çevreye zararlı 

olmamalı, büyük bir maddi külfet getirmemeli ve çevrede kalıntı bırakarak insanları, 

gelecek nesilleri ve diğer canlıları tehdit etmemelidir. 

Entomopatojenler (böceklerde hastalık yapan mikroorganizmalar), klasik kimyasal 

pestisitler ile karĢılaĢtırıldığında insanlar ve diğer hedef dıĢı organizmalar için güvenli, 

gıdalarda kalıntı bırakmayan ve doğada var olan diğer doğal düĢmanları koruyan  doğal bir 

mücadele yöntemidir (Lacey ve ark., 2001).  

Entomopatojen funguslar (EPF), böceklerde hastalık etmeni olan patojenler içinde 

tür sayısı, geniĢ konukçu spektrumu, dıĢarıdan kolaylıkla teĢhis edilebilmeleri ve yaygın 

biçimde gözlenebilmeleri açısından oldukça avantajlı bir gruptur. Bu avantajlarının 

yanında elde edilen fungus izolatlar izole edildiği böcek konukçusunda yüksek patojenite 

gösterdiğinden izolat bazında oldukça spesifik biyolojik mücadele etmenleridirler ve bu 

özellikleri biyolojik mücadelede kullanımları açısından grubunun önemini artırmaktadır 

(Leger ve ark., 2009). Uygun ortam koĢulları altında fungal hastalıkların görülmesi belirgin 

epizootiğe yol açar ve geniĢ alanlarda spesifik zararlı böcek popülasyonunu azaltır. Diğer 

patojenlerden farklı olarak, funguslar böceklere kütiküla yoluyla bulaĢır. EPF ile ölmüĢ 

böcekler çoğunlukla bulundukları bitki üzerinden toprağa düĢecekleri için toprak ortamı 

önemli fungus rezervini oluĢturur. Toprak ortamı aĢırı biyotik ve abiyotik faktörlere karĢı 
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tampon görevi görür ve aynı zamanda ultraviyole ıĢınlardan koruması sebebi ile 

fungusların uzun süre canlı kalmalarını sağlar (Sun ve ark., 2007).  Sıcaklık, pH, organik 

içerik, nem, mineraller gibi toprağın özellikleri fungusun kalıcılığında ve aktivitesinde 

önemli rol oynar (Asensio ve ark., 2003). Sıcaklık, entomopatojenlerin çevrede ya da 

konak böcek üzerinde çimlenmesini, yayılmasını etkileyebilir. Yüksek sıcaklık zararlı 

böcek üzerinde fungusun bağlantı kurmasını engelleyebilir ya da azaltabilir, böceğin 

içerisine yayılmıĢ bir fungusun ise çoğalmasını hızlandırabilir. Nem, entomopatojenlerin 

hayatta kalabilmesi için çok önemli bir faktördür. Konak kutikulası üzerinde sporun 

çimlenmesi ve ölmüĢ konağın dıĢında sporulasyonun gerçekleĢmesi için nem faktörü çok 

gereklidir. Yüksek sıcaklık ile düĢük ya da yüksek nem birleĢtirildiğinde fungal sporların 

kalıcılığını ve yayıla bilirliğini etkiler (Zimmermann, 2007). 

Tahıl ürünlerinde zarara sebep olan ağustos böceği üzerinde enfeksiyona sebep olan 

yeĢil muscardine adında da bilinen Metarhizium anisopliae (Metschnikoff ) Sorokin ilk kez 

19. yy sonlarında tanımlamıĢtır. Bu elde edilen sonuç sonrasında böceklerin kontrolü 

çalıĢmalarında mikroorganizmaların kullanılabileceği öne sürülmüĢtür. O zamandan beri 

yüzlerce fungus tanımlanmıĢ ve çeĢitli zararlı böcek ve otların biyolojik kontrolünde 

geliĢtirilmiĢtir (Jackson ve ark., 2009). Yapılan tuzak-böcek çalıĢmalarında, toprakta 

Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces ve Tolypocladium cinslerine ait olan sporların 

varlığı tespit edilmiĢtir (Sevim ve ark., 2009). EPF‟ların bazı türleri çok geniĢ böcek 

popülasyonu üzerinde enfeksiyon oluĢtururken bazı türler ise sadece özel konaklar 

üzerinde enfeksiyon oluĢtururlar.  Örneğin, Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin ve 

M. anisopliae birçok böcek üzerinde hastalıklara sebep olurken, Coelomomyes opifexi 

(Pillai ve Smith) ise sadece iki sivrisinek türünde enfeksiyon oluĢturur (Goettel ve ark., 

2010).  

1.1. EPF’lerin Konak Üzerinde Enfeksiyonu 

EPF‟lar hayatta kalabilmeleri için fungus, konak ve çevre arasındaki hassas dengeyi 

korumaya ihtiyaç duyarlar. Enfeksiyona sebep olmak için bakteriler ve virüsler gibi 

sindirilmeye ihtiyaç duymazlar, doğrudan kutikulaya penetrasyon ile enfekte ederler 

(Leger ve ark., 2009). Fungusların baĢarılı bir Ģekilde geliĢtirilmesi için çevresel faktörler 

çok önemlidir. Bütün çevresel faktörler mikopatojenlerin enfekte özelliğini etkiler ve 

bunlar içerisinde en önemli olanı nem faktörüdür. Eğer nem faktörü çevrede çok düĢük ise, 

böcek fungus tarafından öldürülse de asla dıĢ sporülasyon oluĢmaz (Talwar, 2005). 



 

3 

 

 EPF‟lerin çoğunda enfektif birim konidi veya sporlardır.  Rüzgar ve yağmur gibi 

etmenlerin yardımıyla konak böceğin kutikulası üzerine gelen konidiler uygun çevresel 

durumlar altında konak kutikulası ile bağlantı kurunca kütikulaya giriĢ organı olan 

apressoriumdan çimlenme tüpleri ya da enfeksiyon kancası çıkarırlar. Bu yapılar kitinaz, 

proteaz ve lipaz gibi kutikulayı ayrıĢtıran kompleks enzimleri salgılar. Bu durum ise, 

çimlenme tüpünün hemosölde ve yağlı vücutta yayılmasını kolaylaĢtırır. Aynı zamanda 

birçok entomopatojen fungus apressorium oluĢumu boyunca müsilaj salgılar. Bu musilaj 

salgısı ise kutikula yüzeyine apressorial yapısının bağlanmasını sağlar. Müsilaj‟ın nem 

çekme özelliği vardır ve elveriĢli bir çevre ortamı yaratırlar.  Hemosölün içerisinde yayılan 

hifler besinleri tüketir, çoğalmaya devam eder. Hemosöl içeriği tükenince konak böcek 

ölür ve sonra fungus çimlenir  (Talwar, 2005). Uygun çevresel koĢullar altında fungus 

konak içinde çoğalır ve kutikula dıĢına çıkar (ġekil 1.1). DıĢarıda spor ya da benzer yapılar 

oluĢturarak çevreye yayılır. Eğer ortam Ģartları yayılmaya uygun değilse fungus hayatta 

kalabilmek için dinlenme evresine geçer. Fungusun çoğalması ve hayatta kalabilmesi 

konak ve çevre bu yüzden çok önemli bir noktayı oluĢturur (Goettel ve ark., 2010). 

Biyolojik mücadele etmeni olarak fungusların kullanılmasında bir böceğin 

davranıĢları doğrudan etkilidir. Böcek ve entomopatojen fungus arasındaki etkileĢimde iki 

önemli nokta vardır. Bunlardan ilki; hedef böceğin fungal patojeni bulması ve ondan 

kaçınması, ikincisi ise; konak böcekler arasında fungal patojenlerin yayılmasıdır. Böceğin 

davranıĢları enfeksiyonun olup olmayacağını etkileyebilir aynı zamanda enfeksiyon 

oluĢma ihtimalini artırıp ya da azaltabilir (Baverstock ve ark., 2010).  

Enfeksiyon sürecinde fungal patojenlerin metabolitlerinin de ilgisi vardır. Biyo-krom 

(örneğin; bassianin ve tenellin) ya da dibezokinin (örneğin; oosporin) gibi pigmentler 

böcek vücudunda renk değiĢiminden sorumludur. EPF‟lerin çoğunun ürettiği toksinler 

böcekler için zehir olarak davranırlar ve böceği öldürürler (Talwar, 2005). 
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ġekil 1.1. EPF‟lerin enfeksiyonunun Ģematik gösterimi (Deacon, 1983) 

1.2. EPF’lerin Morfolojik Tanımlanması 

EPF‟ların teĢhis ve tanımlanmasında anatomik, morfolojik, bazen de kimyasal 

özellikler kullanılır. Fungal entomopatojenlerin çoğunluğu temel teĢhis karakterleri ile 

hızlıca tanımlanmasına rağmen B. bassiana, M. anisopliae ve Verticillium lecanii 

(Zimmerman) Viegas gibi türlerin tanımlanması kompleksdir ve onların morfolojik, 

patolojik ve diğer karakteristik özellikleri onları tanımlamada önemli faktörlerdir 

(Humber,1997). Örneğin; Beauveria türleri, genellikle yavaĢ büyüyen, ince tüylü, ilk 

zamanlar besi yerinde beyaz daha sonraları hafif sarımsı renge dönüĢen, zig zag bir eksen 

ya da diz gibi çıkıntı üzerinde tek hücreli konidia‟nın simpodial geliĢmesiyle karakterize 

edilirler. Aspergillus türleri, genellikle hızlı büyüyen, kahverengi yeĢil tonlarında 

Fungus sporlarının böcek kutikulası üzerine 
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konidisporlar üzerinde yoğun bir Ģekilde oluĢurlar. Fusarium türlerinde koloniler genellikle 

hızlı büyür, 4 gün içinde koloni çapları 4.5 cm olabilir. Koloniler genellikle soluk veya 

türüne göre parlak renkli olabilir. Aynı hif üzerinde iki farklı konidiyum yapıları vardır. 

Bunlardan tek hücreli olanlar hif üzerinde çeĢitli yerlerde, küçük oval, yuvarlak ya da 

armut Ģeklinde olabilirler ve bu yapılara mikrokonidia denir. Bunun yanında çok hücreli 

mekik gibi olan yapılara ise makrokonidia denir. Penicillium türleri ise, kolonileri 

genellikle çok hızlı büyüyen, yeĢil tonlarında geliĢim gösteren konidisporları çok yoğun 

oluĢan türlerdir. 

Kanada‟da yapılan bir çalıĢmada klasik yöntemlerle Metarhizium cinsinin kültür 

ortamındaki morfolojik özellikleri ve sporların mikroskop incelenmesi yapılarak 

tanımlanmıĢtır. Ancak spor büyüklükleri geniĢ oranda çakıĢmıĢ ve diğer özellikler 

Metarhizium cinsleri arasında ki taksonomik iliĢkileri belirlemede kesin sonuçlar 

vermemiĢtir. ÇeĢitli çevresel ve fizyolojik durumlar altında farklı morfolojik özellikler 

sergilemeleri sebebi tanımlamada zorluklar ortaya çıkarmıĢtır (Entz ve ark., 2005). Assaf 

ve ark. (2011) Beauveria brogniartii (Sacc.) Petch. üzerinde yaptıkları çalıĢmada fungusun 

besi yeri ortamında geliĢimleri, geliĢim esnasında koloni rengi, koloninin çapı, sporların 

Ģekli gibi özellikleri inceleyerek bu türü tanımlamaya çalıĢmıĢlardır. Bu metotlar temelde 

hala kullanılmasına rağmen fungusların bütün alanlarda teĢhisinde moleküler tekniklere 

doğru artan bir yönelim vardır (Atkins ve Clarck, 2004). 

Farklı habitatlarda bulunan organizmalar birbirlerinden farklı değiĢimler 

gösterebildiğinden, aynı türe ait organizmalar bile farklı morfolojik ve anatomik özellik 

gösterirler. Morfolojide görülen farklılıklar, genetik çeĢitliliğin bir kısmını oluĢturduğu 

gibi genetik çeĢitliliğin büyük bir kısmı da morfolojide görülmemektedir. Genotip-çevre 

etkileĢimi ve bir karakterin birden fazla lokus tarafından belirlenmesi gibi etmenler 

yüzünden morfolojiden elde edilen bilgiler, genetik farklılıkları belirlemede etkili 

olamazlar. Bu yüzden entomopatojenik fungusların teĢhis ve tanımlanmasında, morfolojik 

özelliklerin yanında moleküler tekniklerde etkili olmaktadır.  

1.3. EPF’lerin Moleküler Tanımlanması 

Günümüzde moleküler teknikler pek çok alanda kullanılmakta ve yapılan 

çalıĢmaların güvenilirliğini artırmaktadır (Soylu ve Gönülol, 2012). Moleküler nükleik asit 

tekniklerinin geliĢmesi, fungal sistematiğinde devrim yaptırmıĢtır. Uygulanan DNA 
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teknikleri bireyleri tanımlamak ayrıca bireyler arasındaki taksonomik ve filogenetik 

iliĢkileri belirlemek için genetik markörlerin analizlerine izin verir (Edel, 1998). 

Organizmalar arasında ki filogenetik iliĢkileri belirlemede kullanılacak genin bütün 

organizmalarda bulunması, atalarını düzgün bir biçimde yansıtması, farklı genetik kökenler 

arasında geçiĢlere izin vermemesi ve gen bölgesinin özel olarak korunması lazımdır. Doğru 

filogenetik analizler için dizilerin hizalanması önemli bir noktayı oluĢturur ve bu yüzdende 

korunmuĢ dizi ve yapılar dizilerin hizalanmasında önemli dönüm noktasını oluĢturur. 

Ribozomal RNA genlerinin nükleotid dizilerinin karĢılaĢtırma çalıĢmaları taksonomik 

aĢamaların geniĢ çaplı filogenetik iliĢkilerini analiz etmek için fayda sağlar. SSU rRNA 

dizileri mikrobiyal tanımlamalar için iyi bir standarttır ve organizmalar arasındaki evrimsel 

iliĢkiler için anlam çıkartmada önemlidir (Pace, 2009). 18S rDNA dizileri evrimsel 

iliĢkilerde yavaĢtır ve ilgili organizmaları ayırt etme çalıĢmalarında oldukça kullanıĢlı 

bölgelerdir (White ve ark. 1990). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), özel DNA 

dizilerinin, uygun primerlerin kullanımıyla in vitro Ģartlarda enzimatik olarak çoğaltılması 

tekniğidir (Erlich, 1989). PCR reaksiyonunun ortaya çıkması, moleküler sistematikte yeni 

uygulamaların geliĢmesine öncülük etmiĢtir. Bu teknik spesifik DNA dizilerinin 

çoğaltılmasına izin verir ve hedef DNA‟nın mikrogram miktarında hızlı bir Ģekilde bir 

veya daha fazla DNA parçalarından milyonlarca kopyasının üretilmesine izin verir (Edel, 

1998). PCR temelli uygulamalar organizmaları karakterize etmek için büyük fayda sağlar 

ve EPF‟lerin türlerini ve filogenesini anlamamıza yardımcı olur (Meyling, 2008). 

rRNA eski, fonksiyonel olarak sabit, evrensel olarak yaygın ve filogenetik farkı, 

ölçülü bir Ģekilde koruyabilen bir moleküldür. Protein sentezinin oldukça eski ve tüm 

organizmalarda ortak bir özellik olmasından dolayı organizmalar arasındaki evrimsel 

iliĢkiyi ayırt edebilmek için rRNA‟lar üstün moleküllerdir ve taksonomik ve filogenetik 

çalıĢmalarda rDNA dizileri sıklıkla kullanılır. Farklı taksonlardaki organizmaları 

karĢılaĢtırmaya izin verir. Ayrıca rRNA gibi büyük bir moleküldeki olasılıkların sayısı 

oldukça fazladır ve iki dizi arasındaki benzerlikler filogenetik bir iliĢkiyi iĢaret etmektedir. 

rRNA dizi analizlerinin sonuçları ve moleküler genetik çalıĢmalar organizmalar arasındaki 

doğru evrimsel iliĢkileri yansıtacak Ģekilde filogenetik ağaçların elde edilmesini 

sağlamıĢtır (Kılıçoğlu ve Özkoç, 2008). 

Çekirdek genomu ve mitekondriyal genom, funguslar ve diğer ökaryotlar‟da 

rDNA‟nın yerlerini oluĢturur. Funguslarda çekirdek rDNA (ġekil 1.2) ardıĢık tekrarlanan 

rDNA birimleri olarak organize olmuĢtur. Fungal çekirdek rRNA genleri her genomda 
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birkaç yüz kopyası olan, ardıĢık tekrarlanan yapılar olarak düzenlenmiĢtir. Her bir birimde 

üç rRNA geni bulunmaktadır:  küçük rRNA geni (18S), 5.8S rRNA geni ve büyük rRNA 

geni (28S). 

 

ġekil 1.2 Funguslarda rDNA bölgesi (White ve ark.,1990) 

Kodlanmayan iki değiĢken bölgeden meydana gelen ITS bölgesi, oldukça korunmuĢ 

küçük alt birim (SSU) ile 5.8S alt birimi arasında (ITS1 bölgesi) ve de büyük alt birim 

(LSU) rRNA genleri ile 5.8S alt birimi arasındaki bölgede (ITS2) yer almaktadır.  

Taksonomik çalıĢmalarda rRNA genleri arasında yer alan 5S bölgesi kullanılmıĢtır. 

Özellikle birbirine uzak olan organizmalar arasındaki iliĢkiyi belirlemede bu bölgeden 

faydalanılır. 18S rRNA dizileri grupların ve daha yüksek aĢamaların taksonomik ve 

evrimsel iliĢkilerinde sorulara cevap bulmada kullanıĢlıdır. 18S rDNA bölgesini fungal 

sınıflar içindeki filogenetik iliĢkileri belirlemede kullanılır (Edel, 1998). 

ÇalıĢmamız genel olarak KahramanmaraĢ ovasında buğday ekimi yapılan 

topraklardan ve KahramanmaraĢ BaĢkonuĢ ormanlık alanlarındaki toprak örneklerinden 

izole edilen EPF‟lerin klasik ve moleküler karakterizasyonunu amaçlamaktadır. Böylece, 

farklı iki habitattan elde edilen aynı türe ait farklı izolatların ve farklı tür entomopatojenik 

fungusların kültür ortamında geliĢimi, morfolojik ve moleküler karakterizasyonu ile 

karĢılaĢtırması amaçlanmaktadır.   
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2. ÖNCEKĠ ÇALIġMALAR 

2.1. Yurt Ġçinde Yapılan ÇalıĢmalar 

Türkiye koĢullarına adapte olmuĢ entomopatojenler ile ilgili az sayıda çalıĢma 

bulunmaktadır. Bu çalıĢmaların birçoğunu entomopatojenik bakterilerin (Aslım ve ark. 

2002; Demir ve ark., 2002; Nalçacıoğlu, ve ark., 2002; Apaydın ve ark., 2005; Sezen ve 

Demirbağ, 2007a; Sezen ve Demirbağ, 2007b; Çınar ve ark., 2008), virüslerin (Yaman ve 

ark., 2001; Sezen ve Demirbağ, 2006) ve nematodların (Özer ve ark., 1995; Susurluk ve 

ark., 2001; Hazır ve ark., 2003a; Hazır ve ark., 2003b) izolasyonu ve karakterizasyonu 

oluĢturmaktadır. Entomopatojen funguslar ile yapılan çalıĢmalar oldukça sınırlı sayıda 

olmakla beraber sadece belirli zararlı böceklerde izolasyonu ve etkisi araĢtırılmıĢtır. 

Orta Anadolu bölgesinin merkezinde sünelerin kıĢı geçirdikleri bölgelerde 

entomopatojen fungusların bu zararlılar üzerinde ki etkileri araĢtırılmıĢtır. Funguslar 

içerisinde B. bassiana en yaygın böcek patojenidir ve yüksek oranlarda ölümlere sebep 

olur. Yapılan çalıĢma sonucunda sünelere  B. bassiana‟nın % 77.7-55.8 oranında ölümlere 

sebep olurken Mucor sp., Alternaria sp., Penicillium sp. ise düĢük oranlarda ölümlere 

sebep olduğu belirlenmiĢtir (Kocatürk ve ark., 1998). 

ġahin (2006) yaptığı çalıĢmada Kürtül, Karacasu ve ġekeroba yörelerinden alınan 

topraklardan G. mellonella ve T. pityocampa larvaları kullanılarak tuzak böcek yöntemi 

ile izolasyon sonucunda toplam 35 entomopatojen fungus elde edilmiĢtir; bunların 16 

tanesi Paecilomyces cinsine, 19 tanesi Beauveria cinsine aittir.  

Kıvan (2007), laboratuar Ģartlarında süne, Eurygaster integriceps Puton, erginleri 

üzerinde yapmıĢ olduğu çalıĢmalarda 4 tane B. bassiana ve 1 tane M. anisopliae var 

anisopliae izolatlarını denemiĢtir. B. bassiana izolatlarından biri Tekirdağ orijinli diğer üçü 

ise ARSEF koleksiyonundan (5665, 1394, 6444) temin edilmiĢtir. Her bir izolatın tek dozu 

(10-6) erginlere 5 saniye süre uygulanmıĢ ve B. bassiana‟ya maruz kalan süne erginlerinin 

%82,5‟inde, M. anisoplia‟ya maruz kalan süne erginlerinin ise %100‟nün 8 gün sonra 

öldüğü tespit edilmiĢtir. Kontrol grubu ile uygulama grubu arasında istatiksel olarak fark 

olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Bu çalıĢma bize KahramanmaraĢ ilinde süne zararlılarına 

karĢı entomopatojen fungusların uygulanabilirliği hakkında umut vermiĢtir. 

Er ve ark. (2008), doğu Akdeniz bölgesinde 2004-2005 yıllarında Coccinellidlerin 

doğal hastalık etmeni olan entomopatojen fungusları belirlemek üzere çalıĢma 
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yürütmüĢlerdir. Coccinellidlerin patojenleri olarak Beauveria ve Paecilomyces türleri 

saptanmıĢtır.  

KahramanmaraĢ bölgesinde (Türkoğlu, Göksun, Sekeroba, Elbistan, Pazarcık) 2003-

2005 yıllarında, Er ve Mart (2009) arazi çalıĢmalarından topladıkları böceklerden ve toprak 

örneklerinden tuzak böcek (G. mellonella larvası) yöntemi ile entomopatojenik fungusların 

belirlenmesine yönelik çalıĢma yapmıĢlardır. Bu çalıĢma sonucunda, yaprak bitlerinde 

Pandora sp. Humber (Entomophthoraceae), Hypera postica (Gyll.) (Curculionidae: 

Coleoptera) larvalarında Zoophthora sp. Batko (Entomophthoraceae) ve H. postica 

erginlerinde Beauveria sp. cinsine ait funguslar belirlenmiĢtir. Toprak örneklerinden en 

çok Beauveria cinsine ait funguslar ile Isaria (=Peacilomyces) ve Metarhizium cinsine 

bağlı entomopatojenik fungusların izolasyonu yapılmıĢtır.  

Kılıç ve ark. (2009), seralarda ve tarım arazilerinde zararlı olan beyazsineğe [Bemisia 

tabaci Gennedius, (Homoptera: Aleyrodidae)] karĢı kimyasal pestisit (cypermethrin) 

kullanımına alternatif olabilecek mücadele yöntemlerini araĢtırmak için 15 B. bassiana 

izolatlarını denemiĢlerdir. Bu izolatlardan 10 tanesi Türkiye‟nin çeĢitli bölgelerindeki 

topraktan (Tokat, Erzurum ve Kayseri) izole edilmiĢ, 5 tanesi ise ARSEF–USA‟den temin 

edilmiĢtir. Yapılan çalıĢmalar sonucunda B. bassiana‟nın beyazsineğin kontrolünde 

cypermethrin‟e göre etkisinin az olduğu fakat farklı entomopatojenik fungus ve izolatların 

denenmesi ile alternatif bir kontrol ajanı olabileceğini tespit etmiĢlerdir.  

Fındık yetiĢtiriciliğinin çok olduğu arazilerde entomopatojenik fungusların topraktaki 

dağılımını belirlemek için yapılan çalıĢmada Galleria larvaları kullanılmıĢtır. Bu çalıĢma 

sonucunda örneklenen toprakların % 20.59‟unda entomopatojenik fungus bulunmuĢtur. 

Morfolojik, ITS dizileri, 18S ve EF1- α genleri temel alınarak yapılan çalıĢma sonucunda 

B. bassiana, B. bassiana cf. bassiana, M. anisopliae var. anisoplia, Metarhizium sp., I. 

fumosoroseus ve Evlachovaea sp.  türleri teĢhis edilmiĢtir.  Bu funguslar fındıkta önemli 

zararlı olan Melolontha melolontha (L.)‟a karĢı test edilmiĢ ve tüm fungusların patojenik 

olduğu fakat M. anisopliae var. anisoplia ve Evlachovaea sp. insektisit aktivitesinin daha 

çok olduğu belirlenmiĢtir. Bu çalıĢma sonucunda M. melolontha‟ya karĢı entomopatojenik 

funguslar iyi bir biyolojik kontrol ajanı olabileceği vurgulanmıĢtır (Sevim, 2010). 

B. bassiana ve M. anisopliae var. anisopliae dünya çapında kullanılan mikrobiyal 

mücadel etmenleri içerisinde en yaygın olanlarıdır. Bu iki önemli türün genetik 

çeĢitliliğinin değerlendirilmesi etkili biyolojik mücadele stratejilerinin geliĢtirilmesi için 
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faydalıdır. Bu çalıĢmada Türkiye‟de fındık yetiĢtirciliği yapılan bölgelerden izole edilen 13 

B. bassiana ve 33 M. anisopliae var. anisopliae‟nın genetik çeĢitliliği AFLP ve α ve β 

izoenzimlei kullanılarak bulunmuĢtur. AFLP analizleri hem B. bassiana hem de M. 

anisopliae var. anisopliae izolatlarını 3 ve 4 farklı grup içerisinde yerleĢtirmiĢtir. α ve β 

esteraz bant çiftleri M. anisopliae var. anisopliae için net bir Ģekilde ayırırken, B. bassiana 

için yeterli bir bilgi vermemiĢtir (Sevim ve ark., 2010). 

Isaria farinosa (Holm ex S. F. Gray) ve B. bassiana izolatlarının 1x10
6
 ve 1x10

8
 

konidia konsantrasyonu altında ve % 70 ve %95 nem faktörü altında Aelia rostrata Boh. 

(Hemiptera: Pentatomidae) üzerine etkileri araĢtırılmıĢtır. Yapılan çalıĢma 27±1 

sıcaklığında, 16 saat ıĢık, 8 saat karanlık periyodunda yapılmıĢ ve 6, 9, 12. günler sonunda 

ölüm oranları belirlenmiĢtir. Deneyler sonucunda entomopatojenlerin her ikisi de hem %95 

nem faktöründe hem de 1x10
8
 konidia konsantrasyonu altında en etkili sonuca varmıĢtır.  I. 

farinosa % 70 nem faktörü altınsa 12. günün sonunda ölümlere sebep olurken, B. bassiana 

9. günün sonunda  %100 ölümlere sebep olmuĢtur. Bu sonuçlar doğrultusunda A. rostrata 

üzerine yapılan çalıĢmada B. bassiana I. farinosa‟ya göre daha etkili olduğu belirlenmiĢtir 

(MuĢtu ve ark., 2011). 

Türkiye‟de tarım ve orman zararlıları ile mücadelede entomopatojenlerin varlığı 

araĢtırılarak ülkemizde biyolojik kaynaklı preparatların üretimine yönelik çalıĢmalara hız 

kazandırılmalı ve entegre mücadele kapsamında kullanılacak alternatif entomopatojen 

preparatların sayısı arttırılmalıdır.  

2.2. Yurt DıĢında Yapılan ÇalıĢmalar 

Günümüzde yeni tür ve izolat bulmayı amaçlayan çok sayıda araĢtırma sürmekte ve 

bunların bazılarından yeni türler elde edilmektedir (Stock ve ark.  1999; Griffin ve ark. 

2000; Liao ve ark. 2001). Zararlı bir böceğin mücadelesinde mikrobiyal ajanların 

hedeflenen böceğe yüksek patojenite göstermesi ve her ülkenin kendi koĢullarına adapte 

olmuĢ izolatların kullanılması kontrol yüzdesini arttırmaktadır (Tanada ve Kaya, 1993). 

Boucias ve ark. (2000) yaptıkları çalıĢmada, ITS dizi analizleri, RADP, AFLP ve 

telomorfik parmakizlerinin dâhil olduğu çeĢitli moleküler teknikler doğrultusunda 

entomopatojen fungus olan Nomuraea rileyi (Farlow)‟nin genotipik özellikleri 

araĢtırmıĢlardır.  N. rileyi‟nin 28S ve ITS-5.8S bölgelerinin analizleri bu türün Nomuraea 

anemonoides (A.D. Hocking) ve N. atypicola‟dan ziyade M. anisopliae ve M. 

flavoviridae‟ye çok daha yakın iliĢkili olduğunu belirlemiĢlerdir. 
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Dokuz aylık bir çalıĢma periyodunda sulanmıĢ bitki tarlalarında ve orkidelerin 

yetiĢtiği topraklarda entomopatojenik funguslar Galleria tuzak metodu kullanılarak 

incelenmiĢtir. Toprak örnekleri çalıĢmasında % 33.6 oranında entomopatojenik fungusların 

oluĢtuğu belirlenmiĢ ve bunlar içerisinde ise en yaygın olarak Conidiobolus coronatus 

(Costantin) bulunmuĢtur. Tarla çalıĢmasında bulunan entomopatojenik fungusların 

izolasyonu üzerinde toprağın organik içeriği ve vejetasyon tipi önemli birer özellik olduğu 

belirlenmiĢtir. Yapılan çalıĢma sonucunda C. coronatus‟un tarım yapılan topraklarda 

biyolojik kontrol için iyi bir aday olabileceği ortaya konulmuĢtur (Shtayeh ve ark., 2003). 

Keller ve ark. (2003), iki yıl boyunca, seçici besiyeri ve Galleria tuzak metodu ile 

Ġsviçre‟nin kuzey, doğu, merkez ve güney batısındaki 82 alandan topladıkları toprak 

örneklerinden entomopatojen fungus izolasyonu yapmıĢlardır. Ġki metodun da izolasyon 

oranları birbirine oldukça benzese de Galleria metodunun fungus izolasyonunda daha 

hassas olduğunu vurgulamıĢlardır. Toprak alanların %96‟sında M. anisopliae izole edilmiĢ, 

B.brongniartii sadece konukçu böceği olan M. melolontha‟nın kolonize olduğu alanlar ile 

sınırlı kalmıĢtır. Ayrıca, B. bassiana, Isaria fumosorosea (Wize) ve Conidiobolus sp. gibi 

entomopatojenler de topraktan izole edilmiĢtir.     

Entomopatojenik funguslar orman ve tarımsal ekosistemde oldukça geniĢ alanlara 

yayılmıĢlardır. Ilıman bölgelerde, Filum: Ascomycota (Takım: Hypocreales) ve Altfilum: 

Entomophthoromycotina‟ya (Takım: Entomophthorales) ait birçok fungus Arthropod‟larda 

genellikle enfeksiyona sebep olduğu bilinmektedir (Shah ve Pell,  2003).  

Farklı ekosistemlerin toprakta bulunan entomopatojenik funguların bulunmasına 

etkisini araĢtırmak için Ġspanya‟nın güneydoğu bölgesindeki Alicante ilinde yapılan 

çalıĢmada orman, ekin alanı, doğal ortam ve bahçelerden 61 farklı kısımdan toprak 

örnekleri alınmıĢtır. Böcek patojenlerinden en çok entomopatojen funguslara rastlanmıĢ 

(%32,8) ve bu funguslar arasında en sık B. bassiana (%21) gözlenmiĢtir. M. anisopliae 

(%6,4) ve Lecanicilliun lecanii (Zimmerman) (%4,8) türlerine daha az rastlanmıĢtır. 

Ayrıca B. bassiana, tek toprak örneklerinde en yüksek enfekte yüzdesine sahiptir, 

böceklerin %98‟ini enfekte etmiĢtir (Asensio ve ark., 2003).  

Afrika ve Avustralya‟da çekirgelerin kontrolü için mikopestisit olarak entomopaten 

fungus M.anisopliae var. acridium‟un etkili olabileceği belirlenmiĢtir. M. anisopliae var. 

acridium’un çekirge ve çekirge türleri üzerinde ki enfeksiyonunu tanımlamak için klasik 

olarak enfekte kadavrada fungal geliĢimlerin incelenmesine dayanmaktadır. Çevrede ve 



 

12 

 

hedef dıĢı organizmalarda bu entomopatojenlerin bulunmasının belirlenmesi klasik metot 

yöntemiyle yapılan çalıĢmalara yani kültürlerin geliĢimlerinin incelenmesine ve bunların 

biyolojik testlerine dayanmaktadır.  M. anisopliae var. acridium‟ un bulunması için PCR 

temelli bir teknik geliĢtirilmiĢtir. Fungal DNA‟nın bulunması için PCR temelli teĢhis 

yönteminde ITS rDNA bölgesinden elde edilen primerler kullanılmıĢtır. M. anisopliae var. 

acridium‟a özel 420 baz çifti uzunluğunda bölge çoğaltılmıĢtır. Yapılan çalıĢmada patojene 

özel primerler ile diğer fungal patojenler, bitki patojenleri, mikopatojenler ve saprofitler 

bulunamamıĢtır. Sonuçta, PCR temelli teĢhis yöntemi M. anisopliae var. acridium 

DNA‟sını topraktan ve enfekte çekirgelerden bulunmasında kullanıĢlı bir yöntemdir (Entz 

ve ark., 2005). 

Orta Doğu ve Batı Asya‟da yer alan yedi ülkeden kıĢ aylarında sünelerden 

(Eurygaster ve Aelia türleri), çerçöplerden ve bazı diğer böcek örneklerinden 

Beauveria‟nın 110 izolatı elde edilmiĢtir. Bu izolatların DNA‟sı izole edilerek genetik 

çeĢitliliğini belirlemek ve karakterize etmek için ITS-RFLP, ITS dizileme, ISSR-PCR ve 

AFLP teknikleri kullanılmıĢtır. Yapılan çalıĢma sonucunda ITS-RFLP ve ITS dizilemede 

izolatlar arasında önemli bir fark bulunmazken ISSR-PCR ve AFLP teknikleri ile tür içi 

grupların coğrafik orjinleri ile iliĢkisi belirlenmiĢtir (Aquıno De Muro ve ark., 2005). 

Kalkar ve ark. (2006), yaptıkları çalıĢmada, Endonezya‟da uzun antenli 

çekirgelerden izole edilen IndGH 96 olarak kodladıkları entomopatojenik fungusu 

fenotipik ve moleküler veriler doğrultusunda Paecilomyces reniformis (Bainier) olarak 

tanımlamıĢlardır. IndGH 96 türünü morfolojik özellikler, ITS1-5.8S-ITS2 bölgelerinin 

dizileri, rDNA‟ nın 28S bölgeleri ve tübilin genlerin bir bölümü kullanılarak, laboratuarda 

biyolojik testleri yapılarak kapsamlı bir Ģekilde inceleyerek tanımlamıĢlardır. 

Hypocrealean takımına ait B. bassiana ve M. anisoplia tarımsal ekosistemlerde çok 

geniĢ konukçulara sahiptir. Son zamanlardaki araĢtırma sonuçları, biyolojik kontrol 

stratejisine uygun fungusların ekolojik yönlerini açıklığa kavuĢturmuĢtur. Bu araĢtırmalar, 

ılıman iklimli tarımsal ekosistemlerde, B. bassiana‟nın zeminden yüksek yerlerde yaĢayan 

konukçularda, M. anisoplia‟nın toprak yüzeyinin üzerinde veya altında bulunan 

konukçularla iliĢkili olduğunu göstermiĢtir (Meyling ve Eilenberg, 2007). Bu iki fungusun 

kaynağı topraktır ve aynı toprak örneklerinden izole edilebilmektedirler (Keller ve 

Zimmermann, 1989; Meyling ve Eilenberg, 2006).  
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Haploit bir fungus olan B. bassiana hem endofitik hem de entomopatojenik özelliğe 

sahiptir. GeniĢ alanlarda bulunmasından dolayı ve böcek patojeni özelliği sayesinde önemli 

tarım zararlısı olan Lepidoptera, Coleoptera ve Hymenoptera sınıfının böcekleri üzerinde 

geniĢ çaplı olarak enfekte eder. Farklı coğrafik merkezlerden izole edilen yedi B. 

bassiana’nın genetik çeĢitliliğini incelemek ve tanımlamak için ISSR- PCR markörleri 

kullanılmıĢtır. Kullanılan moleküler markör ile bu yedi tür içerisinde yüksek oranda 

polimorfizm görülmüĢtür. ISSR 873 primeri ile yapılan çalıĢmada yedi farklı izolattan tek 

bant elde edilmiĢ ve bunun sonucunda bir dendogram çizilmiĢtir. ISSR- PCR markörleri 

hızlı, güvenilirdir ve yapılan çalıĢmada B. bassiana izolatlarını tanımlanmaya izin verecek 

özelliktedir (Estrada ve ark., 2007). 

B. bassiana ve M. anisopliae gibi entomopatojenik fungusların doğal düĢmanlar ve 

faydalı toprak böcekleri gibi hedef olmayan böcekler üzerine etkileri incelenmiĢtir. 

Yapılan çalıĢmada konidi süspansiyonun son konsantrasyonu 1x 10
8 

olarak ayarlanmıĢtır.  

Coccinella semptempunctata (L), Chrysoperla carnea (Stephens)’nın 1. dönem larvaları ve 

Dicyphus tamaninii (Him., Mirida), Hemicoelus nitidus (Fabricius)‟un erginleri test edildi. 

Elde edilen sonuçlara göre B. bassiana'nın faydalı toprak böceklerine ve doğal düĢmanlar 

üzerine patojenitesinin olmadığı belirlenirken M. anisopliae’ nın doğal düĢmanlara % 4 

oranında patojenite gösterdiği belirlenmiĢtir (Thungrabeab ve Tongma, 2007). 

Ġspanya‟da doğal toprak ortamları ve kültür yapılan bölgelerde ki 244 toprak örneği 

alınarak entomopatojen fungusların oluĢumları ve dağılımları üzerine etkileri 

araĢtırılmıĢtır. Alınan toprak örneklerinin 175‟in de %71.7 oranında EPF izole edildi ve bu 

izolasyonda sadece B. bassiana ve M. anisopliae bulundu. 204 toprak örneğinin 104‟ün de 

B. bassiana (%42.6), 18‟in de M. anisopliae (%7.3) ve 53 toprak örneğinde ise %21.7 

oranında her iki fungus türü bulunmuĢtur. Habitat tipine bakmaksızın B. bassiana M. 

anisopliae’ ya göre yüksek kil ve pH içerikli ve düĢük organik madde içerikli topraklardan 

izole edilen topraklarda bol miktarda bulunmuĢtur. Bu sonuçlar, belirli bir toprak türüne en 

iyi uyum gösterecek fungusun seçimi ve doğal toprak ortamı ya da kültür ortamlarında ki 

topraklarda uygun entomopatojen fungusların seçilmesine yardımcı olur (Moraga ve ark., 

2007). 

Çin‟in farklı bölgelerindeki orman ve dağlarından örneklenen topraklarından 6 EPF 

türü, B. bassiana, M. anisopliae var. anisoplia, L. lecanii, I. farinosus, I. fumosoroseus ve 

Tolypocladium inflatum (Rostr.), izole edilmiĢ ve en yaygın olanları B. bassiana, M. 

anisopliae var. anisoplia ve I. farinosus olarak gözlenmiĢtir (Sun ve Liu, 2008). Ayrıca 
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Çin‟in tarla bitkileri alanlarında ve meyve bahçelerinde yapılan araĢtırmada en çok B. 

bassiana, M. anisopliae var. anisoplia ve Paecilomyces fumosoroseus (Wize) türlerine 

rastlanmıĢtır (Sun ve ark., 2008).  

Entomopatojen funguslar, Güney Amerika ve Afrika‟da tropik yağmur ormanlarında 

araĢtırılmıĢ ve fungusların zenginliği ve çeĢitliliği ormanların örselenmesi ile birlikte 

azaldığı gözlenmiĢtir (Samson ve ark., 1988). Bu azalma optimum enfeksiyon için 

koĢulların kaybolmasına veya funguslar için spesifik konukçu böceklerin yok olmasına 

veya her iki sebebe de bağlı olabilir. Halbuki, Tayland yağmur ormanlarında yapılan 

çalıĢmada, entomopatojenik fungusların çeĢitliliğinin örselenmiĢ ormanlarda korunmuĢ 

ormanlara oranla daha fazla olduğu bulmuĢtur (Aung ve ark., 2008). ÖrselenmiĢ yağmur 

ormanları hem orman habitatını ve hem de tarım habitatını içerdiğinden dolayı 

entomopatojen fungusların çeĢitliliğinin fazlalığını açıklayabilir. 

Ġki farklı toprak habitatından (tarla ve orkideler) alınan toprak toplamda 29 tür izole 

edilmiĢ ve tanımlanmıĢtır. Tarla topraklarından 25 tür, orkidelerinin olduğu topraklardan 

ise 20 tür izole edilmiĢtir. Yaygın böcek patojeni türler olan B. bassiana, M. anisopliae 

var. anisopliae ve I. fumosoroseus türleri her iki habitattan da izole edilmesine rağmen B. 

bassiana ve I. fumosoroseus türleri orkide ürünlerinin olduğu toprakta daha fazla 

bulunmuĢ,  M. anisopliae var. anisopliae ise daha çok tarla topraklardan izole edilmiĢtir. 

EPF‟ların yanında fırsatçı bir patojen olan Mucor spp. tarla ürünlerinin olduğu topraklarda 

çok bulunmuĢtur (Sun ve ark., 2008). 

Slovenya‟da 2008 yılları boyunca entomopatojenik fungusların varlığını belirlemek 

amacı ile 901 toprak örneği alınmıĢ ve G.mellonella tuzak metodu ile Dodin ve 

siklohekzilamin içeren seçici ortam (SM) kullanarak EPF‟lar izole edilmiĢtir. G. mellonella 

ile yapılan yöntemde dört tür; B. bassiana (örneklerin % 31‟den), M. anisopliae (%8), I. 

farinosa (%6) ve I. fumosorosea (%6), SM ile yapılan yöntemde ise üç tür; B. bassiana 

(örneklerin % 36‟dan), M. anisopliae (% 37) ve I. fumosorosea (%9) bulunmuĢtur. Elde 

edilen sonuçlara göre B. bassiana farklı habitatlarda sıkça bulunmasına rağmen ormanlık 

bölgeler gibi doğal habitatlarda daha bol bulunmuĢtur. I. farinosa orman habitatlarında 

oldukça sınırlı bulunurken I. fumosorosea çit topraklarından alınan toprak örneklerinde bol 

miktarda bulunmuĢtur. M. anisopliae tarla ve çayır örneklerinden alınan topraklarda daha 

bol bulunmuĢtur. B. bassiana ve I. farinosa’nın bulunmasında düĢük toprak pH‟sı önemli 
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faktördür. Her iki fungus türün yüksek organik içerikli topraklarda bolca bulunmaktadır 

(Medo ve Cagan, 2011). 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Entomopatojen Fungusların Eldesi  

 ÇalıĢmada Ġzgi (2012) ve Koz (2012) tarafından Çizelge 3.1‟de belirtilen 

bölgelerden alınan toprak örneklerinden G. mellonella larvaları kullanılarak izolasyonları 

yapılan entomopatojen funguslar (EPF) kullanılmıĢtır.  

Çizelge 3.1. ÇalıĢmada kullanılan entomopatojen fungusların laboratuarda kullanılan kod 

numaraları ve toprakların alındığı bölgeler  

EPF'lerin Laboratuar Kod No TeĢhis Adı Bölge             Yıl 

Kılavuzlu.2010.B B. bassiana  Kılavuzlu     2010 

Kılavuzlu.2010.C A. flavus  Kılavuzlu     2010 

Kılavuzlu.2011.2A Penicillium sp.  Kılavuzlu     2011 

Kılavuzlu.2011.2B Fusarium sp.   Kılavuzlu     2011 

Kürtül.2010.C B. bassiana  Kürtül          2010 

Kürtül.2011.2A Fusarium sp.  Kürtül          2011 

Kılılı.2010.A Fusarium sp.   Kılılı            2010 

Kılılı.2010.B Fusarium sp.  Kılılı            2010 

Kılılı.2011.2A Fusarium sp.   Kılılı            2011 

Önsen.2010.B B. bassiana  Önsen          2010 

Önsen.2011.2B B. bassiana   Önsen          2011 

Aksu.2010.C Aspergillus sp.  Aksu            2010 

Aksu.2010.F B. bassiana  Aksu            2010 

Aksu.2011.2A Fusarium sp.   Aksu            2011 

Aksu.2011.2C B. bassiana   Aksu            2011 

Kapıçam.2010.C B. bassiana  Kapıçam      2010 

Kapıçam.2010.E B. bassiana  Kapıçam      2010 

Kapıçam.2011.1A  B. bassiana   Kapıçam      2011 

Bk.2010.1A Beauveria sp.  BaĢkonuĢ     2010 

Bk.2010.2C B. bassiana  BaĢkonuĢ     2010 

Bk.2010.3A A. flavus  BaĢkonuĢ     2010 

Bk.2011.1B Fusarium sp.   BaĢkonuĢ     2010 

Bk.2011.1C B. bassiana   BaĢkonuĢ     2011 

Bk.2011.2B A. flavus   BaĢkonuĢ     2011 

Bk.2011.2D Fusarium sp.   BaĢkonuĢ     2011 

Bk.2011.2K  B. bassiana   BaĢkonuĢ     2011 

Bk.2011.3A Fusarium sp.  BaĢkonuĢ     2011 

Bk.2011.3E  B.bassiana   BaĢkonuĢ     2011 
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3.2. Kültürlerin SaflaĢtırılması 

EPF olduğu düĢünülen sporlar patates dekstrose agar (PDA, Merck) besi yerine 

ekimi yapılmıĢtır. PDA, 1000 ml saf su içerisine 39 gr PDA tartılmıĢ ve sonrasında 

121
o
C‟de 15 dk otoklavlanarak steril edilmiĢtir. Funguslar ile enfekte olmuĢ larvalardan 

toplanan süspansiyonlar besiyeri içeren petri kaplarına yayılmıĢ ve petri kaplarında geliĢen 

tek kolonilerden tekrar fungus sporları alınarak yeni besiyeri ortamlarına ekimleri 

yapılarak kültürler saflaĢtırılmıĢtır. Petri kapları 20-25 
o
C‟de  %75 nem ortamında 12:12 

(Light/Dark) foto periyotta inkübe edilmiĢtir. EPF‟ler ile enfekte olmuĢ larvalardan izole 

edilen ve kültürü yapılmıĢ örnekler %30‟luk gliserol içerisinde -20 ve -80 
o
C (New 

Brunswlek)‟de saklanmıĢtır.  

3.3. EPF’lerin GeliĢimi ve Morfolojik KarĢılaĢtırılması 

Topraktan izole edilerek saf kültürleri oluĢturulan fungusların PDA ortamında 

geliĢimleri ve morfolojik özellikleri incelenmiĢtir. Çizelge 3.1‟de belirtilen izolatların saf 

kültürleri elde edildikten sonra PDA bulunan petri kaplarına (5 bölge/petri kabı)  steril iğne 

öze ile inoküle edildikten sonra 16, 24, 36 saat ve sonra birer gün ara ile spor oluĢumu 

gözleninceye kadar inceleme yapılmıĢtır. Fungus sporlarının çimlenmesi, miselyum ve 

sonra spor meydana getirme süreleri ve koloni çapları kaydedilmiĢtir.  

3.4. EPF’lerin Morfolojik Karakterizasyonu 

Fungus ile enfekte olmuĢ böceklerin dıĢ görünüĢleri, koloni morfolojisi, 

konidiyagenez ve konidia hücrelerinin büyüklükleri entomopatojen fungusların tür 

teĢhislerinde önemli özelliklerdir. Mikroskop preparatlarının hazırlanmasında “lam kültür‟‟ 

teknikleri kullanılmıĢtır (Lacey, 1997). Fungusların mikroskobik olarak incelenmesi Ģu 

Ģekilde yapılmıĢtır;  

 Steril bir lam üzerine 1x1 Ģeklinde parçalara ayrılmıĢ PDA besiyeri konulmuĢtur. 

 Besiyeri üzerine incelenecek fungus kültüründen iğne öze ile ekim yapılarak ve 

besiyerinin üzeri steril lamel ile kapatılmıĢtır. 

 YaklaĢık 4-5 gün 23- 24
o
C‟de inkübe edilmiĢtir. 

 Ġnkübasyon sonrasında pens yardımıyla besiyeri üzerindeki lamel dikkatlice 

alınarak lamel üzerine 1-2 damla %70‟lik etanol damlatılmıĢtır Etanol, örneği 
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sabitlemek, hava kabarcıklarını uzaklaĢtırmak, yoğun hif ve sporları birbirinden 

ayırmak için kullanılmıĢtır. 

 Lamel üzerine damlatılan etanol tamamen uçtuktan sonra fungus yapıların daha net 

görülebilmesi için lam üzerine 1 damla laktofenol mavisi çözeltisinden damlatılıp 

lamel 45
o
‟lik açı ile kapatılmıĢtır. 

 Lamelin dıĢına taĢan çözelti temizlenerek çözeltinin örneğe iyice karıĢması 

beklenmiĢtir. 

 Laktofenol mavisi ile boyanan funguslar mikroskopta incelenerek teĢhis edilmiĢtir.  

 Tür teĢhislerinde ıĢık mikroskobu (Olympus CX21) ve diseksiyon mikroskobu 

(Soif DA 0625) kullanılmıĢtır. 

Ġzolatlar ıĢık mikroskobu (Nikon Eclipse 80Ġ) altında spor yapıları ve konidiyoforları 

incelenmiĢtir aynı zamanda bu yapılar her bir izolat için ayrı ayrı ölçülmüĢtür.  

3.5. Entomopatojenik Fungusların Moleküler Karakterizasyonu 

Günümüzde moleküler biyolojide yaĢanan geliĢmeler, fungal sistematiğinde hızlı ve 

güvenilir teĢhislere imkân verdiğinden morfolojik tekniklerin yanında bu çalıĢmada 

moleküler tekniklerden PCR temelli teknikler ve DNA sekans çalıĢmaları fungusların 

karakterizasyonun da kullanılmıĢtır.    

3.5.1. DNA Ġzolasyonu 

EPF‟lerin hayfa bodileri, 50 ml Sabouraud-2% dekstrose broth (Merck)  

(SDB;1000ml sdH2O içerisine 30 gr tartılmıĢ ve sonrasında sterilizasyon için 121
o
C‟de 15 

dk otoklav edilerek hazırlanmıĢtır) içeren kapaklı cam erlenlere inoküle edilerek 250 

rpm‟de 26
o
C‟de 3-5 gün çalkalanarak (ĠKA KS 260 basic)  inkübe edilmiĢtir. Broth içinde 

geliĢen miselyumlar 4200 rpm‟de (3392 g), 5 dk santrifüj edilmiĢ (Sigma 3-16P) ve 

süpernatant kısım dikkatlice dökülerek pelet steril distile su ile yıkanarak tekrardan aynı 

santrifüj Ģartlarında santrifüj edilmiĢ ve broth uzaklaĢtırılmıĢtır. Elde edilen örnekler 

kullanılıncaya kadar -20
o
 de saklanmıĢtır. 

Fungus izolatlarının total DNA izolasyonları için modifiye edilmiĢ CTAB protokolü 

kullanılmıĢtır. CTAB protokolüne göre DNA izolasyon aĢamaları Ģu Ģekildedir; 

 -20 de dondurulan fungus DNA‟ ları sıvı azot kullanarak havanda öğütülmüĢtür.  
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 2 ml‟lik ependorf tüplere alınan örneklerin üzerine 700 µl CTAB izolasyon 

tamponu (0.1 M TrisHCl, pH 8.0; 1.4 M NaCl; 0.02 M EDTA; %2 CTAB)  

eklenmiĢtir. 

 Örnekler 60 dk süre ie 70 
o
C‟de inkübasyona bırakılmıĢtır. 

 Bu süre sonunda 500 µl kloroform eklenmiĢ ve vortekslenmiĢtir. 

 70 
o
C‟de 5 dk beklettikten sonra 10000 g‟ de 10 dk santrifüj edilmiĢtir. 

 Süpernatanttan 500 µl alınarak yeni bir 2 ml tüpe aktarılmıĢtır ve üzerine 300 µl 

izopropanol eklenmiĢtir. 

 Tekrar 10000 g‟de 10 dk santrifüj edilerek süpernatant kısım dikkatlice 

dökülmüĢtür. 

 Örnekler 1 ml % 70 etanol ile 70
 o

C‟de 20 dk bekletilerek yıkanmıĢ tuzların 

uzaklaĢtırılması sağlanmıĢtır. 

 Tekrar 10000 g‟ de 10 dk santrifüj edilerek süpernatant kısım dikketlice dökülmüĢ 

ve DNA peleti elde edilmiĢtir. 

 Etanolün tamamen uçması için tüplerin kapakları bir süre açık olarak bekletilmiĢtir. 

 Elde edilen DNA 50 µl TE tamponu (1mM TrisHCl, pH 8.0; 0.1 mM EDTA)  

içerisinde çözülerek ileriki çalıĢmalar için -20
o
C‟de saklanmıĢtır. 

DNA‟nın varlığı agaroz jelde elektroforetik olarak da gözlemlenmiĢtir.  %1‟lik 

agaroz jeline örnekler yüklendikten sonra 100 voltta 30 dk yürütüldü ve son konsantrasyon 

0.5 mg/ml olacak Ģekilde etidyum bromür boyası içinde 15 dk kadar boyanması beklendi. 

UV ıĢığı altında bantların varlığı tespit edilerek fotoğrafları çekilmiĢtir. Ayrıca izole edilen 

DNA miktarları nanodrop ile belirlenmiĢtir. 

3.5.2. PCR ile Amplifikasyon ve DNA’nın jel elektroforezi 

PCR amplifikasyonu için  ITS1-5.8S-ITS2 ve 18S fungal genleri üniversal primerler 

(White ve ark., 1990) kullanılarak yapılmıĢtır (Çizelge 3.2). PCR reaksiyonu 40 döngü 

olarak ve her bir döngü 95 
o
C‟de 30 sn, 65 

o
C‟de 30 sn, 72 

o
C‟de 1dk olarak ayarlanmıĢtır. 

PCR baĢlangıcında 95 
o
C 5 dk. ve reaksiyon sonunda 72 

o
C‟de 15 dakikalık aksesuar 

aĢamaları eklenmiĢtir ve PCR amplifikasyonu‟nda örneklerin hazırlanmasında kullanılan 

miktarlar Çizelge 3.3‟te verilmiĢtir. PCR ürünleri % 1‟lik agaroz jelde görüntülenmiĢtir. 
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Çizelge 3.2. Kullanılan primerlerin nükleotid dizileri;        

Primerler   Oligo Nükleotid Dizilimi   5‟ → 3‟  
Beklenen 

Fragment (bç) 

ITS 1  TCCGTAGGTGAACCTGCGG 600 

ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 600 

NS3 GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC 900 

NS6 GCATCACAGACCTGTTATTGCCTC 900 

                       

Çizelge 3.3. PCR amplifikasyonu‟nda örneklerin hazırlanmasında kullanılan miktarlar 

BileĢen Miktar µl 

Ġleri primer 1.0 (20 pmol) 

Geri primer 1.0 (20 pmol) 

Taq DNA polimeraz 0.5 (5 u/ µl) 

dNTP 1.0 (1 mM) 

reaksiyon tamponu   5.0 (10X) 

sdH2O 40.5 

Toplam Hacim 50.0 

 

Agaroz jel hazırlamak üzere; %1 oranında agaroz, 1X TBE tampon çözeltisinde 

[1000 ml TBE (1X) tampon çözeltisi hazırlamak için; 5,5 g Borik asit, 10,8 g Trizma base 

ve EDTA (500 mM) çözeltisinden 4 ml eklenerek 1000 ml saf su ile karıĢtırılır] 

çözdürülmüĢtür. Analiz edilecek DNA örnekleri 1/5 (loading buffer/DNA) oranında 

yükleme solüsyonu [10 ml DNA loading buffer için; 0,025 mg bromophenol blue, %40 

sükroz ve 2,5 ml EDTA (100 mM) (pH 8,0)] eklenerek yüklemeye hazırlanmıĢtır. 100 baz 

çiftlik DNA markörleri (vivantis) kullanılmıĢtır. Elektroforez tankında (Thermo Scientific, 

EC 300 XL), jel 120 volt ve 60 mA‟da koĢturulmuĢtur. KoĢturulan agaroz jel Et-Br (0,5 

µg/ml) ile 15 dakika boyanmıĢtır. DNA örnekleri UV ıĢığı altında görüntülenmiĢ ve 

fotoğraflanmıĢtır. 
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3.5.3. DNA örneklerinin dizilenmesi ve dizi analizi  

Sekans örneklerin hazırlanmasında; PCR örneklerinin ExoSAP-It ile pürifikasyonu, 

Döngü PCR, Sephadex ile pürifikasyon ve örneklerin cihaza verilmesi aĢamalarını 

içermektedir. 

ExoSAP-It  ile Pürifikasyon:  Tüm PCR ürünlerine (5 µl.‟ye) 2 µl. ExoSAP-It 

eklenerek Çizelge 3.4‟ te belirtilen Ģartlarda PCR cihazı çalıĢtırılmıĢtır. 

Çizelge 3.4. ExoSAP-It ile Pürifikasyon aĢamasında kullanılan PCR Ģartları 

           

 

 

Döngü PCR: Pürifikasyon aĢaması tamamlandıktan sonra Döngü PCR 

yapılmıĢtır. Bu aĢamada BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems) kullanılmıĢtır. Uygulanan Döngü PCR protokolü ise Çizelge 3.5‟de 

verilmiĢtir. 

Çizelge 3.5. Döngü PCR protokolü 

BileĢen      Miktar µl 

Big Dye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing RR100 
         2.0 

Big Dye Terminatorv1.1, v3.1 5x 

Sequencing Buffer 
         2.0 

Forward ya da reverse primer          2.0 

PCR Ürünü          2.0 

Distile su          2.0 

Toplam Hacim 
        10.0 

Sephadex ile pürifikasyon: Bu iĢlemde Sephadex G-50 kullanıldı. Sephadex 

G-50‟den 1 gr tartılır ve 14 ml.  distile suda iyice çalkalayıp,  kolonlara dağıtıldı. Kolonlara 

dağıtıktan sonra 4600 rpm‟de 2 dk satrifüj edildi ve alt sıvı döküldü. Kristal haldeki 

sephadex üzerine PCR ürünü ilave edilerek yeniden santrifüj edildi. Alt kısımda ki sıvıdan 

10 µl alınarak Sequence Plate‟e eklenir ve sonrasında örnekler sekans cihazına (Applied 

Biosystems 3130xl Genetic Analyzers) verilmiĢtir. 

AĢama Tanım Isı (
o
C) Süre 

1 Aktivasyon 37    30 :00 

2 Ġnaktivasyon 80    15 :00 

3 Bekleme 4      ∞ 
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3.6. Verilerin Analizi 

EPF‟lerin morfolojik karakterizasyonunda yapılan ölçümler ANOVA testine tabi 

tutulmuĢ ve ortalamalar arasındaki farklılıklar TUKEY çoklu karĢılaĢtırma testine göre 

P<0,05 önem seviyesinde ortaya konulmuĢtur. Veri analizleri MINITAB istatistik yazılımı 

kullanılarak yapılmıĢtır (Minitab, 1993). 

Elde edilen sekans sonuçları Clone Manager 9‟da düzenlenip sıraya konulduktan 

sonra elektronik veri tabanında NCBI GenBank‟a giriĢ yapılarak BLAST üzerinden diğer 

fungus türlerinin sekansları ile karĢılaĢtırılarak tür teĢhisi doğrulanmıĢtır. Daha sonra elde 

edilen türlerin filogenetik ağaçları Mega 4.1 programı kullanılarak çizilmiĢtir.  
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4. BULGULAR VE TARTIġMA 

4.1. Morfolojik Karakterizasyon 

KahramanmaraĢ‟ın merkez köylerindeki buğday tarlalarından ve BaĢkonuĢ ormanlık 

alanlarından alınan toprak örneklerinden izole edilmiĢ olan 28 EPF izolatlarının PDA 

ortamında geliĢim karakteristikleri ve morfolojik yapılarının mikroskopta incelenmesi 

sonucunda 4 farklı türe ait oldukları tespit edilmiĢtir. Elde edilen bu EPF‟lerin çimlenme 

ve hif oluĢturma süreleri, koloni geliĢtirme zamanları ve tür teĢhis adları çizelge 4.1, 4.2, 

ve 4.3‟de verilmiĢtir. Her türü temsilen seçilen izolatlardan yapılan konidi, konidiyofor, 

phialid ölçüm sonuçları çizelge 4.4 ve 4.5‟de verilmiĢtir.   

Çizelge 4.1. Beauveria sp. olarak teĢhis edilen izolatların çimlenme, hif oluĢturma ve 

koloni geliĢim süreleri 

Ġzolat Laboratuar  

Kod No 
TeĢhis Adı

a 
Çimlenme 

(saat) 

Hif 

oluĢumu 

(Saat) 

Koloni geliĢimi 

48 saat 

(mm)* 

3. Gün  

(mm)* 

5. Gün 

(mm)* 

Kılavuzlu.2010.B  B. bassiana 16 36 5 ± 0,7a 12,2± 1,1a 22,8±3,1ab 

Kürtül.2010.C B. bassiana 16 24 6,4 ±1,1ab 12,2 ± 1,6a 22±2,1ab 

Aksu.2010.F B. bassiana 16 24 5,2 ±1,1a 11±0,7a 21,4±2,6ab 

Kapıçam.2010.C B. bassiana 16 24 7,8±1,3b 10,6±0,9a 19,6±1,1ab 

Kapıçam.2010.E B. bassiana 16 24 5,6±0,5ab 10,8±0,8a 19±2,9ab 

Önsen.2010.B B. bassiana 16 24 6,4 ±1,1ab 10 ±0,7a 21,8 ±3,8ab 

Aksu.2011.2C B. bassiana 16 36 4,8±0,8a 12,6±1,7a 20,6±0,9ab 

Kapıçam2011.1A B. bassiana 16 36 4,4±0,5a 14±1,6b 21±1,6ab 

Önsen.2011.2B B. bassiana 16 24 5,8 ±0,8ab 9,6±1,5a 18±2,9a 

Bk.2010.1A Beauveria sp. 16 36 6,5±1,3ab 14,4±1,5b 19,6±2,9ab 

Bk.2010.2C B. bassiana 16 24 6,6 ±1,1ab 10±1,2a 18,2± 2,8ab 

Bk.2011.1C B. bassiana 16 24 6,8 ±1,6ab 12,2±2,8ab 23,4±4,4b 

Bk.2011.2K B. bassiana 16 24 5,2 ±0,4a 11,4±1,1ab 23±1,6ab 

Bk2011.3E B. bassiana 16 24 7± 1,6ab 11,6±1,5ab 21±4,1ab 

*Aynı harfi içeren sütunlardaki ortalamalar arasında Tukey testine göre istatistikî olarak önemli bir fark 

yoktur (n=14, P>0.05). 
a
Sekans analizleri sonucunda elde edilen tür teĢhis adlarıdır.  

B. bassiana olarak teĢhis edilen izolatların morfolojik geliĢimleri incelendiğinde 

sporların 16 saat içinde çimlendiği ve çimlenmenin 24 saat içinde tamamlandığı 
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gözlenmiĢtir. Kılavuzlu.2010.B, Bk.2010.1A, Aksu.2011.2C ve Kapıçam.2011.1A 

izolarlarında çimlenme süresi 36 saat içinde tamamlanmıĢtır. Tüm B. bassiana izolatları 

ekim yapıldıktan 5 gün sonra petri kaplarında koloni geliĢimlerini tamamlamıĢ ve ölçümler 

ekim yapılan kolonilerin birbiri içine girmesinden sonra son verilmiĢtir. Ġzolatların günler 

içinde geliĢimlerine bakıldığında ANOVA testi sonucunda istatistiki olarak fark 

gözlenmiĢtir (48 saat için F=2,86, P=0,006; 3. Gün için F=4,41, P=0,00; 5. Gün için 

F=3,02 P=0,004). Her bir izolatın diğer izolatlarla olan farklılıkları Çizelge 4.1‟de 

verilmiĢtir. Aynı harfi içeren sütunlardaki ortalamalar arasında Tukey testine göre 

istatistikî olarak önemli bir fark yoktur (n=14, P>0.05). 

Petri kabında in vitro geliĢen B. bassiana kolonileri tüylü, yün gibi, kadifemsiden 

tozlu bir yapıda gözlenmiĢtir. Koloniler baĢlangıçta beyaz renkte iken geliĢimin ilerleyen 

evrelerinde sarımsı rengine dönüĢmüĢtür. Kolonilerin alt kısımları renksizdir ve herhangi 

bir koku gözlenmemiĢtir (ġekil 4.1.A ). Hifler Ģeffaf, düz duvarlı yapıdadır. Hiflerden yan 

olarak geliĢen elips veya alt kısımları silindirik Ģeklinde ĢiĢkin hücrelerden 1-5 tane 

konidiofor hücreleri geliĢir. Konidiyofor hücreleri küçük gruplar Ģeklinde veya tek olarak, 

küre Ģeklinden ĢiĢe Ģekline (armut) benzeyen, bazen taban kısmı uzamıĢ ve yapılan 

ölçümler sonucunda ortalama 1,7±0,3 x 5,9±1,2 µm boyutlarında, uç kısmı uzamıĢ zigzag 

diĢli yapılardan oluĢur. Bu diĢli yapıların her birinden bir tane Ģeffaf, düz, küre veya 

geniĢçe elips Ģeklinde, ortalama 1,6±0,3 x 1,8±0,3 µm boyutlarında konidi taĢırlar (ġekil 

4.1.B).     

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.1. A) B. bassiana kolonilerin kültür ortamında geliĢimi. B) Konidial geliĢimi 

oluĢturan yapılar. 

 

A B 

Konidiyofor 

Konidia 
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Çizelge 4.2.  Aspergillus sp. ve Penicillium sp. olarak teĢhis edilen izolatların çimlenme, 

hif oluĢturma ve koloni geliĢim süreleri 

Laboratuar  

Kod No 
TeĢhis Adı

a 
Çimlenme 

(saat) 

Hif 

oluĢumu 

(Saat) 

Koloni geliĢimi 

48 saat 

(mm)* 

3. Gün 

(mm)* 

Kılavuzlu.2010.C A. flavus 14 24 3,5±0,5a 14 ±2,1a 

Aksu.2010.C A. flavus 14 24 3,8±0,4a 13,8±2,5a 

Bk.2010.3A A. flavus 14 24 4,6±0,5a 16±1,6a 

Bk.2011.2B A. flavus 14 24 4,2±0,4a 15±1,2a 

Kılavuzlu.2011.2A
b 

Penicillium sp.  16 24 7,4± 0,5 12,2±2,3 

*Aynı harfi içeren sütunlardaki ortalamalar arasında Tukey testine göre istatistikî olarak önemli bir fark 

yoktur (n=4, P>0.05). 
a
Sekans analizleri sonucunda elde edilen tür teĢhis adlarıdır.  

b 
Penicillium sp. tek olduğu için A. flavus izolatları ile istatistiki karĢılaĢtırılması yapılmamıĢtır. 

A. flavus türüne ait sporların 14 saat içinde çimlendiği ve çimlenmenin 24 saat içinde 

tamamlandığı gözlenmiĢtir. Bu cinse ait türlerin koloni geliĢimleri oldukça hızlı olduğu ve 

spor ekimi yapıldıktan 48 saat içinde spor oluĢumu gözlendiği ve koloni geliĢimlerini 

tamamladığı gözlenmiĢtir (Çizelge 4.2).  

A. flavus kolonileri taneli, seyrek miselyum, yassı, ilk spor oluĢum evresinde sarı 

renkli, ilerleyen evrelerde koyu sarı-yeĢil renktedir (ġekil 4.2B). Konidial baĢı geliĢimin ilk 

safhalarında tipik olarak ıĢınsal yapıda sonra seyrek kolonlu bir yapı oluĢturmuĢtur. 

Phialidler vesikuladan direk çıkmıĢ, ĢiĢe Ģekline (armut) benzeyen 3,1±0,5 x 8,0±1,0 µm 

boyutlarındadır. Konidiler küre Ģeklinde, 4,5±0,6 x 4,9±0,6 µm boyutlarında, yeĢil renkte 

pürüzlü yüzeye sahiptir (ġekil 4.2A).      
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ġekil 4.2. A) A. flavus‟un konidial baĢını oluĢturan yapılar B) Kolonilerin kültür ortamında 

geliĢimi 

Penicillium sp. olarak teĢhis edilen tür 16 saat içinde çimlenmiĢ ve çimlenmenin 24 

saat içinde tamamlandığı gözlenmiĢtir. Koloni geliĢiminin hızlı olduğu ve spor ekimi 

yapıldıktan 48 saat içinde spor oluĢumu gözlendiği ve koloni geliĢimlerini 3. gün‟de petri 

kabının tamamını kapladığı gözlenmiĢtir (Çizelge 4.2). 

Penicillium sp. kolonileri koyu yeĢil renkte, sık yapılı görünümündedir (ġekil 4.3A). 

Mikroskopta yapılan incelemede konidiler zincir Ģeklinde tek hücreli halde phalidlerden 

oluĢurlar. Phialidler ĢiĢe Ģekline (armut) benzeyen, belirgin boyun kısmı ve 1,9±1,1 x 

6,3±0,7 µm boyutlarında grup halinde oluĢurlar.  Konidiler küre Ģeklinde, düz yapılı ve 

2,1±0,5 x 4,9±0,6 µm boyutlarındadır (ġekil 4.3.B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.3. A) Penicillium sp. kolonilerin kültür ortamında geliĢimi. B) Konidial geliĢim 

oluĢturan yapılar 

Konidilar 

Konidiyofor 

Vesikula 

Phialid 

A B 

A B 

Konidiyofor 

Phialid 

Konidia 
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Çizelge 4.3. Fusarium sp. olarak teĢhis edilen izolatların çimlenme, hif oluĢturma ve 

koloni geliĢim süreleri 

Laboratuar  

Kod No 
TeĢhis Adı

a 
Çimlenme 

(saat) 

Hif 

oluĢumu 

(Saat) 

Koloni geliĢimi 

48 saat 

(mm)* 

3. Gün 

 (mm)* 

Kılılı.2010.A  F. oxysporum 16 24 12±2a 22,8±0,8a 

Kılılı.2010.B  F. oxysporum 16 24 15,2±2,8ab 25±1,6a 

Aksu.2011.2A  F. oxysporum 16 24 16,4±1,7b 30,2±2,3b 

Kılavuzlu.2011.2B F. oxysporum 16 24 18,6±1,3b 34,6±2,4b 

Kılılı.2011.2A F. solani 16 24 11,2±1,1a 28,8±1,3ab 

Kürtül.2011.2A  Fusarium sp. 16 24 24,2± 2,7c 39,8±3,2c 

Bk.2011.1B  F. oxysporum 16 24 19,8±1,5b 32,2±3,0b 

Bk.2011.2D  F. oxysporum 16 24 13,6±2,5a 23,2±3a 

Bk.2011.3A  F. oxysporum 16 24 18,6±1,1b 33,2±1,9b 

*Aynı harfi içeren sütunlardaki ortalamalar arasında Tukey testine göre istatistikî olarak önemli bir fark 

yoktur (n=9, P>0.05). 
a
Sekans analizleri sonucunda elde edilen tür teĢhis adlarıdır.  

Fusarium oxysporum olarak teĢhis edilen izolatların morfolojik geliĢimleri 

incelendiğinde sporların 16 saat içinde çimlendiği ve çimlenmenin 24 saat içinde 

tamamlandığı gözlenmiĢtir. F. solani‟nin geliĢimi de incelendiğinde sporların 16 saat 

içinde çimlendiği ve 24 saat içinde çimlenmenin tamamlandığı gözlenmiĢtir Tüm F. 

oxysporum ve F. solani izolatlarının ekim yapıldıktan 3 gün sonra petri kaplarında koloni 

geliĢimlerini tamamlamıĢtır. Ġzolatların günler içinde geliĢimlerine bakıldığında ANOVA 

testi sonucunda istatistiki olarak fark gözlenmiĢtir (48 saat için F=17,89, P=0,000; 3. Gün 

için F=31,71, P=0,000). Her bir izolatın diğer izolatlar ile olan farklılıkları Çizelge 4.3‟de 

verilmiĢtir. Aynı harfi içeren sütunlardaki ortalamalar arasında Tukey testine göre 

istatistikî olarak önemli bir fark yoktur (n=9, P>0.05). 

F. oxysporum kolonilerinde havasal miselyumlar beyaz renkte geliĢimlerine 

baĢlarken ilerleyen evrede renk hafif morumsu renk alır. Kültür ortamında alt kısmın rengi 

kırmızımsı morumsu renktedir (ġekil 4.4.A). Phialidler tekil halde, kısa yapıda, 2,7±0,6 x 

40,9±8,4 µm boyutlarındadır. Makrokonidiler fuziform (iğ biçimli), çoğu zaman 2-3 
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bölmeli, hafifçe kıvrılmıĢ, 15,1±7,4 x 7,6±7,4 µm boyutlarındadır (ġekil 4.4.B). 

Mikrokonidiler tekil halde, zincir oluĢturmayan, çoğunlukla tek hücreli septasız, elips veya 

silindirik yapıda, bazen düz bazen de hafif kıvrılmıĢ, 2,7±0,5 x 8,6±1,3 µm boyutlarındadır 

(ġekil 4.4.B).  

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.4. A) F. oxysporum kolonilerin kültür ortamında geliĢimi. B) Makrokonidi, 

mikrokonidi ve phialidler. 

F. solani kolonilerinde havasal miselyumlar beyazımsı krem rengindedir. Kültür 

ortamında alt kısmın rengi Ģeffaf renktedir ve eski kültürde renk değiĢmemiĢtir (ġekil 

4.5.A). Phialidler tekil halde, F. oxysporum ile karĢılaĢtırıldığında oldukça uzun yapıda, 

2,4±0,7 x 76,7±36,5µm boyutlarındadır. Makrokonidiler fuziform (iğ biçimli), çoğu zaman 

2-3 bölmeli, bazal ve apikal kısmı küt yapıda, 3,5±0,5x 15,7±2,5 5µm boyutlarındadır. 

Mikrokonidiler genellikle tekil, silindirik veya oval yapıda, 1-2 hücreli 2,8±0,4 x 

9,1±1,65µm boyutlarındadır (ġekil 4.5.B). 

 

 

 

 

 

A B 

makrokonidi 

mikrokonidi phialid 

phialid 
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ġekil 4.5. A) F. oxysporum kolonilerin kültür ortamında geliĢimi. B) Makrokonidi, 

mikrokonidi ve phialidler 

Çizelge 4.4. B. bassiana, Penicillium sp. ve A. flavus EPF‟lerin konidi ve konidiyofor 

boyutlarının ölçümleri 

 

 

 

 

 

 

Çizelge 4.5. F. oxysporum ve F. solani EPF‟lerin makrospor, mikrospor ve phialid 

boyutlarının ölçümleri 

Entomopatojen funguslar
 

Konidi Konidiyofor 

En (µm) Boy (µm) En (µm) Boy(µm) 

Beauveria bassiana 1,6±0,3 1,8±0,3 1,7±0,3 5,9±1,2 

Penicillium sp. 2,1±0,5 2,6±0,7 1,9±1,1 6,3±0,7 

Aspergillus flavus 4,5±0,6 4,9±0,6 3,1±0,5 8,0±1,0 

Entomopatojen funguslar
 

Mikrospor Makrospor Phialid 

En 

 (µm) 

Boy 

(µm) 

En 

(µm)  

Boy 

(µm) 

En 

(µm) 

Boy  

(µm) 

Fusarium oxysporum 2,7±0,5 8,6±1,3 7,6±7,4 15,1±7,4 2,7±0,6 40,9±8,4 

Fusarium solani 2,8±0,4 9,1±1,6 3,5±0,5 15,7±2,5 2,4±0,7 76,7±36,5 

A B 

mikrokonidi 

makrokonidi 

phialid 



 

30 

 

4.2. Moleküler Karakterizasyon 

Morfolojik tanımlamayı teyit etmek için EPF‟ler moleküler olarak da tanımlanmıĢtır.  

Bu iĢlemde fungusların 18S gen bölgesi ve ITS gen bölgesi PCR ile yükseltilerek 

çoğaltılmıĢtır. Çoğaltılan gen bölgelerinin sekansları yapılarak Blast üzerinden yeniden 

tanımlanmıĢtır. 

4.2.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

ġekil 4.6.‟ da rDNA üzerinde gösterilen primer çiftleri (ITS 1, ITS 4, NS 3, NS 6) 

fungus geninin alt ve üst bölgesini PCR ile çoğaltacak Ģekilde tasarlanmıĢtır. PCR 

reaksiyonunda kalıp DNA zinciri olarak izole edilen kromozomal DNA 3.8 ve 3.9‟da 

detaylandırılan PCR koĢulları kullanılarak yapılmıĢ, çoğaltılan PCR ürünleri %1‟lik agaroz 

jelde görüntülenmiĢtir (ġekil 4.7; 4.8; 4.9; 4.10; 4.11). 

 

ġekil 4.6. ÇalıĢmada kullanılan ITS 1; ITS 4ve NS 3; NS 6  primerlerinin rDNA üzerindeki 

yerleri (White ve ark., 1990).    

 

 

 

 

 

 

 

    

ġekil 4.7. NS 3 ve NS 6  primeri ile elde edilen DNA bantları. M; DNA ladder 100 bç, 1; 

Aksu.2010.C, 2; Aksu.2010.F, 3; Bk.2010.2C, 4; Bk.2010.1A, 5; 

Kapıçam.2010.E, 6; Kapıçam.2010.C, 7; Önsen.2010.B,  8; Bk.2010.3A. 

                                                

 

 ITS 4 

M       1       2        3        4      5       6       7        8       

900 bç 

100 bç 
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ġekil 4.8. ITS 1 ve ITS 4 primeri ile elde edilen DNA bantları, M; DNA ladder 100 bp, 1; 

Kılavuzlu.2010.B, 2; Kılavuzlu.2010.C, 3; Kürtül.2010.C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.9. NS 3 ve NS 6 primeri ile elde edilen DNA bantları. M; DNA ladder 100 bç, 1; 

Aksu.2011.2A, 2; Bk.2011.1C, 3; Bk.2011.2D 4; Bk.2011.3A, 5; Kılılı.2011.2A, 

6; Kılılı.2010.A, 7; Kürtül.2011.2A,  8; Kılılı.2010.B 

 

 

 

 

900 bç 

100 bç 

       M       1         2        3        4         5        6          7      8         

8        

100 bç 

600 bç 

     M                  1                  2                3 
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ġekil 4.10. NS 3 ve NS 6 primeri ile elde edilen DNA bantları. M; DNA ladder 100 bç, 1; 

Aksu.2011.2C, 2; Kapıçam.2011.1A, 3; Kılavuzlu.2011.2A, 4;, 

Kılavuzlu.2011.2B  

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.11. NS 3 ve NS 6 primeri ile elde edilen DNA bantları. M; DNA ladder 100 bç, 1; 

Önsen.2011.2B, 2; BK.2011.1B, 3; BK.2011.2B, 4; BK.2011.2K, 5; 

BK.2011.3E 

 

 

 

 

 

M               1          2             3             4         5             

5 

900 bç 

100 bç 

900 bç 

     M                1               2                3                4            

100 bç 
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4.2.2. Elde edilen fungus PCR ürünlerinin sekans analizleri 

Yapılan PCR sonuçları doğrultusunda 7 farklı bölgeden izole edilen 28 izolatın 

tanımlanmasını teyit etmek amacı ile sekans çalıĢması yapılmıĢtır. Sekanslama iĢlemi 

3.5.3‟te detaylı bir Ģekilde belirtilen aĢamalarda hazırlanmıĢ ve örneklerin nükleotid 

dizileri belirlenmiĢtir. Bu elde edilen sonuçlar ise Çizelge 4.6‟da verilmiĢtir. 

Çizelge 4.6. Üzerinde çalıĢılan fungus türlerinin Blast sonuçları 

EPF’nin Laboratuar Kodu Sekans Analizi Sonuçlarına Göre 

Ġdentifikasyon 

Kılavuzlu.2010.B B.bassiana 

Kılavuzlu.2010.C A. flavus 

Kürtül.2010.C B. bassiana 

Aksu.2010.C A. flavus 

Aksu.2010.F B. bassiana 

Kapıçam.2010.C B. bassiana 

Kapıçam.2010.E B. bassiana 

Önsen.2010.B B. bassiana 

Kılılı.2010.A F.oxysporum  

Kılılı.2010.B F. oxysporum  

Bk.2010.1A Beauveria sp. 

Bk.2010.2C B. bassiana 

Bk.2010.3A A. flavus 

Aksu.2011.2C B. bassiana  

Aksu.2011.2A F. oxysporum  

Kılavuzlu.2011.2A Penicillium sp.  

Kılavuzlu.2011.2B F. oxysporum 

Kapıçam.2011.1A  B. bassiana  

Kılılı.2011.2A F. solani  

Kürtül.2011.2A Fusarium sp. 

Önsen.2011.2B B. bassiana  

Bk.2011.1B F. oxysporum  

Bk.2011.1C B. bassiana  

Bk.2011.2B A. flavus  

Bk.2011.2D F. oxysporum  

Bk.2011.2K  B. bassiana  

Bk.2011.3A F. oxysporum  

Bk.2011.3E  B.  bassiana  
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Morfolojik olarak tanımlanan 4 farklı bölgeden izole edilmiĢ A. flavus izolatları 

moleküler olarak teyit edilmiĢtir. Aksu.2010.C, Bk.2010.3A ve Bk. 2011. 2B örnekleri NS 

3 ve NS 6 primerleriyle 18S gen bölgesi çoğaltılmıĢ ve elde edilen sekans analiz sonuçları 

ile moleküler teyit yapılmıĢtır. Kılavuzlu.2010.C izolatı ITS 1 ve ITS 4 primerleriyle ITS 

bölgesi çoğaltılmıĢ ve elde edilen sekans analiz sonuçu ile bu örneğin A. flavus olduğu 

teyit edilmiĢtir. Sekans iĢlemleri ileri ve geri primerleri ile yapılmıĢ ve elde edilen 

sonuçların tutarlılıkları Clone Manager 9 programı ile karĢılaĢtırılmıĢ ve dizi sonuçları 

ġekil 4.12-15‟te verilmiĢtir.  

   1  gcagtactgg tccggctgga cctttccttc tggggaacct catggccttc actggctgtg 

  61  gggggaacca ggacttttac tgtgaaaaaa ttagagtgtt caaagcaggc ctttgctcga 

 121  atacattagc atggaataat agaataggac gtgcggttct attttgttgg tttctaggac 

 181  cgccgtaatg attaataggg atagtcgggg gcgtcagtat tcagctgtca gaggtgaaat 

 241  tcttggattt gctgaagact aactactgcg aaagcattcg ccaaggatgt tttcattaat 

 301  cagggaacga aagttagggg atcgaagacg atcagatacc gtcgtagtct taaccataaa 

 361  ctatgccgac tagggatcgg gcggtgtttc tatgatgacc cgctcggcac cttacgagaa 

 421  atcaaagttt ttgggttctg ggcggagtat ggtcgcaagg ctgaaactta aagaaattga 

 481  cggaagggca ccacaaggcg tggagcctgc ggcttaattt gactcaaaca cggggaaact 

 541  cacccaggtc cagacaaaat aaggattgac agattgaaaa gctcctttct tgatcctttt 

 601  gggatgggtg gtgcctggcc cgtccctcgt tgggggagtg attttgtctg ccttaattgc 

 661  gataacgaac gagaccttcc gccccttaaa atagccccgg gcccgccttt ggcggggccc 

 721  ccctgggctt ctttaggggg gactatccgg cctcaagccg 

ġekil 4.12. Aksu.2010.C ( A. flavus) örneğine ait yapılan 18S gen bölgesi sekans 

dizilenmesi    

   1  gaacttaaca tttttagctc tcaacataga agcagcggcc gcaacgcgga ccgggctatt 

  61  taagggctta ggtctcgttc gttatcgcaa ttaagcgaca aatcactcca ccaactaaga 

 121  acggccatgc accacctcca aaagatcaag aaagagctct caatctgtca atccttattt 

 181  tgtctggacc tggtgagttt ccccgtgttg agtcaaatta agccgcaggc tccacgcctt 

 241  gtggtgccct tccgtcaatt tctttaagtt tcagccttgc gaccatactc cccccagaac 

 301  ccaaaaactt tgatttctcg taaggtgccg agcgggtcat cataaaacac cgcccgatcc 

 361  ctagtcggca tagtttatgg ttaagactac gacggtatct gatcgtcttc gatcccctaa 

 421  ctttcgttcc ctgattaatg aaaacatcct tggcgaatgc tttcgcagta gttagtcttc 

 481  agcaaatcca agaatttcac ctctgacagc tgaatactga cgcccccgac tatccctatt 

 541  aatcattacg gcggtcctag aaaccaacaa atagaaccgc acgtcctatt cta 

ġekil 4.13. Bk.2010.3A (A. flavus) örneğine ait 18S gen bölgesi sekans dizilenmesi 

   1  gtagttgaac cttgggtctg gctggccggt ccgcctcacc gcgagtactg ggtccggctg 

  61  gacctttcct tctggggaac ctcatggcct tcactggctg tggggggaac caggactttt 

 121  actgtgaaaa aattagagtg ttcaaagcag gcctttgctc gaatacatta gcatggaata 

 181  atagaatagg acgtgcggtt ctattttgtt ggtttctagg accgccgtaa tgattaatag 

 241  ggatagtcgg gggcgtcagt attcagctgt tcagaggtga aattcttgga tttgctgaag 

 301  actaactact gcgaaagcat tcgccaagga tgttttcatt aatcagggaa cgaaagttag 

 361  gggatcgaag acgatcagat accgtcgtag tcttaaccat aaactatgcc gactagggat 

 421  cgggcggtgt tttatgatga cccgctcggc accttacgag aaatcaaagt ttttgggttc 

 481  tggggggagt atggtcgcaa ggctgaaact taaagaaatt gacggaaggg caccacaagg 

 541  cgtggagcct gcggcttaat ttgactcaac acggggaaac tcaccaggtc cagacaaaat 

 601  aaggattgac agattgagag ctctttcttg atcttttgga tggtggtgca tggccgttct 

 661  tagttggtgg agtgatttgt ctgcttaatt gcgataacga agagcctcgg cccttaaata 

 721  gcccggtccg cgtttgcggg ccgctgagac ccgaaccctt ttatgc 

ġekil 4.14. Bk. 2011. 2B  (A. flavus) örneğine ait 18S gen bölgesi sekans dizilenmesi 
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   1  aacccatatt gcttcgttgg gttctagcga gcccaacctc ccacccgtgt ttactgtacc 

  61  ttagttgctt cggcgggccc gccattcatg gccgccgggg gctctcagcc ccgggcccgc 

 121  gcccgccgga gacaccacga actctgtctg atctagtgaa gtctgagttg attgtatcgc 

 181  aatcagttaa aactttcaac aatggatctc ttggttccgg catcgatgaa gaacgcagcg 

 241  aaatgcgata actagtgtga attgcagaat tccgtgaatc atcgagtctt tgaacgcaca 

 301  ttgcgccccc tggtattccg gggggcatgc ctgtccgagc gtcattgctg cccatcaagc 

 361  acggcttgtg tgttgggtcg tcgtcccctc tccggggggg acgggcccca aaggcagcgg 

 421  cggcaccgcg tccgatcctc gagcgtatgg ggctttgtca cccgctctgt aggcccggcc 

 481  ggcgcttgcc gaacgcaaat caatcttttt ccaggttgac ctcggatca 

ġekil 4.15.  Kılavuzlu.2010.C  (A. flavus) örneğine ait ITS bölgesi sekans dizilenmesi 

Morfolojik olarak F. oxysporum tanımlanmıĢ 7 izolat (Aksu.2011.2A, BK.2011.1B, 

BK.2011.2D, BK.2011.3A, Kılavuzlu.2011.2B Kılılı.2010.A ve Kılılı.2010.2A) 18S gen 

bölgesi (900 bç) NS 3 ve NS 6 primerleri ile çoğaltılmıĢ ve her iki yönde (ileri ve geri) 

dizilenmiĢtir. Konsensus dizi sonuçları Blast yapılarak morfolojik tanımlama moleküler 

olarak teyit edilmiĢtir. Bu izolatlara ait konsensus diziler Clone Manager 9 programı ile 

hizalanmıĢ ve sonuçlar toplu olarak ġekil 4.16‟de verilmiĢtir.    

AKSU.2011.2A       1 gttgttgtggttaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggtggtccgcctcaccgcgtgtactgg 

BK.2011.1B         1 gttgttgtggttaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggaggtccgcctcaccgcgtgtactgg 

BK.2011.2D         1 gttgttgtggttaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggcggtccgcctcaccgcgtgtactgg 

BK.2011.3A         1 gttgttgtggtt-aaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggtggtccgcctcaccgcgtgtactgg 

KILAVUZLU.2011.2B  1 gttgttgtggttaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctgggggtccgcctcaccgcgtgtactgg 

KILILI.2010.A      1 gttgttgtggtt-aaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggcggtccgcctcaccgcgtgtactgg 

KILILI.2011.2A     1 gttgttgtggttaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggcggtccgcctcaccgcgtgtactgg 

 

AKSU.2011.2A      71 tccggccgggcctttccctctgtggaaccccatgcccttcactgggtgtggcggggaaacaggactttta 

BK.2011.1B        71 tccggccgggcctttccctctgtggaaccccatgcccttcactgggtgtggcggggaaacaggactttta 

BK.2011.2D        71 tccggccgggcctttccctctgtggaaccccatgcccttcactgggtgtggcggggaaacaggactttta 

BK.2011.3A        70 tccggccgggcctttccctctgtggaaccccatgcccttcactgggtgtggcggggaaacaggactttta 

KILAVUZLU.2011.2B 71 tccggccgggcctttccctctgtggaaccccatgcccttcactgggtgtggcggggaaacaggactttta 

KILILI.2010.A     70 tccggccgggcctttccctctgtggaaccccatgcccttcactgggtgtggcggggaaacaggactttta 

KILILI.2011.2A    71 tccggccgggcctttccctctgtggaaccccatgcccttcactgggtgtggcggggaaacaggactttta 

 

AKSU.2011.2A     141 ctgtgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcgaatacattagcatggaataatagaatagga 

BK.2011.1B       141 ctgtgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcgaatacattagcatggaataatagaatagga 

BK.2011.2D       141 ctgtgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcgaatacattagcatggaataatagaatagga 

BK.2011.3A       140 ctgtgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcgaatacattagcatggaataatagaatagga 

KILAVUZLU.2011.2B141 ctgtgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcgaatacattagcatggaataatagaatagga 

KILILI.2010.A    140 ctgtgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcgaatacattagcatggaataatagaatagga 

KILILI.2011.2A   141 ctgtgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcgaatacattagcatggaataatagaatagga 

 

AKSU.2011.2A     211 cgtgtggttctattttgttggtttctaggaccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagta 

BK.2011.1B       211 cgtgtggttctattttgttggtttctaggaccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagta 

BK.2011.2D       211 cgtgtggttctattttgttggtttctaggaccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagta 

BK.2011.3A       210 cgtgtggttctattttgttggtttctaggaccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagta 

KILAVUZLU.2011.2B211 cgtgtggttctattttgttggtttctaggaccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagta 

KILILI.2010.A    210 cgtgtggttctattttgttggtttctaggaccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagta 

KILILI.2011.2A   211 cgtgtggttctattttgttggtttctaggaccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagta 

 

AKSU.2011.2A     281 ttcaattgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatg 

BK.2011.1B       281 ttcaattgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatg 

BK.2011.2D       281 ttcaattgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatg 

BK.2011.3A       280 ttcaattgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatg 

KILAVUZLU.2011.2B281 ttcaattgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatg 

KILILI.2010.A    280 ttcaattgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatg 

KILILI.2011.2A   281 ttcaattgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatg 

 

AKSU.2011.2A     351 ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa 

BK.2011.1B       351 ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa 
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BK.2011.2D       351 ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa 

BK.2011.3A       350 ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa 

KILAVUZLU.2011.2B351 ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa 

KILILI.2010.A    350 ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa 

KILILI.2011.2A   351 ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa 

 

AKSU.2011.2A     421 ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgacccgttcggcaccttacgagaaatcaaagtgct 

BK.2011.1B       421 ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgacccgttcggcaccttacgagaaatcaaagtgct 

BK.2011.2D       421 ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgacccgttcggcaccttacgagaaatcaaagtgct 

BK.2011.3A       420 ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgacccgttcggcaccttacgagaaatcaaagtgct 

KILAVUZLU.2011.2B421 ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgacccgttcggcaccttacgagaaatcaaagtgct 

KILILI.2010.A    420 ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgacccgttcggcaccttacgagaaatcaaagtgct 

KILILI.2011.2A   421 ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgacccgttcggcaccttacgagaaatcaaagtgct 

 

AKSU.2011.2A     491 tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt 

BK.2011.1B       491 tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt 

BK.2011.2D       491 tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt 

BK.2011.3A       490 tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt 

KILAVUZLU.2011.2B491 tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt 

KILILI.2010.A    490 tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt 

KILILI.2011.2A   491 tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt 

 

AKSU.2011.2A     561 ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacacaatgaggattgacaga 

BK.2011.1B       561 ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacacaatgaggattgacaga 

BK.2011.2D       561 ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacacaatgaggattgacaga 

BK.2011.3A       560 ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacacaatgaggattgacaga 

KILAVUZLU.2011.2B561 ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacac-atgaggattgacaga 

KILILI.2010.A    560 ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacacaatgaggattgacaga 

KILILI.2011.2A   561 ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacacaatgaggattgacaga 

 

AKSU.2011.2A     631 ttgagagctctttcttgattttgtgggtggtggtgcatggccgttcttagttggtggagtgatttgtctg 

BK.2011.1B       631 ttgagagctctttcttgattttgtgggtggtggtgcatggccgttcttagttggtggagtgatttgtctg 

BK.2011.2D       631 ttgagagctctttcttgatcttgtgggtggtggtgcatggccgttcttagttggtggagtgatttgtctg 

BK.2011.3A       630 ttgagagctctttcttgattttgtgggtggtggtgcatggccgttcttagttggtggagtgatttgtctg 

KILAVUZLU.2011.2B630 ttgagagctctttcttgattttgtgggtggtggtgcatggccgttcttagttggtggagtgatttgtctg 

KILILI.2010.A    630 ttgagagctctttcttgattttgtgggtggtggtgcatggccgttcttagttgg-ggagtgatttgtctg 

KILILI.2011.2A   631 ttgagagctctttcttgatcttgtg--------------------------------------------- 

ġekil 4.16. F. oxysporum türüne ait 18S gen bölgesi sekans hizalaması  

Morfolojik olarak F. Solani olarak tanımlanmıĢ Kılılı.2011.2A örneği NS 3 ve NS 6 

primerleriyle 18S gen bölgesi çoğaltılmıĢ ve elde edilen sekans analiz sonucu ile 

morfolojik sonuç teyit edilmiĢtir. KarĢılaĢtırılmalı ileri ve geri primerleri kullanılarak elde 

edilen nükleotid diziler Clone Manager 9 programı ile karĢılaĢtırılmıĢ ve konsensus dizi 

ġekil 4.17‟de verilmiĢtir.   

   1  aattaagttg ttgtggttaa aagctcgtag ttgaaccttg ggcctggctg gccggtccgc 

  61  ctcaccgcgt gtactggtcc ggccgggcct ttccctctgt ggaaccccat gcccttcact 

 121  gggtgtggcg gggaaacagg acttttactg tgaaaaaatt agagtgctcc aggcaggcct 

 181  atgctcgaat acattagcat ggaataatag aataggacgt gtggttctat tttgttggtt 

 241  tctaggaccg ccgtaatgat taatagggac agtcgggggc atcagtattc aattgtcaga 

 301  ggtgaaattc ttggatttat tgaagactaa ctactgcgaa agcatttgcc aaggatgttt 

 361  tcattaatca ggaacgaaag ttaggggatc gaagacgatc agataccgtc gtagtcttaa 

 421  ccataaacta tgccgactag ggatcggacg gtgttatatt ttgacccgtt cggcacctta 

 481  cgagaaatca aagtgcttgg gctccagggg gagtatggtc gcaaggctga aacttaaaga 

 541  aattgacgga agggcaccac caggggtgga gcctgcggct taatttgact caacacgggg 

 601  aaactcacca ggtccagaca caatgaggat tgacagattg agagctcttt cttgatcttg 

 661  tg  

ġekil 4.17. F. solani türüne ait 18S gen bölgesi sekans dizilenmesi 

Morfolojik olarak B. bassiana türü olarak tanımlanan 7 tane (Aksu.2010.F, 

Aksu.2011.2C, Bk.2010.1A, Bk.2011.1C, Kapıçam.2010.E, Önsen.2010.B ve 

Önsen.2011.2B)  örnek NS 3 ve NS 6 primerleriyle 18S gen bölgesi çoğaltılmıĢ ve elde 
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edilen sekans dizi sonuçlarıyla bu örneklerin B. bassiana olduğu moleküler olarak teyit 

etmiĢtir. Bu örneklere ait nükleotid dizi sonuçları Clone Manager 9 programı ile analiz 

edilmiĢ ve hizalanarak ġekil 4.18‟de verilmiĢtir.  

Aksu.2010.F    1 tgttgtggttaaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggccggtccgcctcaccg 

Aksu.2011.2C   1 tgttgtggtt-aaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggccggtccgcctcaccg 

Bk.2010.1A     1 ----------------------------ccttgggcc----------------------- 

Bk.2011.1C     1 tgttgtggttaaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggccggtccgcctcaccg 

Kapıçam.2010.E 1 tgttgtggttaaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggccggtccgcctcaccg 

Önsen.2010.B   1 tgttgtggttaaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggccg--ccgcctcaccg 

Önsen.2011.2B  1 tgttgtggttaaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggccggtccgcctcaccg 

 

Aksu.2010.F   61 cgtgtactggtccggccgggcctttccctctgtggaacctcatgcccttcactgggtgtg 

Aksu.2011.2C  60 cgtgtactggtccggccgggcctttccctctgtggaacctcatgcccttcactgggtgtg 

Bk.2010.1A     10 ggtgtact------gccgggcctttccctctgtggaacctcatgccc-tcactgggtgtg 

Bk.2011.1C     61 cgtgtactggtccggccgggcctttccctctgtggaacctcatgcccttcactgggtgtg 

Kapıçam.2010.E 61 cgtgtactggtccggccgggcctttccctctgtggaacctcatgcccttcactgggtgtg 

Önsen.2010.B   59 cgtgtactggtccggccgggcctttccctctgtggaacctcat---cttcactgggtgtg 

Önsen.2011.2B  61 cgtgtactggtccggccgggcctttccctctgtggaacctcatgcccttcactgggtgtg 

 

Aksu.2010.F    121 gcggggaaacaggacttttactttgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcg 

Aksu.2011.2C   120 gcggggaaacaggacttttactttgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcg 

Bk.2010.1A      63 gcggggaaaca-gacttttactttgaaaaaattaga-----------aggcctatgctcg 

Bk.2011.1C     121 gcggggaaacaggacttttactttgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcg 

Kapıçam.2010.E 121 gcggggaaacaggacttttactttgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcg 

Önsen.2010.B   116 gcggggaaacagg--ttttactttgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcg 

Önsen.2011.2B  121 gcggggaaacaggacttttactttgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcg 

 

Aksu.2010.F    181 aatacattagcatggaataataaaataggacgcgtggttctattttgttggtttctagga 

Aksu.2011.2C   180 aatacattagcatggaataataaaataggacgcgtggttctattttgttggtttctagga 

Bk.2010.1A     111 aatac----gcatggaataataaaataggacgcgtggttctattttgttggtttct-gga 

Bk.2011.1C     181 aatacattagcatggaataataaaataggacgcgtggttctattttgttggtttctagga 

Kapıçam.2010.E 181 aatacattagcatggaataataaaataggacgcgtggttctattttgttggtttctag-a 

Önsen.2010.B   174 aatacattagcatggaataataaaataggacgcgtggttctattttgttggtttctagga 

Önsen.2011.2B  181 aatacattagcatggaataataaaataggacgcgtggttctattttgttggtttctagga 

 

Aksu.2010.F    241 ccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagtattcaattgtcagaggtgaaa 

Aksu.2011.2C   240 ccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagtattcaattgtcagaggtgaaa 

Bk.2010.1A     166 ccgccgtaatgattaataggga---------gcatcagtattcaattgtc-gaggtgaaa 

Bk.2011.1C     241 ccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagtattcaattgtcagaggtgaaa 

Kapıçam.2010.E 240 ccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagtattcaattgtcagaggtgaaa 

Önsen.2010.B   234 ccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcat-agtattcaattgtcagaggtgaaa 

Önsen.2011.2B  241 ccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatca-tattcaattgtcagaggtgaaa 

 

Aksu.2010.F    301 ttcttagatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatgttttcattaa 

Aksu.2011.2C   300 ttcttagatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatgttttcattaa 

Bk.2010.1A     216 ttcttagatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatgttttcattaa 

Bk.2011.1C     301 ttcttagatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatgttttcattaa 

Kapıçam.2010.E 300 ttcttagatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatgttttcattaa 

Önsen.2010.B   293 ttcttagatttatt-aagactaactactgcgaaagcatttgccaa--atgttttc----- 

Önsen.2011.2B  300 ttcttagatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatgttttcattaa 

 

Aksu.2010.F    361 tcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa 

Aksu.2011.2C   360 tcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa 

Bk.2010.1A     276 tc-----------ttaggggatcgaagacg-tcagataccgtcgtagtcttaaccataaa 

Bk.2011.1C     361 tcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa 

Kapıçam.2010.E 360 tcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatca-ataccgtcgtagtctta-ccataaa 

Önsen.2010.B   345 tcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatca-----cgtcgtagtcttaa----aaa 

Önsen.2011.2B  360 tcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa 

 

Aksu.2010.F    421 ctatgccgactagggatcggacgatgttattttttgacgcgttcggcaccttacgagaaa 

Aksu.2011.2C   420 ctatgccgactagggatcggacgatgttattttttgacgcgttcggcaccttacgagaaa 

Bk.2010.1A     324 ctatgccgactagggatcggacgatgttattttttgacgcgttcggcaccttacgagaaa 

Bk.2011.1C     421 ctatgccgactagggatcggacgatgttattttttgacgcgttcggcaccttacgagaaa 

Kapıçam.2010.E 418 ctatgccgactagggatcggacgatgttattttttgacgcgttcggcaccttacgagaaa 
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ÖNSEN.2010.B   396 ctatgccgacta-----cggacgatgttattttttgacgcgttc---------cgagaaa 

Önsen.2011.2B  420 ctatgccgactagggatcggacgatgttattttttgacgcgttcggcaccttacgagaaa 

 

Aksu.2010.F    481 tcaaagtgcttgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgac 

Aksu.2011.2C   480 tcaaagtgcttgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgac 

Bk.2010.1A     384 tcaaa-------ggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattga- 

Bk.2011.1C     481 tcaaagtgcttgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgac 

Kapıçam.2010.E 478 tcaaagtgcttgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgac 

Önsen.2010.B   442 tcaaagtgctt--gctccagggggagtatggt---aaggctgaaacttaaagaaattga- 

Önsen.2011.2B  480 tcaaagtgcttgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgac 

 

Aksu.2010.F    541 ggaagggcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactca 

Aksu.2011.2C   540 ggaagggcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactca 

Bk.2010.1A     436 ggaagggcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacgg--------- 

Bk.2011.1C     541 ggaagggcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactca 

Kapıçam.2010.E 538 ggaagggcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactca 

Önsen.2010.B   496 ------gcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactca 

Önsen.2011.2B   540 ggaagggcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactca 

 

Aksu.2010.F     601 ccaggtccagacacaatgaggattgacagattgagagctctttcttgattttgtgggtgg 

Aksu.2011.2C    600 ccaggtccagacacaatgaggattgacagattgagagctctttcttgattttgtgggtgg 

Bk.2010.1A      487 --aggtccagacacaatgaggattgacagattgagagctctttcttgattttgtgggtgg 

Bk.2011.1C      601 ccaggtccagacacaatgaggattgacagattgagagctctttcttgattttgtgggtgg 

Kapıçam.2010.E  598 cc--gtcca-acacaatgaggattgaca-attgagagctctttcttgattttgtgggtgg 

Önsen.2010.B    550 ccaggtccagacacaatgaggattgacaga-------------------------ggtgg 

Önsen.2011.2B   600 ccaggtccagacacaatgaggattgacagattgagagctctttcttgattttgtgggtgg 

 

Aksu.2010.F     661 tggtgcatggccgttcttagttggtggagtgatttgtctg--ctt-cattgcgataacga 

Aksu.2011.2C    660 tggtgcatggccgttcttagttgggggagtgatttgtctg--ctt-cattgcgataacga 

Bk.2010.1A      545 tggtgcatggccgttcttagttggcggagtgatttgtctg--ctt-cattgcgataac-- 

Bk.2011.1C      661 tggtgcatggccgttcttagttggtggagtgatttgtctg--ctt-cattgcgataacga 

Kapıçam.2010.E  654 tggtgcatggccgttctta-ttgggggagtgatttgtctg--ctttcattgcgataacga 

Önsen.2010.B    585 tggtgcatggccgttc-tagttggcggagtgatttgtctggcctt-cattgcgataacga 

Önsen.2011.2B   660 tggtgcatggccgttctta----------------------------------------- 

ġekil 4.18. B. bassiana türüne ait 18S gen bölgesi sekans hizalaması 

Morfolojik olarak B. bassiana tanımlanan ancak hizalamada farklılık gösteren 

5izolata (BK.2010.2C, BK.2011.2K, BK.2011.3E, . Kapıçam.2010.C, Kapıçam.2011.1A) 

ait diziler ayrı olarak ġekil 4.19-23‟de verilmiĢtir. 

   1  tgtactggtc ggccgggcct ttccctctgt ggaacctcat gcccttcact gggtgtggcg 

  61  gggaaacagg acttttactt tgaaaaaatt agagtgctcc aggcaggcct atgctcgaat 

 121  acattagcat ggaataataa aataggacgc gtggttctat tttgttggtt tctaggaccg 

 181  ccgtaatgat taatagggac agtcgggggc atcagtattc aattgtcaga ggtgaaattc 

 241  ttagatttat tgaagactaa ctactgcgaa agcatttgcc aaggatgttt tcattaatca 

 301  ggaacgaaag ttaggggatc gaagacgatc agataccgtc gtagtcttaa ccataaaata 

 361  tgccgactag ggatcggacg atgttatttt ttgacgcgtt cggcacctta ccagaaatca 

 421  aagtgcttgg gctccagggg gagtatggtc gcaaggctga aacttaaaga aattgacgga 

 481  agggcaccac caggggtgga gcctgcggct tattttgact caaacacggg gaaaactcca 

 541  ccaggtccca gacacaatga ggatttgaca gaatgaaagc tcctttcttt gatttttgtg 

 601  ggggggtggt agcatggccg ttctttagtg gggggagagg attttggtct gctttcattg 

 661  caataacgaa acgagaacct taacc 

ġekil 4.19. BK.2010.2C (B. bassiana) örneğine ait 18S gen bölgesi sekans dizilenmesi 
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   1  gtggggctta ataccgtata ttaagttgtt gtggttaaag ctcgtagttg aaccttgggc 

  61  ctggctggcc ggtccgcctc accgcgtgta ctggtccggc cgggcctttc cctctgtgga 

 121  acctcatgcc cttcactggg tgtggcgggg aaacaggact tttactttga aaaaattaga 

 181  gtgctccagg caggcctatg ctcgaataca ttagcatgga ataataaaat aggacgcgtg 

 241  gttctatttt gttggtttct aggaccgccg taatgattaa tagggacagt cgggggcatc 

 301  agtattcaat tgtcagaggt gaaattctta gatttattga agactaacta ctgcgaaagc 

 361  atttgccaag gatgttttca ttaatcagga acgaaagtta ggggatcgaa gacgatcaga 

 421  taccgtcgta gtcttaacca taaactatgc cgactaggga tcggacgatg ttattttttg 

 481  acgcgttcgg caccttacga gaaatcaaag tgcttgggct ccagggggag tatggtcgca 

 541  aggctgaaac ttaaagaaat tgacggaagg gcaccaccag gggtggagcc tgcggcttaa 

 601  tttgactcaa cacggggaaa ctcaccacgt ccagacacaa tgaggattga cagattgaga 

 661  gctctttctt ga 

ġekil 4.20. BK.2011.2K (B. bassiana) örneğine ait 18S gen bölgesi sekans dizilenmesi 

   1  cttctagttg aaccttgggt ctggctggcc ggtccccttc accgcgagta ctgggtccgg 

  61  ctggaccttt ccttctgggg aacctcatgg ccttccctgg ctgtgggggg aaccaggact 

 121  tttactgtga aaaaattaga gtgttcaaag cacgcctttg ctcccctaca ttagcatgga 

 181  ataatagaat aggacgtgcg gttctatttt cctggtttct aggaccgccc taatgattaa 

 241  tagcgatagt cggcggcctc agtattcagc tgttcagaag tgaaattctt ggatttgctg 

 301  aagactaact actgcgaaag cattcgccca ggattttttc attaatcaaa gaactaaagt 

 361  tagtggatcc aagacgatca gatacccgcg tagtcttaaa cataaacaat gcccactagg 

 421  gatcgggcgg tgttttatga tgacccgccc cgcaccttac tagaaatt 

    

ġekil 4.21. BK.2011.3E (B. bassiana) örneğine ait 18S gen bölgesi sekans dizilenmesi 

   1  ccgatgaacg cttattaaag ttgttgtggt taaaagctcg tagttgaaac cttgggcctg 

  61  gctggccggt ccgcctcacc gcgtgtactg gtccggcccg ggcctttccc tctgtggaac 

 121  ctcatgccct tcactgggtg tggcggggaa acaggacttt tactttgaaa aaattagagt 

 181  gctccaggca ggcctatgct cgaatacatt agcatggaat aataaaatag gacgcgtggt 

 241  tctattttgt tggtttctag gaccgccgta atgattaata gggacagtcg ggggcatcag 

 301  tattcaattg tcagaggtga aattcttaga tttattgaag actaactact gcgaaagcat 

 361  ttgccaagga tgttttcatt aatcaggaac gaaagttagg ggatcgaaga cgatcagata 

 421  ccgtcgtagt cttaaccata aactatgccg actagggatc ggacgatgtt attttttgac 

 481  gcgttcggca ccttacgaga aatcaaagtg cttgggctcc agggggagta tggtcgcaag 

 541  gctgaaactt aaagaaattg a 

ġekil 4.22. Kapıçam.2010.C (B. bassiana) örneğine ait 18S gen bölgesi sekans dizilenmesi 

 

   1  tattaaagtt gttgtggtta aaaagctcgt agttgaacct tgggcctggc tggccggtcc 

  61  gcctcaccgc gtgtactggt ccggccgggc ctttccctct gtggaacctc atgcccttca 

 121  ctgggtgtgg cggggaaaca ggacttttac tttgaaaaaa ttagagtgct ccaggcaggc 

 181  ctatgctcga atacattagc atggaataat aaaataggac gcgtggttct attttgttgg 

 241  tttctaggac cgccgtaatg attaataggg acagtcgggg gcatcagtat tcaattgtca 

 301  gaggtgaaat tcttagattt attgaagact aactactgcg aaagcatttg ccaaggatgt 

 361  tttcattaat caggaacgaa agttagggga tcgaagacga tcagataccg tcgtagtctt 

 421  aaccataaac tatgccgact agggatcgga cgatgttatt ttttgacgcg tttcggcacc 

 481  ttacgagaaa tcaaagtgct tgggctccag ggggagtatg gtccgcaagg ctgaaactta 

 541  aagaaattga cggaagggca ccaccagggg tggagcctgc ggcttatttt gactcaacac 

 601  ggggaaactc accaggtccc gacacaatga ggattgacag attgagagct cttttctttg 

 661  attttgtggg g 

ġekil 4.23. Kapıçam.2011.1A (B. bassiana) örneğine ait 18S gen bölgesi sekans 

dizilenmesi 
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Ayrıca Kılavuzlu.2010.B ve Kürtül.2010.C örnekleri ITS 1 ve ITS 4 primerleri ile 

ITS bölgesi çoğaltılmıĢ ve elde edilen sekans sonuçları ile B. bassiana olduğu teyit 

edilmiĢtir. Bu iki izolata ait dizi sonuçları karĢılaĢtırılmalı olarak ġekil 4.24‟de verilmiĢtir.  

Kilavuzlu.2010.B   1 ctacgctccctaacccttctgtgacctacctatcgttgcttcggcggactcgccccagcccggacgcgga 

Kürtül.2010.c      1 tttcgctcctcctaccttctgtgacctacctatcgttgcttcggcggactcgccccagcccggacgcgga 

 

Kilavuzlu.2010.B  71 cgggaccagcggcccgccggggacctcaaactcttgtattccagcatcttctgaatacgccgcaaggcaa 

Kürtül.2010.C     71 ctggaccagcggcccgccggggacctcaaactcttgtattccagcatcttctgaatacgccgcaaggcaa 

 

Kilavuzlu.2010.B 141 aacaaatgaatcaaaactttcaacaacggatctcttggctctggcatcgatgaagaacgcagcgaaaccg 

Kürtül.2010.C    141 aacaaatgaatcaaaactttcaacaacggatctcttggctctggcatcgatgaagaacgcagcgaaaccg 

 

Kilavuzlu.2010.B 211 ataagtaatgtgaattgcaaatccatgaatcatcaatctttgaacgcacattgcgcccgccagcattctg 

Kürtül.2010.C    211 ataagtaatgtgaattgcaaatccatgaatcatcaatctttgaacgcacattgcgcccgccagcattctg 

 

Kilavuzlu.2010.B 281 gcgggcatgcctgttcagcgtcatttcaaccctcgacctccccttggggaggtcggcgttggggaccggc 

Kürtül.2010.C    281 gcgggcatgcctgttcagcgtcatttcaaccctcgacctccccttggggaggtcggcgttggggaccggc 

 

Kilavuzlu.2010.B 351 agcacaccgccggccctgaaatggagtggcggcccgtccgcggcgacctctgcgcagtaattcgtctcgc 

Kürtül.2010.C    351 agcacaccgccggccctgaaatggagtggcggcccgtccgcggcgacctctgcgcagtaatacggctcgc 

 

Kilavuzlu.2010.B 421 accggaaccgcgacgcggccacgccgtaaaacacccaacttctgaacgttgacctcgaatcgggtaggac 

KürtüL.2010.C    421 accggaaccgcgacgcggccacgccgtaaaacacccaacttctgaacgttgacctcgaatcaggtaggac 

 

Kilavuzlu.2010.B 491 tacccgctgaactt 

Kürtül.2010.C    491 tacccgctgaactt 

ġekil 4.24.  B. bassiana türüne ait ITS gen bölgesi sekans hizalaması 

ÇalıĢmamızda Penicillium sp. türüne ait sadece bir adet izolasyon yapılmıĢtır. Bu 

izolat (Kılavuzlu.2011.2A) moleküler tanımlama için NS 3 ve NS 6 primerleri ile 

18S gen bölgesi çoğaltılmıĢ ve elde edilen nükleotid dizi sonuçları bu örneğin Penicillium 

sp. olduğunu moleküler olarak göstermiĢtir. Teyit edilmiĢ dizi sonuçları ġekil 4.25‟de 

verilmiĢtir.  

   1  aatcgcaacc caaaatttta taaagtttgt ttgcgttaaa gctcgtagtt gaaccttggg 

  61  cctggctggc cggtccgcct caccgcgagt actggtccgg ctgggccttt ccttctgggg 

 121  acctcatggc cttcactggc tgtgggggga accaggactt ttactgtgaa aaaattagag 

 181  tgttcaaagc aggcctttgc tcgaatacat tagcatggaa taatagaata ggacgtgcgg 

 241  ttctattttg ttggtttcta ggaccgccgt aatgattaat agggatagtc gggggcgtca 

 301  gtattcagct gtcagaggtg aaattcttgg atttgctgaa gactaactac tgcgaaagca 

 361  ttcgccaagg atgttttcat taatcaggga acgaaagtta ggggatcgaa gacgatcaga 

 421  taccgtccta gtcttaacca taaactatgc ccgactaggg atcggacggg attctatgat 

 481  gacccgtccg gcaccttacg agaaatcaaa gtttttgggt tctgggggga gtatggtccg 

 541  ccaggctgaa acttaaagaa attgacggaa gggcaccaca aggcctggag cctgcctgct 

 601  taatttgact cacacgggga aactcccccg ggtccagaca aaataaggat tgacagaatt 

 661  gagaagctcc ttttctttga acccttttgg atgggtgggt gccatgggcc cgttcttcgt 

 721  tggggggag 

ġekil 4.25. Kılavuzlu.2011.2A (Penicillium sp.) örneği ne ait 18S gen bölgesi sekans 

dizilenmesi 
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Sekans çalıĢması sonucunda farklı bölgelerden izole edilen B. bassiana, A. flavus ve 

Fusarium sp.‟nin SSU rDNA (18S) bölgelerinin yaklaĢık 900 baz çifti uzunluğunda ki 

diziler kullanılarak aynı tür olarak tanımlanan izolatların birbirlerine genetik benzerlikleri  

Mega 4.1 programı kullanılarak NJ (Neighbour-joining) yöntemi ile çizilen filogenetik 

ağaçlar ile belirlenmiĢ ve filogenetik ağaçlar ġekil 4.26-28‟de verilmiĢtir. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.26. B. bassiana türlerinin 18S gen bölgesi temel alınarak çizilen filogenetik ağaç 

B. bassiana türlerinde 18S gen bölgesi temel alınarak elde edilen dendrogramda aynı 

bölgelerden elde edilmis izolatların kendi aralarında bir grup oluĢturmadığı gözlenmiĢtir. 

Analiz sonucunda Boot Strap (Seç dağıt testi) değeri Bk.2010.1A ve Önsen.2010B için 

oldukça yüksektir (%92). Aksu.2010F, Önsen 2011.2B, Bk.2010.2C, Aksu.2011.2C, 

Bk.2011.1C ve Bk.2011.2K grubu %86‟lık Boot Strap değeri ile diğer gruptan ayrılmıĢtır.  

 

 

 

 

 

ġekil 4.27. A. flavus türlerinin 18S gen bölgesi temel alınarak çizilen filogenetik ağaç 
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A. flavus türlerinde 18S gen bölgesi temel alınarak elde edilen dendrogramda aynı 

bölgelerden elde edilmis izolatların kendi aralarında bir grup oluĢturmadığı gözlenmiĢtir. 

Kılavuzlu.2010.C ile Bk.2011.2B ve Bk.2010.3A ile Aksu.2010.C ayrı iki grup 

oluĢturmuĢtur. Analiz sonucunda Boot Strap (Seç dağıt testi) değeri Bk.2010.3A ve 

Aksu.2010.C için %83 değerle oldukça yüksektir.  

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.28. F. oxysporum ve F. solani türlerinin 18S gen bölgesi temel alınarak çizilen 

filogenetik ağaç 

F. oxysporum ve F. solani türlerinde 18S gen bölgesi temel alınarak elde edilen 

dendrogramda aynı bölgelerden elde edilmis izolatların kendi aralarında bir grup 

oluĢturmamaktadır. Bk.2011.1B örneği dendrogramda diğer bireylerden farklı bir grupta 

tek baĢına yer almıĢtır. 

Yapılan bu çalıĢmada elde edilen EPF tür sayısı diğer yapılan çalıĢmalara kıyasla 

sayıca azdır ve onların izole ettiği bazı fungus türlerinin bazıları izole edilememiĢtir. ġahin 

(2006), yaptığı çalıĢmada KahramanmaraĢ ilinin değiĢik topraklarında Paecilomyces ve 

Beauveria cinsine ait EPF izole etmiĢtir. Er ve Mart (2009) yaptıkları çalıĢmada, 

KahramanmaraĢ‟ın değiĢik bölgelerinden alınan toprak örneklerinde Beauveria, 

Peacilomyces, Metarhizium cinsine bağlı fungusları izole etmiĢlerdir. Sevim ve ark., 

(2009), fındık yetiĢtiriciliğinin çok olduğu arazilerde yapmıĢ oldukları çalıĢmada, M. 

anisopliae var. anisopliae çok yaygın bulmuĢlardır ve bu türün yanı sıra B. bassiana,  

Evlachovaea sp., Metarhizium sp. türlerininde varlığını belirlemiĢlerdir. M. anisopliae var. 

anisopliae, B. bassiana, Evlachovaea sp. türlerini hem tarım alanlarında hem tarım alanları 

dıĢında izole etmiĢlerdir. Keller ve ark. (2003), M. anisopliae‟yi ekilebilir tarlalarda ve 

çayırlarda tespit etmiĢlerdir. Meyling ve Elinberg (2006) yaptıkları çalıĢmalarda I. 

fumosorosea „ yı çit topraklarında çok yaygın bulmuĢlarken B. bassiana’yı tarımsal 

alanlarda çok yaygın olarak bulmuĢlardır. Onlar yapmıĢ oldukları çalıĢmada M. 
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anisopliae‟yi çok nadir olarak bulmuĢlardır.  Çin‟in ormanlık alanlarındaki topraklarda en 

fazla P. fumosoroseus, B. bassiana ve M. anisoplae entomopatojen fungus türleri  izole 

edilmiĢtir (Bing-Da Sun ve ark., 2008).  Irak'ın kuzey bölgesinde Gara dağlarında bitkilerin 

üzerinde yaĢayan böceklerde A. flavus, A. niger, B. bassiana entomopatojen funguslar 

yüksek oranda bulunurken fırsatçı patojen olan, Alternaria alternata (Fr.), Curvularia sp., 

Fusarium sp., Humicola sp., Penicillum sp., Rhizopus stolonifer (Ehrenb:Fr.), Ulocladium 

atrum (Pers.), Trichoderma sp., izole edilmiĢtir (Assaf ve ark., 2011). Bu çalıĢmalara göre 

entomopatojenik fungus türlerinin oluĢması ve dağılması bölgeler ve toprak örneklerinin 

farklılığından kaynaklanmaktadır. 

Böcek patojenleri içerisinde önemli olan B. bassiana yapmıĢ olduğumuz çalıĢmada 

çok bulunurken fırsatçı patojen olarak bilinen A. flavus ve ikincil koloni oluĢturan F. 

oxysporum, F. solani ve Penicillium sp. türleri de bulunmuĢtur. Ali-Shtayeh ve ark. (2002), 

zorunlu zayıf patojen fungusların çoğu kez böcekleri hastalığa önceden hazırlamaya 

yardımcı olan etmen olarak iliĢkilendirmiĢlerdir. YapmıĢ oldukları ön patojenite testinde 

G. mellonella larvalarının Aspergillus, Fusarium ve Mucor tarafından enfekte edildiğini 

belirlemiĢlerdir. Gerçekte de toprakta ki konak böcekler birçok patojenik türe maruz 

kalırlar. Sun ve Liu (2008), toprak örneklerinde Galleria tuzak metodu kullanılarak 

yaptıkları çalıĢmada, zayıf ya da yaralanmıĢ larvaların fırsatçı patojenler ile enfekte 

olabileceğini ve aynı zamanda G. mellonella larvaları öldükten sonra ölü böcek üzerinde 

ikincil çoğalan türlerin koloni oluĢturabileceğini belirlemiĢlerdir. Ġzgi ve Koz (2012) 

tarafından yapılan çalıĢmada topraktan fungus izolasyonu aĢamasında G. mellonella 

larvaları kullanılmıĢtır. Bu larvalar toprağa inoküle edilmeden önce pupaya 

dönüĢmelerinde yardımcı olan ipek ağlarının örülmesini engellemek için 50 
o
C de 15 sn 

bekletilip sonra soğuk su banyosunda 15 sn bekletilmiĢtir ve sonrasında toprağa inoküle 

edilmiĢtir. Bu esnada larvalarda zayıflık, stres oluĢmuĢ olabilir ve bu da toprakta var olan 

fırsatçı patojenlerin larvayı enfekte etmesine sebep olmuĢ olabilir.  

Günümüzde karĢılaĢtığımız olumsuz örnekler kimyasal ilaçlar kullanılarak yapılan 

tarımın sürdürülebilir olmadığını ve tarımda alternatif  yöntemlerin uygulanması 

gerektiğini ortaya koymuĢtur. Bu da mikrobiyal kontrol ajanları ve çevreyle dost diğer 

alternatif  zararlı mücadele yöntemlerinin kullanımına bağlı olacaktır. Dünyada mikrobiyal 

kontrol ajanları ile ilgili çalıĢmalar hızla ilerlerken Türkiye‟de bu kontrol ajanlarının önemi 

yeni anlaĢılmıĢtır. KahramanmaraĢ bölgesinde entomopatojen fungusların tespitine yönelik 

çalıĢmalar yapılmıĢ fakat geniĢ kapsamlı morfolojik ve moleküler karakterizasyon 
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yapılmamıĢtır. ÇalıĢmamızda, KahramanmaraĢ‟ın merkez köylerinden ve KahramanmaraĢ 

BaĢkonuĢ ormanlık alanlarından izole edilen EPF‟lerin morfolojik ve moleküler 

karakterizasyonu yapılarak EPF çeĢitliliği belirlenmiĢtir. Gelecekte yapılacak geniĢ çaptaki 

çalıĢmalar farklı entomopatojen fungusların varlığı ortaya çıkarabilir. 
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