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DOGAL ENTOMOPATOJEN FUNGUSLARIN MORFOLOJIK VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

FATMA GUL OZCELIK
0z

Bu calismada, Kahramanmarag’in merkez kdylerindeki bugday tarlalarindan ve Baskonus
ormanlik alanlarindan alinan toprak oOrneklerinden izole edilen entomopatojen fungus
izolatlarmin uygun besiyeri ortaminda gelisim karakteristikleri, morfolojik yapilarinin
mikroskopta incelenmesi ve molekiiler karakterizasyon ¢alismasi sonucunda Beauveria
bassiana, Fusarium oxysporum, F. solani, Aspergillus flavus ve Penicillium sp. olduklar1
tespit edilmistir. Morfolojik karakterizasyonda izolatlarin ¢imlenme ve hif olusturma
stireleri, koloni gelistirme zamanlar1 ve konidi, konidiyofor, phialid 6l¢iimleri yapilirken,
molekiiler karakterizasyonda funguslarin 18S ve ITS bolgesi PCR ile ¢ogaltildiktan sonra
gen sekansi yapilmistir. Elde edilen sekans sonuglari Blast programi ile analiz edilerek

tiirlerin dogrulugu teyit edilmistir ve Mega 4.1 programu ile filogenetik agaglari ¢izilmistir.
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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF NATURAL
ENTOMOPATHOGENIC FUNGI
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ABSTRACT

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, 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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DOGAL ENTOMOPATOJEN FUNGUSLARIN MORFOLOJIK VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

OZET

Tarimsal iirlinlerin liretim ve depolanmasi sirasinda 1/3’°lik kisminin bocekler tarafindan
tilketilmesi nedeniyle bu zararlilara karsi etkin bir miicadele yontemi uygulanmasi
gerekmektedir. Genis spektrumlu ilaglarin yogun ve gelisigiizel kullanilmasi1 sonucu gevre
ve insan sagligma verdigi olumsuzluklar ve yan etkileri kendini sik¢a gostermektedir. Bu
ylizden tarimda zararli boceklere karsi alternatif yontemlerin gelistirilmesi 6nem arz
etmektedir. Zararli boceklerin kontroliinde etkin bir yontem olan biyolojik miicadelede
predator ve parazit kullanmanin yaninda fungus, viriis, bakteri, protozoa ve nematodlar
gibi etkili, ¢evreye ve insan sagligima dost mikrobiyal patojenlerde kullanilmaktadir.
Entomopatojen funguslar, tarim zararlis1 boceklerde hastalik etmeni olan patojenlerden en
yaygin gozlenenleridir. Uygun ortam kosullar1 altinda fungal hastaliklarin goriilmesi
belirgin epizootige yol agar ve genis alanlarda spesifik zararli bocek popiilasyonunu azaltir.
Entomopatojen funguslar ile 6lmiis bocekler ¢ogunlukla bulunduklari bitki {izerinden
topraga diisecekleri i¢in toprak ortami onemli fungus rezervini olusturur ve abiyotik ve
biyotik faktorlerden koruyarak uzun siire canliliklarin korunmasini saglar. Calismamiz da
Kahramanmarag’in merkez kdylerindeki bugday tarlalarindan ve Baskonus ormanlik
alanlarindan alinan toprak orneklerinden izole edilen entomopatojen fungus izolatlarinin
uygun besiyeri ortaminda gelisim karakteristikleri, morfolojik yapilarinin mikroskopta
incelenmesi ve molekiiler karakterizasyon c¢alismasi sonucunda 14 tanesi Beauveria
bassiana, 9 tanesi Fusarium oxysporum, F. solani, 4 tanesi Aspergillus flavus ve 1 tanesi
ise Penicillium sp. olduklar tespit edilmistir. Sonuglar Blast programi ile diizenlenmis ve

Mega 4.1 programu ile filogenetik agaclari ¢izilmistir.



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. GIRIS

Altmis yili agkin stiredir bocekleri, otlar1 ve bitki hastaliklarini kontrol etmek igin
kimyasal pestisitler yaygin olarak kullanilmistir. Genis spektrumlu ilaglarin yogun ve
gelisigiizel kullanilmasi sonucu c¢evre ve insan sagligina verdigi olumsuzluklar ve yan
etkileri kendini sik¢a gostermektedir. Bu yilizden tarimda zararli boceklere karsi alternatif

yontemlerin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Biyolojik miicadele, dogal diismanlar1 kullanarak zararlinin zararl etkisini azaltan ya
da ortadan kaldiran bir miicadele yontemidir (Charaduttan ve ark., 2002). Biyolojik
miicadele yontemi, parazit, predator ve faydali mikroorganizmalarin (funguslar, bakteriler,
viriisler, nematodlar, riketsiyalar ve protozoalar) yaninda faydali hayvanlarin (bocek, akar,
kus vb.) da kullanildig1 dogal bir yontemdir. Gelecekte kimyasal miicadelenin yerini
biyolojik miicadelenin alacagi kaginilmazdir. Fakat zirai miicadele ilaglarindan bugiin igin
vazgecilememesinin nedeni, bu ilaclara alternatif bir miicadele yonteminin tam anlamiyla
gelistirilememesidir.  Gelistirilecek alternatif miicadele yontemlerinde kullanilacak
biyolojik miicadele etmenleri, en az kimyasal pestisitler kadar etkili olmali, ¢cevreye zararli
olmamali, biiylik bir maddi kiilfet getirmemeli ve g¢evrede kalinti birakarak insanlari,

gelecek nesilleri ve diger canlilari tehdit etmemelidir.

Entomopatojenler (boceklerde hastalik yapan mikroorganizmalar), klasik kimyasal
pestisitler ile karsilastirildiginda insanlar ve diger hedef dis1 organizmalar icin giivenli,
gidalarda kalint1 birakmayan ve dogada var olan diger dogal diigmanlar1 koruyan dogal bir

miicadele yontemidir (Lacey ve ark., 2001).

Entomopatojen funguslar (EPF), boceklerde hastalik etmeni olan patojenler iginde
tiir sayis1, genis konuk¢u spektrumu, disaridan kolaylikla teshis edilebilmeleri ve yaygin
bicimde gozlenebilmeleri agisindan olduk¢a avantajli bir gruptur. Bu avantajlarinin
yaninda elde edilen fungus izolatlar izole edildigi bocek konukgusunda yiiksek patojenite
gosterdiginden izolat bazinda oldukga spesifik biyolojik miicadele etmenleridirler ve bu
ozellikleri biyolojik miicadelede kullanimlari agisindan grubunun 6nemini artirmaktadir
(Leger ve ark., 2009). Uygun ortam kosullar1 altinda fungal hastaliklarin goriilmesi belirgin
epizootige yol acar ve genis alanlarda spesifik zararli bocek popiilasyonunu azaltir. Diger
patojenlerden farkli olarak, funguslar boceklere kiitikiila yoluyla bulasir. EPF ile 6lmiis
bocekler cogunlukla bulunduklar: bitki iizerinden topraga diisecekleri icin toprak ortami

onemli fungus rezervini olusturur. Toprak ortami asir1 biyotik ve abiyotik faktorlere karsi



tampon goérevi goriir ve aym zamanda ultraviyole i1sinlardan korumasi sebebi ile
funguslarin uzun siire canli kalmalarini saglar (Sun ve ark., 2007). Sicaklik, pH, organik
igerik, nem, mineraller gibi topragin 6zellikleri fungusun kalicihiginda ve aktivitesinde
onemli rol oynar (Asensio ve ark., 2003). Sicaklik, entomopatojenlerin ¢evrede ya da
konak bocek iizerinde ¢imlenmesini, yayilmasini etkileyebilir. Yiiksek sicaklik zararl
bocek iizerinde fungusun baglanti kurmasini engelleyebilir ya da azaltabilir, bocegin
igerisine yayilmis bir fungusun ise ¢ogalmasini hizlandirabilir. Nem, entomopatojenlerin
hayatta kalabilmesi i¢in ¢ok 6nemli bir faktordiir. Konak kutikulasi iizerinde sporun
¢imlenmesi ve 6lmiis konagin disinda sporulasyonun gerceklesmesi i¢in nem faktorii cok
gereklidir. Yiiksek sicaklik ile diisiik ya da yliksek nem birlestirildiginde fungal sporlarin

kalicihigini ve yayila bilirligini etkiler (Zimmermann, 2007).

Tahil tirtinlerinde zarara sebep olan agustos bocegi tizerinde enfeksiyona sebep olan
yesil muscardine adinda da bilinen Metarhizium anisopliae (Metschnikoff ) Sorokin ilk kez
19. yy sonlarinda tanimlamistir. Bu elde edilen sonu¢ sonrasinda boceklerin kontrolii
caligmalarinda mikroorganizmalarin kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir. O zamandan beri
yiizlerce fungus tanimlanmis ve cesitli zararli bocek ve otlarin biyolojik kontroliinde
gelistirilmistir (Jackson ve ark., 2009). Yapilan tuzak-bocek c¢aligmalarinda, toprakta
Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces ve Tolypocladium cinslerine ait olan sporlarin
varhigi tespit edilmistir (Sevim ve ark., 2009). EPF’larin bazi tiirleri ¢ok genis bocek
poplilasyonu {izerinde enfeksiyon olustururken bazi tiirler ise sadece 06zel konaklar
lizerinde enfeksiyon olustururlar. Ornegin, Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin ve
M. anisopliae birgok bocek iizerinde hastaliklara sebep olurken, Coelomomyes opifexi
(Pillai ve Smith) ise sadece iki sivrisinek tiiriinde enfeksiyon olusturur (Goettel ve ark.,
2010).

1.1. EPP’lerin Konak Uzerinde Enfeksiyonu

EPF’lar hayatta kalabilmeleri i¢in fungus, konak ve ¢evre arasindaki hassas dengeyi
korumaya ihtiya¢ duyarlar. Enfeksiyona sebep olmak ic¢in bakteriler ve viriisler gibi
sindirilmeye ihtiya¢ duymazlar, dogrudan kutikulaya penetrasyon ile enfekte ederler
(Leger ve ark., 2009). Funguslarin basarili bir sekilde gelistirilmesi igin gevresel faktorler
cok onemlidir. Biitiin g¢evresel faktorler mikopatojenlerin enfekte ozelligini etkiler ve
bunlar igerisinde en 6nemli olan1 nem faktoriidiir. Eger nem faktorii ¢evrede ¢ok diisiik ise,

bocek fungus tarafindan o6ldiiriilse de asla dis sporiilasyon olusmaz (Talwar, 2005).



EPF’lerin ¢cogunda enfektif birim konidi veya sporlardir. Riizgar ve yagmur gibi
etmenlerin yardimiyla konak bdcegin kutikulasi {izerine gelen konidiler uygun gevresel
durumlar altinda konak kutikulas1 ile baglanti kurunca kiitikulaya giris organi olan
apressoriumdan ¢imlenme tiipleri ya da enfeksiyon kancasi ¢ikarirlar. Bu yapilar kitinaz,
proteaz ve lipaz gibi kutikulayr ayristiran kompleks enzimleri salgilar. Bu durum ise,
¢imlenme tiipiiniin hemosdlde ve yagl viicutta yayilmasini kolaylastirir. Ayni zamanda
bircok entomopatojen fungus apressorium olusumu boyunca miisilaj salgilar. Bu musilaj
salgis1 ise kutikula ylizeyine apressorial yapisinin baglanmasini saglar. Miisilaj’in nem
cekme Ozelligi vardir ve elverisli bir gevre ortami yaratirlar. Hemosoliin igerisinde yayilan
hifler besinleri tiiketir, ¢ogalmaya devam eder. Hemosol igerigi tiikenince konak bdcek
oliir ve sonra fungus c¢imlenir (Talwar, 2005). Uygun c¢evresel kosullar altinda fungus
konak i¢inde ¢ogalir ve kutikula disina ¢ikar (Sekil 1.1). Disarida spor ya da benzer yapilar
olusturarak ¢evreye yayilir. Eger ortam sartlar1 yayillmaya uygun degilse fungus hayatta
kalabilmek i¢in dinlenme evresine geger. Fungusun g¢ogalmasi ve hayatta kalabilmesi

konak ve gevre bu yiizden ¢cok dnemli bir noktay1 olusturur (Goettel ve ark., 2010).

Biyolojik miicadele etmeni olarak funguslarin kullanilmasinda bir bdcegin
davraniglar1 dogrudan etkilidir. Bocek ve entomopatojen fungus arasindaki etkilesimde iki
onemli nokta vardir. Bunlardan ilki; hedef bdcegin fungal patojeni bulmasi ve ondan
kacinmasi, ikincisi ise; konak bocekler arasinda fungal patojenlerin yayilmasidir. Bécegin
davraniglar1 enfeksiyonun olup olmayacagini etkileyebilir aym1 zamanda enfeksiyon

olusma ihtimalini artirip ya da azaltabilir (Baverstock ve ark., 2010).

Enfeksiyon siirecinde fungal patojenlerin metabolitlerinin de ilgisi vardir. Biyo-krom
(6rnegin; bassianin ve tenellin) ya da dibezokinin (6rnegin; oosporin) gibi pigmentler
bocek viicudunda renk degisiminden sorumludur. EPF’lerin ¢ogunun {irettigi toksinler

bocekler i¢in zehir olarak davranirlar ve bocegi oldiirtirler (Talwar, 2005).



Fungus sporlariin bocek kutikulasi {izerine
yerlesmesi

y

Sporlarin ¢imlenmesi

v

Kutikulaya giris organi olan appressorium’un
olusmasi

y

Kutikulaya giris

N
Kutikula i¢inde ¢ogalma

N

Hemolimfte cogalma

N

Boceklerde 6lim

v

Saprofitik gelisme

v

Sporlarin yayilmas1

Sekil 1.1. EPF’lerin enfeksiyonunun sematik gosterimi (Deacon, 1983)

1.2. EPF’lerin Morfolojik Tanimlanmasi

EPF’larin teshis ve tanimlanmasinda anatomik, morfolojik, bazen de kimyasal
ozellikler kullanilir. Fungal entomopatojenlerin ¢ogunlugu temel teshis karakterleri ile
hizlica tanimlanmasina ragmen B. bassiana, M. anisopliae ve Verticillium lecanii
(Zimmerman) Viegas gibi tiirlerin tanimlanmasi kompleksdir ve onlarin morfolojik,
patolojik ve diger karakteristik oOzellikleri onlar1 tanimlamada o6nemli faktorlerdir
(Humber,1997). Ornegin; Beauveria tiirleri, genellikle yavas biiyiiyen, ince tiiylii, ilk
zamanlar besi yerinde beyaz daha sonralar1 hafif sarimsi renge doniisen, zig zag bir eksen
ya da diz gibi ¢ikinti iizerinde tek hiicreli konidia’nin simpodial gelismesiyle karakterize

edilirler. Aspergillus tiirleri, genellikle hizli biiyiiyen, kahverengi yesil tonlarinda
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konidisporlar lizerinde yogun bir sekilde olusurlar. Fusarium tiirlerinde koloniler genellikle
hizli biyiir, 4 giin i¢inde koloni ¢aplar1 4.5 cm olabilir. Koloniler genellikle soluk veya
tiirline gore parlak renkli olabilir. Ayni hif iizerinde iki farkli konidiyum yapilar1 vardir.
Bunlardan tek hiicreli olanlar hif {izerinde cesitli yerlerde, kiigiik oval, yuvarlak ya da
armut seklinde olabilirler ve bu yapilara mikrokonidia denir. Bunun yaninda ¢ok hiicreli
mekik gibi olan yapilara ise makrokonidia denir. Penicillium tiirleri ise, kolonileri
genellikle ¢cok hizli biiyiiyen, yesil tonlarinda gelisim gosteren konidisporlart ¢ok yogun

olusan tiirlerdir.

Kanada’da yapilan bir ¢alismada klasik yontemlerle Metarhizium cinsinin kiiltiir
ortamindaki morfolojik o6zellikleri ve sporlarin mikroskop incelenmesi yapilarak
tanimlanmistir. Ancak spor biiyiikliikleri genis oranda c¢akismis ve diger ozellikler
Metarhizium cinsleri arasinda ki taksonomik iligkileri belirlemede kesin sonuglar
vermemistir. Cesitli ¢evresel ve fizyolojik durumlar altinda farkli morfolojik 6zellikler
sergilemeleri sebebi tanimlamada zorluklar ortaya ¢ikarmistir (Entz ve ark., 2005). Assaf
ve ark. (2011) Beauveria brogniartii (Sacc.) Petch. iizerinde yaptiklar1 ¢alismada fungusun
besi yeri ortaminda gelisimleri, gelisim esnasinda koloni rengi, koloninin capi, sporlarin
sekli gibi 6zellikleri inceleyerek bu tiirii tanimlamaya ¢aligsmislardir. Bu metotlar temelde
hala kullanilmasima ragmen funguslarin biitiin alanlarda teshisinde molekiiler tekniklere

dogru artan bir yonelim vardir (Atkins ve Clarck, 2004).

Farkli habitatlarda bulunan organizmalar birbirlerinden farkli  degisimler
gosterebildiginden, ayni tiire ait organizmalar bile farkli morfolojik ve anatomik 6zellik
gosterirler. Morfolojide goriilen farkliliklar, genetik ¢esitliligin bir kismini1 olusturdugu
gibi genetik ¢esitliligin biiylik bir kism1 da morfolojide goriilmemektedir. Genotip-cevre
etkilesimi ve bir karakterin birden fazla lokus tarafindan belirlenmesi gibi etmenler
yiiziinden morfolojiden elde edilen bilgiler, genetik farkliliklar1 belirlemede etkili
olamazlar. Bu yiizden entomopatojenik funguslarin teshis ve tanimlanmasinda, morfolojik

ozelliklerin yaninda molekiiler tekniklerde etkili olmaktadir.

1.3. EPF’lerin Molekiiler Tanimlanmasi

Glinlimiizde molekiiler teknikler pek ¢ok alanda kullanilmakta ve yapilan
calismalarin gilivenilirligini artirmaktadir (Soylu ve Goniilol, 2012). Molekiiler niikleik asit

tekniklerinin geligsmesi, fungal sistematiginde devrim yaptirmistir. Uygulanan DNA



teknikleri bireyleri tanimlamak ayrica bireyler arasindaki taksonomik ve filogenetik

iligkileri belirlemek i¢in genetik markdrlerin analizlerine izin verir (Edel, 1998).

Organizmalar arasinda ki filogenetik iliskileri belirlemede kullanilacak genin biitiin
organizmalarda bulunmasi, atalarini diizgiin bir bi¢imde yansitmasi, farkli genetik kokenler
arasinda gegislere izin vermemesi ve gen bolgesinin 6zel olarak korunmasi lazimdir. Dogru
filogenetik analizler i¢in dizilerin hizalanmasi1 6nemli bir noktay olusturur ve bu yiizdende
korunmus dizi ve yapilar dizilerin hizalanmasinda 6nemli doniim noktasini olusturur.
Ribozomal RNA genlerinin niikleotid dizilerinin karsilastirma g¢alismalar1 taksonomik
asamalarin genis capli filogenetik iligkilerini analiz etmek i¢in fayda saglar. SSU rRNA
dizileri mikrobiyal tanimlamalar i¢in iyi bir standarttir ve organizmalar arasindaki evrimsel
iliskiler i¢in anlam ¢ikartmada Onemlidir (Pace, 2009). 18S rDNA dizileri evrimsel
iligkilerde yavastir ve ilgili organizmalar1 ayirt etme calismalarinda oldukca kullanish
bolgelerdir (White ve ark. 1990). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), 6zel DNA
dizilerinin, uygun primerlerin kullanimiyla in vitro sartlarda enzimatik olarak ¢ogaltilmasi
teknigidir (Erlich, 1989). PCR reaksiyonunun ortaya ¢ikmasi, molekiiler sistematikte yeni
uygulamalarin gelismesine Onciilik etmistir. Bu teknik spesifik DNA dizilerinin
¢ogaltilmasina izin verir ve hedef DNA’nin mikrogram miktarinda hizli bir sekilde bir
veya daha fazla DNA parcalarindan milyonlarca kopyasinin {iretilmesine izin verir (Edel,
1998). PCR temelli uygulamalar organizmalari karakterize etmek igin biiyiikk fayda saglar

ve EPF’lerin tiirlerini ve filogenesini anlamamiza yardimci olur (Meyling, 2008).

rRNA eski, fonksiyonel olarak sabit, evrensel olarak yaygin ve filogenetik farki,
Olctilii bir sekilde koruyabilen bir molekiildiir. Protein sentezinin oldukca eski ve tiim
organizmalarda ortak bir 6zellik olmasindan dolayr organizmalar arasindaki evrimsel
iligskiyi ayirt edebilmek icin rRNA’lar iistiin molekiillerdir ve taksonomik ve filogenetik
calismalarda rDNA dizileri siklikla kullanilir. Farkli taksonlardaki organizmalari
karsilastirmaya izin verir. Ayrica rRNA gibi biiyiikk bir molekiildeki olasiliklarin sayisi
oldukca fazladir ve iki dizi arasindaki benzerlikler filogenetik bir iliskiyi isaret etmektedir.
rRNA dizi analizlerinin sonuglar1 ve molekiiler genetik ¢aligmalar organizmalar arasindaki
dogru evrimsel iligkileri yansitacak sekilde filogenetik agaclarin elde edilmesini

saglamistir (Kiligoglu ve Ozkog, 2008).

Cekirdek genomu ve mitekondriyal genom, funguslar ve diger okaryotlar’da
rDNA’nin yerlerini olusturur. Funguslarda c¢ekirdek rDNA (Sekil 1.2) ardisik tekrarlanan

rDNA birimleri olarak organize olmustur. Fungal ¢ekirdek rRNA genleri her genomda
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birkag¢ yliz kopyasi olan, ardisik tekrarlanan yapilar olarak diizenlenmistir. Her bir birimde
tic rRNA geni bulunmaktadir: kiiciik rRNA geni (18S), 5.8S rRNA geni ve biiyiik rRNA
geni (28S).

NSl NS3 NS5 NS7 ITS5 ITS1 ITS 3
5.88
18S tDNA ITS ITS 28S rDNA
rDNA
NS2 NS4 NS6 NS8 ITS 2 ITS4

Sekil 1.2 Funguslarda rDNA bélgesi (White ve ark.,1990)

Kodlanmayan iki degisken bdlgeden meydana gelen ITS bolgesi, olduk¢a korunmus
kiigtik alt birim (SSU) ile 5.8S alt birimi arasinda (ITS1 bolgesi) ve de biiyiik alt birim
(LSU) rRNA genleri ile 5.8S alt birimi arasindaki bolgede (ITS2) yer almaktadir.

Taksonomik caligmalarda rRNA genleri arasinda yer alan 5S bolgesi kullanilmustir.
Ozellikle birbirine uzak olan organizmalar arasindaki iliskiyi belirlemede bu bélgeden
faydalanilir. 18S rRNA dizileri gruplarin ve daha yiliksek asamalarin taksonomik ve
evrimsel iligkilerinde sorulara cevap bulmada kullanighdir. 18S rDNA bolgesini fungal

siiflar i¢indeki filogenetik iliskileri belirlemede kullanilir (Edel, 1998).

Calismamiz genel olarak Kahramanmarag ovasinda bugday ekimi yapilan
topraklardan ve Kahramanmaras Baskonus ormanlik alanlarindaki toprak orneklerinden
izole edilen EPF’lerin klasik ve molekiiler karakterizasyonunu amaglamaktadir. Boylece,
farkli iki habitattan elde edilen ayni tiire ait farkli izolatlarin ve farkli tiir entomopatojenik
funguslarin kiiltiir ortaminda gelisimi, morfolojik ve molekiiler karakterizasyonu ile

karsilastirmast amaglanmaktadir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Yurt i¢cinde Yapilan Cahsmalar

Tirkiye kosullarmma adapte olmus entomopatojenler ile ilgili az sayida calisma
bulunmaktadir. Bu calismalarin birgogunu entomopatojenik bakterilerin (Aslim ve ark.
2002; Demir ve ark., 2002; Nalgacioglu, ve ark., 2002; Apaydn ve ark., 2005; Sezen ve
Demirbag, 2007a; Sezen ve Demirbag, 2007b; Cinar ve ark., 2008), viriislerin (Yaman ve
ark., 2001; Sezen ve Demirbag, 2006) ve nematodlarin (Ozer ve ark., 1995; Susurluk ve
ark., 2001; Hazir ve ark., 2003a; Hazir ve ark., 2003b) izolasyonu ve karakterizasyonu
olusturmaktadir. Entomopatojen funguslar ile yapilan ¢alismalar oldukg¢a sinirli sayida

olmakla beraber sadece belirli zararli boceklerde izolasyonu ve etkisi arastirilmistir.

Orta Anadolu bolgesinin merkezinde siinelerin  kisi1 gecirdikleri bolgelerde
entomopatojen funguslarin bu zararlilar iizerinde ki etkileri aragtirilmistir. Funguslar
igerisinde B. bassiana en yaygin bocek patojenidir ve yiiksek oranlarda 6liimlere sebep
olur. Yapilan ¢alisma sonucunda siinelere B. bassiana’nin % 77.7-55.8 oraninda oliimlere
sebep olurken Mucor sp., Alternaria sp., Penicillium sp. ise diisiik oranlarda oliimlere

sebep oldugu belirlenmistir (Kocatiirk ve ark., 1998).

Sahin (2006) yaptig1 ¢alismada Kiirtiil, Karacasu ve Sekeroba ydrelerinden alinan
topraklardan G. mellonella ve T. pityocampa larvalar1 kullanilarak tuzak bocek yontemi

ile izolasyon sonucunda toplam 35 entomopatojen fungus elde edilmistir; bunlarin 16

tanesi Paecilomyces cinsine, 19 tanesi Beauveria cinsine aittir.

Kivan (2007), laboratuar sartlarinda siine, Eurygaster integriceps Puton, erginleri
tizerinde yapmis oldugu calismalarda 4 tane B. bassiana ve 1 tane M. anisopliae var
anisopliae izolatlarini1 denemistir. B. bassiana izolatlarindan biri Tekirdag orijinli diger gl
ise ARSEF koleksiyonundan (5665, 1394, 6444) temin edilmistir. Her bir izolatin tek dozu
(10-6) erginlere 5 saniye siire uygulanmis ve B. bassiana’ya maruz kalan siine erginlerinin
%82,5’inde, M. anisoplia’ya maruz kalan siine erginlerinin ise %100’niin 8 giin sonra
oldiigi tespit edilmistir. Kontrol grubu ile uygulama grubu arasinda istatiksel olarak fark
oldugunu gozlemlemislerdir. Bu calisma bize Kahramanmaras ilinde siine zararlilarina

kars1 entomopatojen funguslarin uygulanabilirligi hakkinda umut vermistir.

Er ve ark. (2008), dogu Akdeniz bolgesinde 2004-2005 yillarinda Coccinellidlerin

dogal hastalik etmeni olan entomopatojen funguslari belirlemek iizere c¢alisma



yiriitmislerdir. Coccinellidlerin patojenleri olarak Beauveria ve Paecilomyces tiirleri

saptanmistir.

Kahramanmaras bolgesinde (Tiirkoglu, Goksun, Sekeroba, Elbistan, Pazarcik) 2003-
2005 yillarinda, Er ve Mart (2009) arazi ¢alismalarindan topladiklar1 béceklerden ve toprak
orneklerinden tuzak bocek (G. mellonella larvasi) yontemi ile entomopatojenik funguslarin
belirlenmesine yonelik calisma yapmislardir. Bu calisma sonucunda, yaprak bitlerinde
Pandora sp. Humber (Entomophthoraceae), Hypera postica (Gyll.) (Curculionidae:
Coleoptera) larvalarinda Zoophthora sp. Batko (Entomophthoraceae) ve H. postica
erginlerinde Beauveria sp. cinsine ait funguslar belirlenmistir. Toprak orneklerinden en
cok Beauveria cinsine ait funguslar ile Isaria (=Peacilomyces) ve Metarhizium cinsine

bagli entomopatojenik funguslarin izolasyonu yapilmistir.

Kilig ve ark. (2009), seralarda ve tarim arazilerinde zararli olan beyazsinege [Bemisia
tabaci Gennedius, (Homoptera: Aleyrodidae)] karsi kimyasal pestisit (cypermethrin)
kullanimina alternatif olabilecek miicadele yontemlerini arastirmak ig¢in 15 B. bassiana
izolatlarin1 denemislerdir. Bu izolatlardan 10 tanesi Tiirkiye’nin cesitli bolgelerindeki
topraktan (Tokat, Erzurum ve Kayseri) izole edilmis, 5 tanesi ise ARSEF-USA’den temin
edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda B. bassiana’nin beyazsinegin kontroliinde
cypermethrin’e gore etkisinin az oldugu fakat farkli entomopatojenik fungus ve izolatlarin

denenmesi ile alternatif bir kontrol ajani olabilecegini tespit etmislerdir.

Findik yetistiriciliginin ¢ok oldugu arazilerde entomopatojenik funguslarin topraktaki
dagilimini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada Galleria larvalar1 kullanilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda Orneklenen topraklarin % 20.59’unda entomopatojenik fungus bulunmustur.
Morfolojik, ITS dizileri, 18S ve EF1- a genleri temel alinarak yapilan ¢alisma sonucunda
B. bassiana, B. bassiana cf. bassiana, M. anisopliae var. anisoplia, Metarhizium sp., I.
fumosoroseus ve Evlachovaea sp. tiirleri teshis edilmistir. Bu funguslar findikta 6nemli
zararli olan Melolontha melolontha (L.)’a karsi test edilmis ve tiim funguslarin patojenik
oldugu fakat M. anisopliae var. anisoplia ve Evlachovaea sp. insektisit aktivitesinin daha
¢ok oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda M. melolontha’ya karsi entomopatojenik

funguslar iyi bir biyolojik kontrol ajan1 olabilecegi vurgulanmistir (Sevim, 2010).

B. bassiana ve M. anisopliae var. anisopliae diinya ¢apinda kullanilan mikrobiyal
miicadel etmenleri igerisinde en yaygin olanlaridir. Bu iki o6nemli tiiriin genetik

cesitliliginin degerlendirilmesi etkili biyolojik miicadele stratejilerinin gelistirilmesi i¢in



faydalidir. Bu ¢alismada Tiirkiye’de findik yetistirciligi yapilan bolgelerden izole edilen 13
B. bassiana ve 33 M. anisopliae var. anisopliae’nin genetik cesitliligi AFLP ve a ve
izoenzimlei kullanilarak bulunmustur. AFLP analizleri hem B. bassiana hem de M.
anisopliae var. anisopliae izolatlarin1 3 ve 4 farkli grup icerisinde yerlestirmistir. o ve B
esteraz bant ¢iftleri M. anisopliae var. anisopliae i¢in net bir sekilde ayirirken, B. bassiana

icin yeterli bir bilgi vermemistir (Sevim ve ark., 2010).

Isaria farinosa (Holm ex S. F. Gray) ve B. bassiana izolatlarinin 1x10° ve 1x10°
konidia konsantrasyonu altinda ve % 70 ve %95 nem faktorii altinda Aelia rostrata Boh.
(Hemiptera: Pentatomidae) iizerine etkileri arastirilmistir. Yapilan c¢alisma 27+1
sicakliginda, 16 saat 151k, 8 saat karanlik periyodunda yapilmis ve 6, 9, 12. giinler sonunda
6liim oranlar1 belirlenmistir. Deneyler sonucunda entomopatojenlerin her ikisi de hem %95
nem faktoriinde hem de 1x10° konidia konsantrasyonu altinda en etkili sonuca varmistir. |.
farinosa % 70 nem faktorii altinsa 12. giiniin sonunda oliimlere sebep olurken, B. bassiana
9. gliniin sonunda %100 6limlere sebep olmustur. Bu sonuglar dogrultusunda A. rostrata
lizerine yapilan ¢alismada B. bassiana I. farinosa’ya gore daha etkili oldugu belirlenmistir
(Mustu ve ark., 2011).

Tiirkiye’de tarim ve orman zararlilari ile miicadelede entomopatojenlerin varlig
aragtirilarak tilkemizde biyolojik kaynakli preparatlarin tiretimine yonelik ¢aligsmalara hiz
kazandirilmali ve entegre miicadele kapsaminda kullanilacak alternatif entomopatojen

preparatlarin sayist arttirilmalidir.

2.2. Yurt Disinda Yapilan Calismalar

Giliniimilizde yeni tiir ve izolat bulmay1 amaglayan ¢ok sayida arastirma siirmekte ve
bunlarin bazilarindan yeni tiirler elde edilmektedir (Stock ve ark. 1999; Griffin ve ark.
2000; Liao ve ark. 2001). Zararli bir bdcegin miicadelesinde mikrobiyal ajanlarin
hedeflenen bocege yiiksek patojenite gostermesi ve her iilkenin kendi kosullarina adapte

olmus izolatlarin kullanilmasi kontrol yiizdesini arttirmaktadir (Tanada ve Kaya, 1993).

Boucias ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢alismada, ITS dizi analizleri, RADP, AFLP ve
telomorfik parmakizlerinin dahil oldugu c¢esitli molekiiler teknikler dogrultusunda
entomopatojen fungus olan Nomuraea rileyi (Farlow)’nin genotipik 6zellikleri
aragtirmiglardir. N. rileyi’nin 28S ve ITS-5.8S bélgelerinin analizleri bu tiiriin Nomuraea
anemonoides (A.D. Hocking) ve N. atypicola’dan ziyade M. anisopliae ve M.

flavoviridae’ye ¢ok daha yakin iliskili oldugunu belirlemislerdir.
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Dokuz aylik bir ¢alisma periyodunda sulanmis bitki tarlalarinda ve orkidelerin
yetistigi topraklarda entomopatojenik funguslar Galleria tuzak metodu kullanilarak
incelenmistir. Toprak ornekleri ¢calismasinda % 33.6 oraninda entomopatojenik funguslarin
olustugu belirlenmis ve bunlar igerisinde ise en yaygin olarak Conidiobolus coronatus
(Costantin) bulunmustur. Tarla c¢alismasinda bulunan entomopatojenik funguslarin
izolasyonu lizerinde topragin organik icerigi ve vejetasyon tipi dnemli birer 6zellik oldugu
belirlenmistir. Yapilan calisma sonucunda C. coronatus’un tarim yapilan topraklarda

biyolojik kontrol i¢in iyi bir aday olabilecegi ortaya konulmustur (Shtayeh ve ark., 2003).

Keller ve ark. (2003), iki yil boyunca, segici besiyeri ve Galleria tuzak metodu ile
Isvigre’nin kuzey, dogu, merkez ve giiney batisindaki 82 alandan topladiklar1 toprak
orneklerinden entomopatojen fungus izolasyonu yapmislardir. iki metodun da izolasyon
oranlar1 birbirine oldukga benzese de Galleria metodunun fungus izolasyonunda daha
hassas oldugunu vurgulamislardir. Toprak alanlarin %96’sinda M. anisopliae izole edilmis,
B.brongniartii sadece konukgu bocegi olan M. melolontha’nin kolonize oldugu alanlar ile
smirh kalmistir. Ayrica, B. bassiana, Isaria fumosorosea (Wize) ve Conidiobolus sp. gibi

entomopatojenler de topraktan izole edilmistir.

Entomopatojenik funguslar orman ve tarimsal ekosistemde olduk¢a genis alanlara
yayilmislardir. Illman bdlgelerde, Filum: Ascomycota (Takim: Hypocreales) ve Altfilum:
Entomophthoromycotina’ya (Takim: Entomophthorales) ait bircok fungus Arthropod’larda
genellikle enfeksiyona sebep oldugu bilinmektedir (Shah ve Pell, 2003).

Farkli ekosistemlerin toprakta bulunan entomopatojenik fungularin bulunmasina
etkisini arastirmak igin Ispanya’nin giineydogu bélgesindeki Alicante ilinde yapilan
calismada orman, ekin alani, dogal ortam ve bahcelerden 61 farkli kisimdan toprak
ornekleri alinmistir. Bocek patojenlerinden en ¢ok entomopatojen funguslara rastlanmis
(%32,8) ve bu funguslar arasinda en sik B. bassiana (%21) gbzlenmistir. M. anisopliae
(%6,4) ve Lecanicilliun lecanii (Zimmerman) (%4,8) tiirlerine daha az rastlanmistir.
Ayrica B. bassiana, tek toprak orneklerinde en yiiksek enfekte yiizdesine sahiptir,
boceklerin %98’ini enfekte etmistir (Asensio ve ark., 2003).

Afrika ve Avustralya’da g¢ekirgelerin kontrolii icin mikopestisit olarak entomopaten
fungus M.anisopliae var. acridium’un etkili olabilecegi belirlenmistir. M. anisopliae var.
acridium un g¢ekirge ve ¢ekirge tiirleri lizerinde ki enfeksiyonunu tanimlamak i¢in klasik

olarak enfekte kadavrada fungal gelisimlerin incelenmesine dayanmaktadir. Cevrede ve
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hedef dis1 organizmalarda bu entomopatojenlerin bulunmasinin belirlenmesi klasik metot
yontemiyle yapilan ¢alismalara yani kiiltiirlerin gelisimlerinin incelenmesine ve bunlarin
biyolojik testlerine dayanmaktadir. M. anisopliae var. acridium’ un bulunmasi i¢in PCR
temelli bir teknik gelistirilmistir. Fungal DNA’nin bulunmasi igin PCR temelli teshis
yonteminde ITS rDNA bolgesinden elde edilen primerler kullanilmigtir. M. anisopliae var.
acridium’a 6zel 420 baz ¢ifti uzunlugunda bolge cogaltilmistir. Yapilan ¢alismada patojene
ozel primerler ile diger fungal patojenler, bitki patojenleri, mikopatojenler ve saprofitler
bulunamamustir. Sonugta, PCR temelli teshis yontemi M. anisopliae var. acridium
DNA’sin1 topraktan ve enfekte ¢ekirgelerden bulunmasinda kullanigh bir yontemdir (Entz
ve ark., 2005).

Orta Dogu ve Bati Asya’da yer alan yedi ililkeden kis aylarinda siinelerden
(Eurygaster ve Aelia tiirleri), cer¢coplerden ve bazi diger bocek Orneklerinden
Beauveria’nin 110 izolati elde edilmistir. Bu izolatlarin DNA’s1 izole edilerek genetik
cesitliligini belirlemek ve karakterize etmek i¢in ITS-RFLP, ITS dizileme, ISSR-PCR ve
AFLP teknikleri kullanilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda ITS-RFLP ve ITS dizilemede
izolatlar arasinda 6nemli bir fark bulunmazken ISSR-PCR ve AFLP teknikleri ile tiir i¢i

gruplarin cografik orjinleri ile iligkisi belirlenmistir (Aquino De Muro ve ark., 2005).

Kalkar ve ark. (2006), yaptiklari c¢alismada, Endonezya’da uzun antenli
cekirgelerden izole edilen IndGH 96 olarak kodladiklar1 entomopatojenik fungusu
fenotipik ve molekiiler veriler dogrultusunda Paecilomyces reniformis (Bainier) olarak
tanimlamislardir. IndGH 96 tiirtinii morfolojik &zellikler, ITS1-5.8S-ITS2 bolgelerinin
dizileri, rDNA’ nin 28S boélgeleri ve tiibilin genlerin bir boliimii kullanilarak, laboratuarda

biyolojik testleri yapilarak kapsamli bir sekilde inceleyerek tanimlamiglardir.

Hypocrealean takimina ait B. bassiana ve M. anisoplia tarimsal ekosistemlerde ¢ok
genis konukgulara sahiptir. Son zamanlardaki arastirma sonuglari, biyolojik kontrol
stratejisine uygun funguslarin ekolojik yonlerini agikliga kavusturmustur. Bu arastirmalar,
iliman iklimli tarimsal ekosistemlerde, B. bassiana’nin zeminden yiiksek yerlerde yasayan
konukgularda, M. anisoplia’nin toprak yiizeyinin {izerinde veya altinda bulunan
konukgeularla iligkili oldugunu gostermistir (Meyling ve Eilenberg, 2007). Bu iki fungusun
kaynagi topraktir ve ayni toprak oOrneklerinden 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 6zellige
sahiptir. Genis alanlarda bulunmasindan dolay1 ve bdcek patojeni 6zelligi sayesinde dnemli
tarim zararlis1 olan Lepidoptera, Coleoptera ve Hymenoptera siifinin bocekleri iizerinde
genis capli olarak enfekte eder. Farkli cografik merkezlerden izole edilen yedi B.
bassiana nin genetik ¢esitliligini incelemek ve tanimlamak i¢in ISSR- PCR markorleri
kullanilmistir. Kullanilan molekiiler markor ile bu yedi tiir igerisinde yiiksek oranda
polimorfizm goriilmistiir. ISSR 873 primeri ile yapilan ¢alismada yedi farkli izolattan tek
bant elde edilmis ve bunun sonucunda bir dendogram ¢izilmistir. ISSR- PCR markoérleri
hizli, giivenilirdir ve yapilan ¢aligmada B. bassiana izolatlarini tanimlanmaya izin verecek

ozelliktedir (Estrada ve ark., 2007).

B. bassiana ve M. anisopliae gibi entomopatojenik funguslarin dogal diismanlar ve
faydali toprak bocekleri gibi hedef olmayan bocekler iizerine etkileri incelenmistir.
Yapilan calismada konidi siispansiyonun son konsantrasyonu 1x 10® olarak ayarlanmustur.
Coccinella semptempunctata (L), Chrysoperla carnea (Stephens) nin 1. donem larvalar ve
Dicyphus tamaninii (Him., Mirida), Hemicoelus nitidus (Fabricius)’un erginleri test edildi.
Elde edilen sonuglara gére B. bassiana'nin faydali toprak boceklerine ve dogal diismanlar
lizerine patojenitesinin olmadigi belirlenirken M. anisopliae’ nin dogal diismanlara % 4

oraninda patojenite gosterdigi belirlenmistir (Thungrabeab ve Tongma, 2007).

Ispanya’da dogal toprak ortamlar1 ve kiiltiir yapilan bolgelerde ki 244 toprak drnegi
alinarak entomopatojen funguslarin olusumlar1 ve dagilimlart tizerine etkileri
arastirilmistir. Alinan toprak 6rneklerinin 175’in de %71.7 oraninda EPF izole edildi ve bu
izolasyonda sadece B. bassiana ve M. anisopliae bulundu. 204 toprak 6rneginin 104’tin de
B. bassiana (%42.6), 18’in de M. anisopliae (%7.3) ve 53 toprak Orneginde ise %21.7
oraninda her iki fungus tiirli bulunmustur. Habitat tipine bakmaksizin B. bassiana M.
anisopliae’ ya gore yliksek kil ve pH igerikli ve diislik organik madde igerikli topraklardan
izole edilen topraklarda bol miktarda bulunmustur. Bu sonuglar, belirli bir toprak tiiriine en
1yl uyum gosterecek fungusun se¢imi ve dogal toprak ortami ya da kiiltiir ortamlarinda ki
topraklarda uygun entomopatojen funguslarin se¢ilmesine yardimei olur (Moraga ve ark.,
2007).

Cin’in farkli bolgelerindeki orman ve daglarindan 6rneklenen topraklarindan 6 EPF
tiri, B. bassiana, M. anisopliae var. anisoplia, L. lecanii, I. farinosus, I. fumosoroseus ve
Tolypocladium inflatum (Rostr.), izole edilmis ve en yaygin olanlar1 B. bassiana, M.

anisopliae var. anisoplia ve I. farinosus olarak gozlenmistir (Sun ve Liu, 2008). Ayrica
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Cin’in tarla bitkileri alanlarinda ve meyve bahgelerinde yapilan arastirmada en c¢ok B.
bassiana, M. anisopliae var. anisoplia ve Paecilomyces fumosoroseus (Wize) tiirlerine

rastlanmistir (Sun ve ark., 2008).

Entomopatojen funguslar, Giiney Amerika ve Afrika’da tropik yagmur ormanlarinda
aragtirtlmis ve funguslarin zenginligi ve ¢esitliligi ormanlarin Orselenmesi ile birlikte
azaldigr gozlenmistir (Samson ve ark., 1988). Bu azalma optimum enfeksiyon igin
kosullarin kaybolmasina veya funguslar icin spesifik konuk¢u boceklerin yok olmasina
veya her iki sebebe de bagli olabilir. Halbuki, Tayland yagmur ormanlarinda yapilan
calismada, entomopatojenik funguslarin ¢esitliliginin 6rselenmis ormanlarda korunmus
ormanlara oranla daha fazla oldugu bulmustur (Aung ve ark., 2008). Orselenmis yagmur
ormanlart hem orman habitatini ve hem de tarim habitatin1 igerdiginden dolay1

entomopatojen funguslarin ¢esitliliginin fazlahigin agiklayabilir.

iki farkli toprak habitatindan (tarla ve orkideler) alinan toprak toplamda 29 tiir izole
edilmis ve tanimlanmistir. Tarla topraklarindan 25 tiir, orkidelerinin oldugu topraklardan
ise 20 tiir izole edilmistir. Yaygin bocek patojeni tiirler olan B. bassiana, M. anisopliae
var. anisopliae ve I. fumosoroseus tiirleri her iki habitattan da izole edilmesine ragmen B.
bassiana ve 1. fumosoroseus tiirleri orkide iriinlerinin oldugu toprakta daha fazla
bulunmus, M. anisopliae var. anisopliae ise daha ¢ok tarla topraklardan izole edilmistir.
EPF’larin yaninda firsat¢1 bir patojen olan Mucor spp. tarla iirlinlerinin oldugu topraklarda

¢ok bulunmustur (Sun ve ark., 2008).

Slovenya’da 2008 yillar1 boyunca entomopatojenik funguslarin varligini belirlemek
amaci ile 901 toprak oOrnegi alinmis ve G.mellonella tuzak metodu ile Dodin ve
siklohekzilamin igeren segici ortam (SM) kullanarak EPF’lar izole edilmistir. G. mellonella
ile yapilan yontemde dort tiir; B. bassiana (6rneklerin % 31°den), M. anisopliae (%8), I.
farinosa (%6) ve I. fumosorosea (%6), SM ile yapilan yontemde ise ii¢ tiir; B. bassiana
(6rneklerin % 36’dan), M. anisopliae (% 37) ve I. fumosorosea (%9) bulunmustur. Elde
edilen sonuglara gore B. bassiana farkli habitatlarda sikga bulunmasina ragmen ormanlik
bolgeler gibi dogal habitatlarda daha bol bulunmustur. |. farinosa orman habitatlarinda
oldukga siirl bulunurken I. fumosorosea cit topraklarindan alinan toprak érneklerinde bol
miktarda bulunmustur. M. anisopliae tarla ve ¢ayir 6rneklerinden alinan topraklarda daha

bol bulunmustur. B. bassiana ve 1. farinosa nin bulunmasinda diisiik toprak pH’s1 énemli

14



faktordiir. Her iki fungus tiiriin yliksek organik igerikli topraklarda bolca bulunmaktadir
(Medo ve Cagan, 2011).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Entomopatojen Funguslarin Eldesi

Calismada Izgi (2012) ve Koz (2012) tarafindan Cizelge 3.1°de belirtilen
bolgelerden alinan toprak orneklerinden G. mellonella larvalari kullanilarak izolasyonlari

yapilan entomopatojen funguslar (EPF) kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan entomopatojen funguslarin laboratuarda kullanilan kod
numaralar1 ve topraklarin alindig1 bolgeler

EPF'lerin Laboratuar Kod No Teshis Adi Bolge Yil

Kilavuzlu.2010.B B. bassiana Kilavuzlu 2010
Kilavuzlu.2010.C A. flavus Kilavuzlu 2010
Kilavuzlu.2011.2A Penicillium sp. Kilavuzlu 2011
Kilavuzlu.2011.2B Fusarium sp. Kilavuzlu 2011
Kiirtiil.2010.C B. bassiana Kirtiil 2010
Kurtil.2011.2A Fusarium sp. Kaiirtiil 2011
Kilil1.2010.A Fusarium sp. Kilil 2010
Kili11.2010.B Fusarium sp. Kililt 2010
Kilil1.2011.2A Fusarium sp. Kililt 2011
Onsen.2010.B B. bassiana Onsen 2010
Onsen.2011.2B B. bassiana Onsen 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
Kapicam.2010.C B. bassiana Kapigam 2010
Kapicam.2010.E B. bassiana Kapigam 2010
Kapicam.2011.1A B. bassiana Kapigam 2011
Bk.2010.1A Beauveria sp. Baskonus 2010
Bk.2010.2C B. bassiana Baskonus 2010
Bk.2010.3A A. flavus Baskonus 2010
Bk.2011.1B Fusarium sp. Bagkonus 2010
Bk.2011.1C B. bassiana Baskonus 2011
Bk.2011.2B A. flavus Bagkonus 2011
Bk.2011.2D Fusarium sp. Baskonus 2011
Bk.2011.2K B. bassiana Baskonus 2011
Bk.2011.3A Fusarium sp. Baskonus 2011
Bk.2011.3E B.bassiana Baskonus 2011
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3.2. Kiiltiirlerin Saflastirilmasi

EPF oldugu diisiiniilen sporlar patates dekstrose agar (PDA, Merck) besi yerine
ekimi yapilmistir. PDA, 1000 ml saf su igerisine 39 gr PDA tartilmis ve sonrasinda
121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir. Funguslar ile enfekte olmus larvalardan
toplanan silispansiyonlar besiyeri igeren petri kaplarina yayilmis ve petri kaplarinda gelisen
tek kolonilerden tekrar fungus sporlar1 alinarak yeni besiyeri ortamlarina ekimleri
yapilarak kiiltiirler saflastirilmistir. Petri kaplar1 20-25 °C’de %75 nem ortaminda 12:12
(Light/Dark) foto periyotta inkiibe edilmistir. EPF’ler ile enfekte olmus larvalardan izole
edilen ve kiiltiirii yapilmis Srnekler %30’luk gliserol igerisinde -20 ve -80 °C (New

Brunswlek)’de saklanmustir.
3.3. EPF’lerin Gelisimi ve Morfolojik Karsilastirilmasi

Topraktan izole edilerek saf kiiltiirleri olusturulan funguslarin PDA ortaminda
gelisimleri ve morfolojik 6zellikleri incelenmistir. Cizelge 3.1°de belirtilen izolatlarin saf
kiiltiirleri elde edildikten sonra PDA bulunan petri kaplarina (5 bolge/petri kabi) steril igne
0ze ile inokiile edildikten sonra 16, 24, 36 saat ve sonra birer giin ara ile spor olusumu
gbzleninceye kadar inceleme yapilmistir. Fungus sporlarinin ¢imlenmesi, miselyum ve

sonra spor meydana getirme siireleri ve koloni ¢aplar1 kaydedilmistir.
3.4. EPF’lerin Morfolojik Karakterizasyonu

Fungus ile enfekte olmus boceklerin dig goriiniisleri, koloni morfolojisi,
konidiyagenez ve konidia hiicrelerinin biiyiikliikleri entomopatojen funguslarin tiir
teshislerinde 6nemli 6zelliklerdir. Mikroskop preparatlarinin hazirlanmasinda “lam kiiltiir’’
teknikleri kullanilmigtir (Lacey, 1997). Funguslarin mikroskobik olarak incelenmesi su

sekilde yapilmigstir;

e Steril bir lam tizerine 1x1 seklinde pargalara ayrilmig PDA besiyeri konulmustur.

e Besiyeri lizerine incelenecek fungus kiiltliriinden igne 6ze ile ekim yapilarak ve
besiyerinin iizeri steril lamel ile kapatilmistir.

e Yaklasik 4-5 giin 23- 24°C’de inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonrasinda pens yardimiyla besiyeri iizerindeki lamel dikkatlice

alinarak lamel iizerine 1-2 damla %70’lik etanol damlatilmistir Etanol, 6rnegi
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sabitlemek, hava kabarciklarini uzaklagtirmak, yogun hif ve sporlar1 birbirinden
ayirmak i¢in kullanilmistir.

e Lamel iizerine damlatilan etanol tamamen ugtuktan sonra fungus yapilarin daha net
goriilebilmesi i¢in lam iizerine 1 damla laktofenol mavisi ¢ozeltisinden damlatilip
lamel 45%lik a1 ile kapatilmistir.

e Lamelin disina tasan c¢ozelti temizlenerek ¢oOzeltinin Ornege iyice karigsmasi
beklenmistir.

e Laktofenol mavisi ile boyanan funguslar mikroskopta incelenerek teshis edilmistir.

e Tiir teshislerinde 151k mikroskobu (Olympus CX21) ve diseksiyon mikroskobu
(Soif DA 0625) kullanilmustir.

Izolatlar 151k mikroskobu (Nikon Eclipse 801) altinda spor yapilar1 ve konidiyoforlari

incelenmistir ayn1 zamanda bu yapilar her bir izolat i¢in ayr1 ayr1 6l¢iilmiistiir.

3.5. Entomopatojenik Funguslarin Molekiiler Karakterizasyonu

Gilintimiizde molekiiler biyolojide yasanan geligsmeler, fungal sistematiginde hizli ve
giivenilir teshislere imkan verdiginden morfolojik tekniklerin yaninda bu caligmada
molekiiler tekniklerden PCR temelli teknikler ve DNA sekans calismalari funguslarin

karakterizasyonun da kullanilmustir.

3.5.1. DNA izolasyonu

EPF’lerin hayfa bodileri, 50 ml Sabouraud-2% dekstrose broth (Merck)
(SDB;1000ml sdH,0 igerisine 30 gr tartilmis Ve sonrasinda sterilizasyon igin 121°C’de 15
dk otoklav edilerek hazirlanmistir) igeren kapakli cam erlenlere inokiile edilerek 250
rpm’de 26°C’de 3-5 giin calkalanarak (IKA KS 260 basic) inkiibe edilmistir. Broth i¢inde
gelisen miselyumlar 4200 rpm’de (3392 g), 5 dk santrifiij edilmis (Sigma 3-16P) ve
stipernatant kisim dikkatlice dokiilerek pelet steril distile su ile yikanarak tekrardan aym
santrifiij sartlarinda santrifiij edilmis ve broth uzaklastirilmistir. Elde edilen 6rnekler

kullanilincaya kadar -20° de saklanmistir.

Fungus izolatlarinin total DNA izolasyonlar1 i¢in modifiye edilmis CTAB protokolii
kullanilmistir. CTAB protokoliine gére DNA izolasyon asamalari su sekildedir;

e -20 de dondurulan fungus DNA’ lar1 s1v1 azot kullanarak havanda 6giitiilmiistir.
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2 ml’lik ependorf tiiplere alinan 6rneklerin iizerine 700 ul CTAB izolasyon

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

eklenmistir.

e Omnekler 60 dk siire ie 70 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

e Bu siire sonunda 500 ul kloroform eklenmis ve vortekslenmistir.

e 70°C’de 5 dk beklettikten sonra 10000 g’ de 10 dk santrifiij edilmistir.

e Siipernatanttan 500 pl almarak yeni bir 2 ml tiipe aktarilmistir ve tlizerine 300 pl
izopropanol eklenmistir.

e Tekrar 10000 g’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant kisim dikkatlice
dokiilmiistiir.

e Omekler 1 ml % 70 etanol ile 70 °C’de 20 dk bekletilerek yikanmis tuzlarin
uzaklasgtirilmasi saglanmistir.

e Tekrar 10000 g’ de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant kisim dikketlice dokiilmiis
ve DNA peleti elde edilmistir.

e Etanoliin tamamen ugmasi igin tiiplerin kapaklar bir siire agik olarak bekletilmistir.

e Elde edilen DNA 50 ul TE tamponu (ImM TrisHCI, pH 8.0; 0.1 mM EDTA)

icerisinde ¢oziilerek ileriki ¢alismalar i¢in -20°C°de saklanmustir.

DNA’nin varligi agaroz jelde elektroforetik olarak da gozlemlenmistir. %1°lik
agaroz jeline 6rnekler yiiklendikten sonra 100 voltta 30 dk yiiriitiildii ve son konsantrasyon
0.5 mg/ml olacak sekilde etidyum bromiir boyasi i¢inde 15 dk kadar boyanmasi beklendi.
UV 15181 altinda bantlarin varlig: tespit edilerek fotograflar ¢ekilmistir. Ayrica izole edilen

DNA miktarlar1 nanodrop ile belirlenmistir.

3.5.2. PCR ile Amplifikasyon ve DNA’nmin jel elektroforezi

PCR amplifikasyonu i¢in ITS1-5.8S-ITS2 ve 18S fungal genleri {iniversal primerler
(White ve ark., 1990) kullanilarak yapilmistir (Cizelge 3.2). PCR reaksiyonu 40 dongii
olarak ve her bir dongii 95 °C’de 30 sn, 65 °C’de 30 sn, 72 °C’de 1dk olarak ayarlanmistr.
PCR baslangicinda 95 °C 5 dk. ve reaksiyon sonunda 72 °C’de 15 dakikalik aksesuar
asamalar1 eklenmistir ve PCR amplifikasyonu’nda 6rneklerin hazirlanmasinda kullanilan

miktarlar Cizelge 3.3 te verilmistir. PCR tiriinleri % 1°lik agaroz jelde goriintiilenmistir.

19



Cizelge 3.2. Kullanilan primerlerin niikleotid dizileri;

Beklenen
Primerler Oligo Niikleotid Dizilimi 5> — 3’

Fragment (bg)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 600
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 600
NS3 GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC 900
NS6 GCATCACAGACCTGTTATTGCCTC 900

Cizelge 3.3. PCR amplifikasyonu’nda 6rneklerin hazirlanmasinda kullanilan miktarlar

Bilesen Miktar pl
Ileri primer 1.0 (20 pmol)
Geri primer 1.0 (20 pmol)
Taq DNA polimeraz 0.5(5u/ ul)
dNTP 1.0 (1 mM)
reaksiyon tamponu 5.0 (10X)
sdH,O 40.5

Toplam Hacim 50.0

Agaroz jel hazirlamak iizere; %1 oraninda agaroz, 1X TBE tampon ¢ozeltisinde
[1000 ml TBE (1X) tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin; 5,5 g Borik asit, 10,8 g Trizma base
ve EDTA (500 mM) c¢ozeltisinden 4 ml eklenerek 1000 ml saf su ile karistirilir]
¢cOzdiriilmiistiir. Analiz edilecek DNA ornekleri 1/5 (loading buffer/DNA) oraninda
yiikleme soliisyonu [10 ml DNA loading buffer i¢in; 0,025 mg bromophenol blue, %40
stikroz ve 2,5 ml EDTA (100 mM) (pH 8,0)] eklenerek yiiklemeye hazirlanmistir. 100 baz
ciftlik DNA markoérleri (vivantis) kullanilmistir. Elektroforez tankinda (Thermo Scientific,
EC 300 XL), jel 120 volt ve 60 mA’da kosturulmustur. Kosturulan agaroz jel Et-Br (0,5
pug/ml) ile 15 dakika boyanmistir. DNA oOrnekleri UV 15181 altinda goriintiilenmis ve

fotograflanmistir.

20



3.5.3. DNA orneklerinin dizilenmesi ve dizi analizi

Sekans orneklerin hazirlanmasinda; PCR 6rneklerinin EXOSAP-It ile piirifikasyonu,
Dongli PCR, Sephadex ile piirifikasyon ve Orneklerin cihaza verilmesi asamalarini

icermektedir.

Ex0oSAP-It ile Piirifikasyon: Tiim PCR iiriinlerine (5 pl.’ye) 2 ul. ExoSAP-It

eklenerek Cizelge 3.4’ te belirtilen sartlarda PCR cihazi calistirilmistir.

Cizelge 3.4. EXoSAP-It ile Piirifikasyon asamasinda kullanilan PCR sartlar1

Asama Tamim Is1 °C) Siire
1 Aktivasyon 37 30:00
2 Inaktivasyon 80 15 :00
3 Bekleme 4 0

Dongii PCR: Pirifikasyon asamasi tamamlandiktan sonra Dongii PCR
yapilmistir. Bu asamada BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) kullanilmistir. Uygulanan Dongii PCR protokoli ise Cizelge 3.5’de

verilmigtir.

Cizelge 3.5. Dongii PCR protokolii

Bilesen Miktar pl

Big Dye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing RR100 2.0
Big Dye_Terminatorvl.l, v3.1 5x 20
Sequencing Buffer

Forward ya da reverse primer 2.0
PCR Uriinii 2.0
Distile su 2.0
Toplam Hacim 10.0

Sephadex ile piirifikasyon: Bu islemde Sephadex G-50 kullanildi. Sephadex

G-50’den 1 gr tartilir ve 14 ml. distile suda iyice ¢alkalayip, kolonlara dagitildi. Kolonlara
dagitiktan sonra 4600 rpm’de 2 dk satrifiij edildi ve alt sivi dokiildi. Kristal haldeki
sephadex iizerine PCR iiriinii ilave edilerek yeniden santrifiij edildi. Alt kisimda ki sividan
10 pl almarak Sequence Plate’e eklenir ve sonrasinda drnekler sekans cihazina (Applied

Biosystems 3130xI Genetic Analyzers) verilmistir.
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3.6. Verilerin Analizi

EPF’lerin morfolojik karakterizasyonunda yapilan dl¢ciimler ANOVA testine tabi
tutulmus ve ortalamalar arasindaki farkliliklar TUKEY c¢oklu karsilagtirma testine gore
P<0,05 6nem seviyesinde ortaya konulmustur. Veri analizleri MINITAB istatistik yazilimi

kullanilarak yapilmistir (Minitab, 1993).

Elde edilen sekans sonuglart Clone Manager 9°da diizenlenip siraya konulduktan
sonra elektronik veri tabaninda NCBI GenBank’a giris yapilarak BLAST {izerinden diger
fungus tiirlerinin sekanslari ile karsilastirilarak tiir teshisi dogrulanmistir. Daha sonra elde

edilen tiirlerin filogenetik agaglar1 Mega 4.1 programi kullanilarak ¢izilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Morfolojik Karakterizasyon

Kahramanmaras’in merkez koylerindeki bugday tarlalarindan ve Baskonus ormanlik
alanlarindan alman toprak Orneklerinden izole edilmis olan 28 EPF izolatlarinin PDA
ortaminda gelisim karakteristikleri ve morfolojik yapilarinin mikroskopta incelenmesi
sonucunda 4 farkli tiire ait olduklar1 tespit edilmistir. Elde edilen bu EPF’lerin ¢imlenme
ve hif olusturma siireleri, koloni gelistirme zamanlar1 ve tiir teshis adlar1 gizelge 4.1, 4.2,
ve 4.3’de verilmigtir. Her tiiri temsilen segilen izolatlardan yapilan konidi, konidiyofor,

phialid 6l¢lim sonuglari ¢izelge 4.4 ve 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Beauveria sp. olarak teshis edilen izolatlarin ¢imlenme, hif olusturma ve
koloni gelisim siireleri

) . Hif Koloni gelisimi
Izolat Laboratuar Teshis Ad:® Cimlenme olusumu 28 ot Tom s o
Kod No (saat) (Saat) : : uz
(mm)* (mm)* (mm)
Kilavuzlu.2010.B | B. bassiana 16 36 5+0,7a 12,2+ 1,1a | 22,843,1ab
Kiirtiil.2010.C B. bassiana 16 24 6,4 £1,1ab | 12,2+ 1,6a 2242,1ab
Aksu.2010.F B. bassiana 16 24 5,2+1,1a 11+0,7a 21,442 6ab
Kapicam.2010.C B. bassiana 16 24 7,8+1,3b 10,6+0,9a 19,6+1,1ab
Kapicam.2010.E B. bassiana 16 24 5,6+0,5ab 10,8+0,8a 19+2.9ab
Onsen.2010.B B. bassiana 16 24 6,4+1,lab | 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
Kapigam2011.1A | B. bassiana 16 36 4,4+0,5a 144+1,6b 21+1,6ab
Onsen.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 19,642 ,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

*Ayni harfi igeren siitunlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak onemli bir fark
yoktur (n=14, P>0.05).
#Sekans analizleri sonucunda elde edilen tiir teshis adlaridir.

B. bassiana olarak teshis edilen izolatlarin morfolojik gelisimleri incelendiginde

sporlarin 16 saat i¢inde c¢imlendigi ve c¢imlenmenin 24 saat i¢inde tamamlandigi
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gozlenmistir. Kilavuzlu.2010.B, Bk.2010.1A, Aksu.2011.2C ve Kapigam.2011.1A
izolarlarinda ¢imlenme siiresi 36 saat i¢inde tamamlanmistir. Tiim B. bassiana izolatlar
ekim yapildiktan 5 giin sonra petri kaplarinda koloni gelisimlerini tamamlamis ve 6l¢iimler
ekim yapilan kolonilerin birbiri i¢ine girmesinden sonra son verilmistir. izolatlarin giinler
icinde gelisimlerine bakildiginda ANOVA testi sonucunda istatistiki olarak fark
gozlenmistir (48 saat i¢in F=2,86, P=0,006; 3. Giin i¢in F=4,41, P=0,00; 5. Giin igin
F=3,02 P=0,004). Her bir izolatin diger izolatlarla olan farkliliklar1 Cizelge 4.1°de
verilmigtir. Ayn1 harfi igeren silitunlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine gore

istatistiki olarak 6nemli bir fark yoktur (n=14, P>0.05).

Petri kabinda in vitro gelisen B. bassiana kolonileri tiiylii, yliin gibi, kadifemsiden
tozlu bir yapida gozlenmistir. Koloniler baslangigta beyaz renkte iken gelisimin ilerleyen
evrelerinde sarimsi rengine doniismiistiir. Kolonilerin alt kisimlar1 renksizdir ve herhangi
bir koku gozlenmemistir (Sekil 4.1.A ). Hifler seffaf, diiz duvarli yapidadir. Hiflerden yan
olarak gelisen elips veya alt kisimlart silindirik seklinde sigkin hiicrelerden 1-5 tane
konidiofor hiicreleri gelisir. Konidiyofor hiicreleri kiigiik gruplar seklinde veya tek olarak,
kiire seklinden sise sekline (armut) benzeyen, bazen taban kismi uzamis ve yapilan
Olctimler sonucunda ortalama 1,7+0,3 X 5,9+1,2 um boyutlarinda, u¢ kismi uzamis zigzag

disli yapilardan olusur. Bu disli yapilarin her birinden bir tane seffaf, diiz, kiire veya

genisge elips seklinde, ortalama 1,6+0,3 x 1,8+0,3 pm boyutlarinda konidi tasirlar (Sekil
4.1.B).

Konidia

Sekil 4.1. A) B. bassiana kolonilerin kiiltiir ortaminda gelisimi. B) Konidial gelisimi
olusturan yapilar.
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Cizelge 4.2. Aspergillus sp. ve Penicillium sp. olarak teshis edilen izolatlarin ¢gimlenme,
hif olugturma ve koloni gelisim siireleri

. Koloni gelisimi
Laboratuar Toshis Ads® Cimlenme | Hif
eshis Adi olusumu ..

Kod No (saat) (Saat) 48 saat 3. Giin

(mm)* (mm)*

Kilavuzlu.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
Kilavuzlu.2011.2A" | Penicillium sp. 16 24 7,4+ 0,5 12,242,3

*Ayni harfi iceren siitunlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak dnemli bir fark
yoktur (n=4, P>0.05).
#Sekans analizleri sonucunda elde edilen tiir teshis adlaridir.
® Penicillium sp. tek oldugu icin A. flavus izolatlar ile istatistiki karsilastirilmasi yapilmamustir.

A. flavus tiiriine ait sporlarin 14 saat iginde ¢imlendigi ve ¢imlenmenin 24 saat iginde
tamamlandig1 gozlenmistir. Bu cinse ait tiirlerin koloni gelisimleri olduk¢a hizli oldugu ve

spor ekimi yapildiktan 48 saat icinde spor olusumu gozlendigi ve koloni gelisimlerini

tamamladig1 gozlenmistir (Cizelge 4.2).

A. flavus kolonileri taneli, seyrek miselyum, yassi, ilk spor olusum evresinde sari
renkli, ilerleyen evrelerde koyu sari-yesil renktedir (Sekil 4.2B). Konidial bas1 gelisimin ilk
sathalarinda tipik olarak 1smsal yapida sonra seyrek kolonlu bir yapi olusturmustur.
Phialidler vesikuladan direk ¢ikmuis, sise sekline (armut) benzeyen 3,1+0,5 x 8,0£1,0 um
boyutlarindadir. Konidiler kiire seklinde, 4,5+0,6 x 4,9+0,6 pm boyutlarinda, yesil renkte
plirlizlii yilizeye sahiptir (Sekil 4.2A).
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Sekil 4.2. A) A. flavus’un konidial bagini olusturan yapilar B) Kolonilerin kiiltiir ortaminda
gelisimi

Penicillium sp. olarak teshis edilen tiir 16 saat iginde ¢imlenmis ve ¢imlenmenin 24

saat i¢cinde tamamlandigr gozlenmistir. Koloni gelisiminin hizli oldugu ve spor ekimi

yapildiktan 48 saat i¢inde spor olusumu gézlendigi ve koloni gelisimlerini 3. giin’de petri

kabinin tamamini kapladig1 gézlenmistir (Cizelge 4.2).

Penicillium sp. kolonileri koyu yesil renkte, sik yapili goriiniimiindedir (Sekil 4.3A).
Mikroskopta yapilan incelemede konidiler zincir seklinde tek hiicreli halde phalidlerden
olusurlar. Phialidler sise sekline (armut) benzeyen, belirgin boyun kismi1 ve 1,9£1,1 x
6,3+0,7 pm boyutlarinda grup halinde olusurlar. Konidiler kiire seklinde, diiz yapili ve
2,1£0,5 x 4,9+£0,6 um boyutlarindadir (Sekil 4.3.B).

Konidiyofor

..

Sekil 4.3. A) Penicillium sp. kolonilerin kiiltiir ortaminda gelisimi. B) Konidial gelisim
olusturan yapilar
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Cizelge 4.3. Fusarium sp. olarak teshis edilen izolatlarin ¢imlenme, hif olusturma ve

koloni gelisim siireleri

. Koloni gelisimi
Laboratuar Teshis Ads Cimlenme Olu';'llm 5 ot -~
Kod No (saat) (Saat) '

(mm)* (mm)*
Kilil1.2010.A F. oxysporum 16 24 12+2a 22,8+0,8a

Kilil1.2010.B F. oxysporum 16 24 15,2+2.8ab 25+1,6a
Aksu.2011.2A F. oxysporum 16 24 16,4+1,7b 30,24+2,3b
Kilavuzlu.2011.2B | F. oxysporum 16 24 18,6+1,3b 34,6+2,4b
Kilili.2011.2A F. solani 16 24 11,2+1,1a 28,8+1,3ab
Kiirtiil.2011.2A Fusarium sp. 16 24 242+ 2 7¢ 39,843,2¢
Bk.2011.1B F. oxysporum 16 24 19,8+1,5b 32,243,0b

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

*Ayni harfi iceren siitunlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak 6nemli bir fark
yoktur (n=9, P>0.05).
#Sekans analizleri sonucunda elde edilen tiir teshis adlaridir.

Fusarium oxysporum olarak teshis edilen izolatlarin morfolojik gelisimleri
incelendiginde sporlarin 16 saat i¢inde ¢imlendigi ve c¢imlenmenin 24 saat iginde
tamamlandigr gozlenmistir. F. solani’nin gelisimi de incelendiginde sporlarin 16 saat
icinde cimlendigi ve 24 saat icinde ¢imlenmenin tamamlandigr gézlenmistir Tim F.
oxysporum ve F. solani izolatlarinin ekim yapildiktan 3 giin sonra petri kaplarinda koloni
gelisimlerini tamamlamustir. izolatlarn giinler iginde gelisimlerine bakildiginda ANOVA
testi sonucunda istatistiki olarak fark gozlenmistir (48 saat i¢in F=17,89, P=0,000; 3. Giin
icin F=31,71, P=0,000). Her bir izolatin diger izolatlar ile olan farkliliklar1 Cizelge 4.3°de
verilmigtir. Ayni harfi iceren silitunlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine gore

istatistiki olarak 6nemli bir fark yoktur (n=9, P>0.05).

F. oxysporum kolonilerinde havasal miselyumlar beyaz renkte gelisimlerine
baglarken ilerleyen evrede renk hafif morumsu renk alir. Kiiltiir ortaminda alt kismin rengi
kirmizims1 morumsu renktedir (Sekil 4.4.A). Phialidler tekil halde, kisa yapida, 2,7+0,6 x
40,9£8,4 um boyutlarindadir. Makrokonidiler fuziform (ig big¢imli), ¢cogu zaman 2-3
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bolmeli, hafifce kivrilmis, 15,1£7,4 X 7,6£7,4 um boyutlarindadir (Sekil 4.4.B).

Mikrokonidiler tekil halde, zincir olugturmayan, ¢ogunlukla tek hiicreli septasiz, elips veya

silindirik yapida, bazen diiz bazen de hafif kivrilmis, 2,7+0,5 x 8,6+1,3 pm boyutlarindadir

phialid \ mikrokonidi

(Sekil 4.4.B).

Sekil 4.4. A) F. oxysporum kolonilerin kiiltiir ortaminda gelisimi. B) Makrokonidi,
mikrokonidi ve phialidler.

F. solani kolonilerinde havasal miselyumlar beyazimsi krem rengindedir. Kiltiir
ortaminda alt kismin rengi seffaf renktedir ve eski kiiltiirde renk degismemistir (Sekil
4.5.A). Phialidler tekil halde, F. oxysporum ile karsilastirildiginda olduk¢a uzun yapida,
2,4+0,7 x 76,7£36,5um boyutlarindadir. Makrokonidiler fuziform (ig bi¢imli), ¢ogu zaman
2-3 bolmeli, bazal ve apikal kismi kiit yapida, 3,5+0,5x 15,7+2,5 Sum boyutlarindadir.
Mikrokonidiler genellikle tekil, silindirik veya oval yapida, 1-2 hiicreli 2,8+0,4 x
9,1£1,65um boyutlarindadir (Sekil 4.5.B).
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\

ikrokonidi

makrokonidi

Sekil 4.5. A) F. oxysporum kolonilerin kiiltiir ortaminda gelisimi. B) Makrokonidi,
mikrokonidi ve phialidler

Cizelge 4.4. B. bassiana, Penicillium sp. ve A. flavus EPF’lerin konidi ve konidiyofor
boyutlarinin lgtimleri

Konidi Konidiyofor

Entomopatojen funguslar
En (um) |Boy (um) | En(um) | Boy(um)
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

Cizelge 4.5. F. oxysporum ve F. solani EPF’lerin makrospor, mikrospor ve phialid
boyutlarinin l¢timleri

Mikrospor Makrospor Phialid

Entomopatojen funguslar | gp Boy En Boy En Boy
um) | (um) | mm) | @m) | (BM) | (um)

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
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4.2. Molekiiler Karakterizasyon

Morfolojik tanimlamayi teyit etmek i¢in EPF’ler molekiiler olarak da tanimlanmuistir.
Bu islemde funguslarin 18S gen bolgesi ve ITS gen bolgesi PCR ile yiikseltilerek
cogaltilmistir. Cogaltilan gen bolgelerinin sekanslar1 yapilarak Blast iizerinden yeniden

tanimlanmastir.

4.2.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Sekil 4.6.” da rDNA tizerinde gosterilen primer ¢iftleri (ITS 1, ITS 4, NS 3, NS 6)
fungus geninin alt ve iist bolgesini PCR ile cogaltacak sekilde tasarlanmistir. PCR
reaksiyonunda kalip DNA zinciri olarak izole edilen kromozomal DNA 3.8 ve 3.9’da

detaylandirilan PCR kosullar1 kullanilarak yapilmis, ¢ogaltilan PCR {irtinleri %1°lik agaroz
jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.7; 4.8; 4.9; 4.10; 4.11).

NS3 ITS1

5.88
IDNA

18S tDNA ITS ITS 28S rtDNA

NS6 ITS4

Sekil 4.6. Calismada kullanilan ITS 1; ITS 4ve NS 3; NS 6 primerlerinin rDNA iizerindeki
yerleri (White ve ark., 1990).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

900 b “

100 bg

Sekil 4.7. NS 3 ve NS 6 primeri ile elde edilen DNA bantlari. M; DNA ladder 100 bg, 1;
Aksu.2010.C, 2; Aksu.2010.F, 3; Bk.2010.2C, 4; Bk.2010.1A, 5;
Kapicam.2010.E, 6; Kapicam.2010.C, 7; Onsen.2010.B, 8; Bk.2010.3A.
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600 bg

L
L

Sekil 4.8. ITS 1 ve ITS 4 primeri ile elde edilen DNA bantlari, M; DNA ladder 100 bp, 1;
Kilavuzlu.2010.B, 2; Kilavuzlu.2010.C, 3; Kiirtiil.2010.C

900 bg ___

100be

Sekil 4.9. NS 3 ve NS 6 primeri ile elde edilen DNA bantlari. M; DNA ladder 100 bg, 1;
Aksu.2011.2A, 2; Bk.2011.1C, 3; Bk.2011.2D 4; Bk.2011.3A, 5; Kilil1.2011.2A,
6; Kilil1.2010.A, 7; Kirtiil.2011.2A, 8; Kilil1.2010.B
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900 bg

L
L

Sekil 4.10. NS 3 ve NS 6 primeri ile elde edilen DNA bantlari. M; DNA ladder 100 bg, 1;
Aksu.2011.2C, 2; Kapigam.2011.1A, 3; Kilavuzlu.2011.2A, 4;,
Kilavuzlu.2011.2B

M 1 2 3 4 5

900 be

L

100 be

Sekil 4.11. NS 3 ve NS 6 primeri ile elde edilen DNA bantlari. M; DNA ladder 100 bg, 1;
Onsen.2011.2B, 2; BK.2011.1B, 3; BK.2011.2B, 4; BK.2011.2K, 5;
BK.2011.3E
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4.2.2. Elde edilen fungus PCR iiriinlerinin sekans analizleri

Yapilan PCR sonuglart dogrultusunda 7 farkli bolgeden izole edilen 28 izolatin
tanimlanmasini teyit etmek amaci ile sekans c¢alismasi yapilmistir. Sekanslama islemi

3.5.3’te detayli bir sekilde belirtilen asamalarda hazirlanmis ve 6rneklerin niikleotid

dizileri belirlenmistir. Bu elde edilen sonuglar ise Cizelge 4.6°da verilmistir.

Cizelge 4.6. Uzerinde calisilan fungus tiirlerinin Blast sonuglar

EPF’nin Laboratuar Kodu

Sekans Analizi Sonuclarina Gore
Identifikasyon

Kilavuzlu.2010.B
Kilavuzlu.2010.C
Kiirtiil.2010.C
Aksu.2010.C
Aksu.2010.F
Kapicam.2010.C
Kapicam.2010.E
Onsen.2010.B
Kili11.2010.A
Kil111.2010.B
Bk.2010.1A
Bk.2010.2C
Bk.2010.3A
Aksu.2011.2C
Aksu.2011.2A
Kilavuzlu.2011.2A
Kilavuzlu.2011.2B
Kapigam.2011.1A
Kilil1.2011.2A
Kiirtiil.2011.2A
Onsen.2011.2B
Bk.2011.1B
Bk.2011.1C
Bk.2011.2B
Bk.2011.2D
Bk.2011.2K
Bk.2011.3A
Bk.2011.3E

B.bassiana
A. flavus

B. bassiana
A. flavus

B. bassiana
B. bassiana

B. bassiana

B. bassiana
F.oxysporum
F. oxysporum
Beauveria sp.
B. bassiana

A. flavus

B. bassiana

F. oxysporum
Penicillium sp.
F. oxysporum
B. bassiana

F. solani
Fusarium sp.
B. bassiana
F. oxysporum
B. bassiana
A. flavus

F. oxysporum
B. bassiana
F. oxysporum
B. bassiana
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Morfolojik olarak tanimlanan 4 farkli bdlgeden izole edilmis A. flavus izolatlar
molekiiler olarak teyit edilmistir. Aksu.2010.C, Bk.2010.3A ve Bk. 2011. 2B 6rnekleri NS
3 ve NS 6 primerleriyle 18S gen bolgesi ¢cogaltilmis ve elde edilen sekans analiz sonuglari
ile molekiiler teyit yapilmistir. Kilavuzlu.2010.C izolat1 ITS 1 ve ITS 4 primerleriyle ITS
bolgesi ¢ogaltilmig ve elde edilen sekans analiz sonugu ile bu 6rnegin A. flavus oldugu
teyit edilmistir. Sekans islemleri ileri ve geri primerleri ile yapilmis ve elde edilen

sonuglarin tutarliliklart Clone Manager 9 programi ile karsilastirilmis ve dizi sonuglar

Sekil 4.12-15’te verilmistir.

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 cgtccctcecgt tgggggagtg attttgtctg ccttaattgce
661 gataacgaac gagaccttcc gccccttaaa atagccccgg gcccgecttt ggcggggecce
721 ccctgggctt ctttaggggg gactatccgg cctcaagceccg
Sekil 4.12. Aksu.2010.C ( A. flavus) ornegine ait yapilan 18S gen bolgesi 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 tccacgcectt
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

Sekil 4.13. Bk.2010.3A (A. flavus) 6rnegine ait 18S gen bolgesi sekans dizilenmesi

1 gtagttgaac cttgggtctg gctggccggt ccgcctcacc gcgagtactg ggtccggcectg

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 ttatgce

Sekil 4.14. Bk. 2011. 2B (A. flavus) o6rnegine ait 18S gen bolgesi sekans dizilenmesi
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1 aacccatatt gcttcgttgg gttctagcga gcccaacctc ccacccgtgt ttactgtacc

61 ttagttgctt cggcgggccc gccattcatg gccgccgggg gctctcagcecc ccgggcccgce
121 gcccgccgga gacaccacga actctgtctg atctagtgaa gtctgagttg attgtatcge
181 aatcagttaa aactttcaac aatggatctc ttggttccgg catcgatgaa gaacgcagcg
241 aaatgcgata actagtgtga attgcagaat tccgtgaatc atcgagtctt tgaacgcaca
301 ttgcgccccece tggtattccg gggggcatgce ctgtccgagce gtcattgctg cccatcaagce
361 acggcttgtg tgttgggtcg tcgtccccte tccggggggg acgggcccca aaggcagcgg
421 cggcaccgcg tccgatcctc gagcecgtatgg ggctttgtca cccgctctgt aggcccggcece
481 ggcgcttgcc gaacgcaaat caatcttttt ccaggttgac ctcggatca

Sekil 4.15. Kilavuzlu.2010.C (A. flavus) 6rnegine ait ITS bolgesi sekans dizilenmesi

Morfolojik olarak F. oxysporum tanimlanmis 7 izolat (Aksu.2011.2A, BK.2011.1B,
BK.2011.2D, BK.2011.3A, Kilavuzlu.2011.2B Kilili.2010.A ve Kilili.2010.2A) 18S gen
bolgesi (900 bg) NS 3 ve NS 6 primerleri ile ¢ogaltilmis ve her iki yonde (ileri ve geri)
dizilenmistir. Konsensus dizi sonuglar1 Blast yapilarak morfolojik tanimlama molekiiler
olarak teyit edilmistir. Bu izolatlara ait konsensus diziler Clone Manager 9 programu ile

hizalanmis ve sonuglar toplu olarak Sekil 4.16’de verilmistir.

AKSU.2011.2A gttgttgtggttaaaagctcgtagttgaaccttgggecctggectggtggtecgectecaccgegtgtactgg
BK.2011.1B gttgttgtggttaaaagctcgtagttgaaccttgggecctggctggaggtccgectcaccgegtgtactgg
BK.2011.2D gttgttgtggttaaaagctcgtagttgaaccttgggecctggctggecggtccgectcaccgegtgtactgg
BK.2011.3A gttgttgtggtt-aaagctcgtagttgaaccttgggcctggectggtggtecgectcaccgegtgtactgg

KILAVUZLU.2011.2B
KILILI.2010.A
KILILI.2011.2A

gttgttgtggttaaaagctcgtagttgaaccttgggecctggctgggggtceccgectcaccgegtgtactgg
gttgttgtggtt-aaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggcggtececgectcaccgegtgtactgg
gttgttgtggttaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggecggtececgectcaccgegtgtactgg

N

AKSU.2011.2A 71 tccggccgggcectttcectctgtggaaccecatgeecttcactgggtgtggeggggaaacaggactttta
BK.2011.1B 71 tccggccgggcecctttcececctectgtggaaccccatgeccttcactgggtgtggecggggaaacaggactttta
BK.2011.2D 71 tccggccgggcecctttcececctectgtggaaccceccatgeccttcactgggtgtggecggggaaacaggactttta
BK.2011.3A 70 tccggccgggectttceccctcectgtggaacceccatgeecttcactgggtgtggecggggaaacaggactttta

KILAVUZLU.2011.2B
KILILI.2010.A
KILILI.2011.2A

71
70
71

tccggccgggectttececctectgtggaacceccatgeccttcactgggtgtggecggggaaacaggactttta
tccggceccgggectttecectectgtggaaccccatgeccttcactgggtgtggecggggaaacaggactttta
tccggceccgggectttcecectectgtggaaccccatgeccttcactgggtgtggecggggaaacaggactttta

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 cgtgtggttctattttgttggtttctaggaccgeccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagta
BK.2011.1B 211 cgtgtggttctattttgttggtttctaggaccgeccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagta
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 ttcaattgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatyg
BK.2011.3A 280 ttcaattgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatg

KILAVUZLU.2011.2B281 ttcaattgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatg

KILILI.2010.A 280 ttcaattgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatyg
KILILI.2011.2A 281 ttcaattgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatg
AKSU.2011.2A 351 ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa
BK.2011.1B 351 ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa
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BK.2011.2D
BK.2011.3A
KILAVUZLU.2011.
KILILI.2010.A
KILILI.2011.2A

351
350
2B351
350
351

AKSU.2011.2A 421
BK.2011.1B 421
BK.2011.2D 421
BK.2011.3A 420

KILAVUZLU.2011
KILILI.2010.A
KILILI.2011.2A

.2B421

420
421

AKSU.2011.2A 491
BK.2011.1B 491
BK.2011.2D 491
BK.2011.3A 490
KILAVUZLU.2011.2B491

KILILI.2010.A
KILILI.2011.2A

AKSU.2011.2A

490
491

561

BK.2011.1B 561
BK.2011.2D 561
BK.2011.3A 560
KILAVUZLU.2011.2B561

KILILI.2010.A
KILILI.2011.2A

AKSU.2011.2A

560
561

631

BK.2011.1B 631
BK.2011.2D 631
BK.2011.3A 630

KILAVUZLU.2011.
KILILI.2010.A
KILILI.2011.2A

2B630
630
631

ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa
ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa
ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa
ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa
ttttcattaatcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa

ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgaccecgttcggcaccttacgagaaatcaaagtget
ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgaccecgttcggcaccttacgagaaatcaaagtgcet
ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgacccgttcggcaccttacgagaaatcaaagtget
ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgaccecgttcggcaccttacgagaaatcaaagtgcet
ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgacccgttecggcaccttacgagaaatcaaagtgcect
ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgaccecgttcggcaccttacgagaaatcaaagtget
ctatgccgactagggatcggacggtgttattttttgaccecgttcggcaccttacgagaaatcaaagtgcet

tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt
tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt
tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt
tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt
tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt
tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt
tgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgacggaagggcaccaccaggggt

ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacacaatgaggattgacaga
ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacacaatgaggattgacaga
ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacacaatgaggattgacaga
ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacacaatgaggattgacaga
ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacac-atgaggattgacaga
ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacacaatgaggattgacaga
ggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactcaccaggtccagacacaatgaggattgacaga

ttgagagctctttcttgattttgtgggtggtggtgcatggccgttcttagttggtggagtgatttgtctyg
ttgagagctctttcttgattttgtgggtggtggtgcatggccgttcttagttggtggagtgatttgtctg
ttgagagctctttcttgatcttgtgggtggtggtgcatggeccgttcttagttggtggagtgatttgtetg
ttgagagctctttcttgattttgtgggtggtggtgcatggeccgttcttagttggtggagtgatttgtectg
ttgagagctctttcttgattttgtgggtggtggtgcatggecgttcttagttggtggagtgatttgtetg
ttgagagctctttcttgattttgtgggtggtggtgcatggccgttcttagttgg-ggagtgatttgtctyg
ttgagagctctttcttgatcttgtg---—-----------------------------"---"—""-—"-"—"—————

Sekil 4.16. F. oxysporum tiiriine ait 18S gen bdlgesi sekans hizalamasi

Morfolojik olarak F. Solani olarak tanimlanmig Kilil1.2011.2A 6rnegi NS 3 ve NS 6

primerleriyle 18S gen bdlgesi c¢ogaltilmis ve elde edilen sekans analiz sonucu ile

morfolojik sonug teyit edilmistir. Karsilastirilmali ileri ve geri primerleri kullanilarak elde

edilen niikleotid diziler Clone Manager 9 programu ile karsilagtirilmig ve konsensus dizi

Sekil 4.17°de verilmistir.

1 aattaagttg

61 ctcaccgcgt
121 gggtgtggcg
181 atgctcgaat
241 tctaggaccg
301 ggtgaaattc
361 tcattaatca
421 ccataaacta
481 cgagaaatca
541 aattgacgga
601 aaactcacca
661 tg

ttgtggttaa
gtactggtcc
gggaaacagg
acattagcat
ccgtaatgat
ttggatttat
ggaacgaaag
tgccgactag
aagtgcttgg
agggcaccac
ggtccagaca

aagctcgtag
ggccgggcecet
acttttactg
ggaataatag
taatagggac
tgaagactaa
ttaggggatc
ggatcggacg
gctccagggg

caggggtgga
caatgaggat

ttgaaccttg
ttccectectgt
tgaaaaaatt
aataggacgt
agtcgggggce
ctactgcgaa
gaagacgatc
gtgttatatt
gagtatggtc
gcctgcggcet
tgacagattg

ggcctggctg
ggaaccccat

agagtgctcc
gtggttctat
atcagtattc
agcatttgcc
agataccgtc
ttgacccgtt
gcaaggctga
taatttgact
agagctcttt

Sekil 4.17. F. solani tiirtine ait 18S gen bolgesi sekans dizilenmesi

Aksu.2011.2C,

gccggtceccge
gcccttcact
aggcaggcct
tttgttggtt
aattgtcaga
aaggatgttt
gtagtcttaa
cggcacctta
aacttaaaga

caacacgggg
cttgatcttg

Morfolojik olarak B. bassiana tiirii olarak tanimlanan 7 tane (Aksu.2010.F,

Bk.2010.1A,

Bk.2011.1C,

Kapicam.2010.E,

Onsen.2010.B

ve

Onsen.2011.2B) o6rnek NS 3 ve NS 6 primerleriyle 18S gen bélgesi ¢ogaltilmis ve elde
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edilen sekans dizi sonuglariyla bu 6rneklerin B. bassiana oldugu molekiiler olarak teyit
etmistir. Bu 6rneklere ait niikleotid dizi sonuglari Clone Manager 9 programi ile analiz

edilmis ve hizalanarak Sekil 4.18’de verilmistir.

Aksu.2010.F 1 tgttgtggttaaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggeccggtccgectcaccg
Aksu.2011.2C 1 tgttgtggtt-aaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggccggtccgectcaceg
Bk.2010.1A l === ccttgggce———————————————————————
Bk.2011.1C 1 tgttgtggttaaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggeccggtceccgectcaccg
Kapicam.2010.E 1 tgttgtggttaaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggeccggteccgectcaccyg
Onsen.2010.B 1 tgttgtggttaaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggctggccg-—-ccgectcaccg
Onsen.2011.2B 1 tgttgtggttaaaaagctcgtagttgaaccttgggcctggectggeccggtccgectcaceg

Aksu.2010.F 61 cgtgtactggtccggccgggcecctttccctectgtggaacctcatgeccttcactgggtgtg
Aksu.2011.2C 60 cgtgtactggtccggccgggcecctttcecctectgtggaacctcatgeeccttcactgggtgtg
Bk.2010.1A 10 ggtgtact------ gccgggcectttceccctectgtggaacctcatgecec-tcactgggtgtyg
Bk.2011.1C 61 cgtgtactggtccggccgggcecctttcecctectgtggaacctcatgeccttcactgggtgtyg
Kapicam.2010.E 61 cgtgtactggtccggccgggcctttceccctectgtggaacctcatgeccttcactgggtgtyg
Onsen.2010.B 59 cgtgtactggtccggccgggcectttcecctectgtggaacctcat-—-—-cttcactgggtgtyg
Onsen.2011.2B 61 cgtgtactggtccggccgggcctttcectctgtggaacctcatgeccttcactgggtgtyg

Aksu.2010.F 121 gcggggaaacaggacttttactttgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgcectcg
Aksu.2011.2C 120 gcggggaaacaggacttttactttgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcg
Bk.2010.1A 63 gcggggaaaca-gacttttactttgaaaaaattaga------————--- aggcctatgctcg
Bk.2011.1C 121 gcggggaaacaggacttttactttgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcg

Kapicam.2010.E 121 gcggggaaacaggacttttactttgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcg
Onsen.2010.B 116 gcggggaaacagg--ttttactttgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgctcg
Onsen.2011.2B 121 gcggggaaacaggacttttactttgaaaaaattagagtgctccaggcaggcctatgcteg

Aksu.2010.F 181 aatacattagcatggaataataaaataggacgcgtggttctattttgttggtttctagga
Aksu.2011.2C 180 aatacattagcatggaataataaaataggacgcgtggttctattttgttggtttctagga
Bk.2010.1A 111 aatac----gcatggaataataaaataggacgcgtggttctattttgttggtttct-gga
Bk.2011.1C 181 aatacattagcatggaataataaaataggacgcgtggttctattttgttggtttctagga

Kapicam.2010.E 181 aatacattagcatggaataataaaataggacgcgtggttctattttgttggtttctag-a
Onsen.2010.B 174 aatacattagcatggaataataaaataggacgcgtggttctattttgttggtttctagga
Onsen.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

Kapicam.2010.E 240 ccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcatcagtattcaattgtcagaggtgaaa
Onsen.2010.B 234 ccgccgtaatgattaatagggacagtcgggggcat-agtattcaattgtcagaggtgaaa
Onsen.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

Kapicam.2010.E 300 ttcttagatttattgaagactaactactgcgaaagcatttgccaaggatgttttcattaa
Onsen.2010.B 293 ttcttagatttatt-aagactaactactgcgaaagcatttgccaa--atgttttc—-——----
Onsen.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
Kapicam.2010.E 360 tcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatca-ataccgtcgtagtctta-ccataaa
Onsen.2010.B 345 tcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatca----- cgtcgtagtcttaa----aaa

Onsen.2011.2B 360 tcaggaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaa

Aksu.2010.F 421 ctatgccgactagggatcggacgatgttattttttgacgcgttcggcaccttacgagaaa
Aksu.2011.2C 420 ctatgccgactagggatcggacgatgttattttttgacgcgttcggcaccttacgagaaa
Bk.2010.1A 324 ctatgccgactagggatcggacgatgttattttttgacgcgttcggcaccttacgagaaa
Bk.2011.1C 421 ctatgccgactagggatcggacgatgttattttttgacgecgttcggcaccttacgagaaa

Kapicam.2010.E 418 ctatgccgactagggatcggacgatgttattttttgacgcgttcggcaccttacgagaaa
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ONSEN.2010.B 396 ctatgccgacta----- cggacgatgttattttttgacgecgtte-—-—------- cgagaaa
Onsen.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
Kapicam.2010.E 478 tcaaagtgcttgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgac
Onsen.2010.B 442 tcaaagtgctt--gctccagggggagtatggt---aaggctgaaacttaaagaaattga-
Onsen.2011.2B 480 tcaaagtgcttgggctccagggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaagaaattgac
Aksu.2010.F 541 ggaagggcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactca
Aksu.2011.2C 540 ggaagggcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactca
Bk.2010.1A 436 ggaagggcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacgg-—-—-—-————-
Bk.2011.1C 541 ggaagggcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactca
Kapicam.2010.E 538 ggaagggcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactca
Onsen.2010.B 496 —-————- gcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactca
Onsen.2011.2B 540 ggaagggcaccaccaggggtggagcctgcggcttaatttgactcaacacggggaaactca
Aksu.2010.F 601 ccaggtccagacacaatgaggattgacagattgagagctctttcttgattttgtgggtgg
Aksu.2011.2C 600 ccaggtccagacacaatgaggattgacagattgagagctctttcttgattttgtgggtgg
Bk.2010.1A 487 --aggtccagacacaatgaggattgacagattgagagctctttcttgattttgtgggtgg
Bk.2011.1C 601 ccaggtccagacacaatgaggattgacagattgagagctctttcttgattttgtgggtgg
Kapicam.2010.E 598 cc--gtcca-acacaatgaggattgaca-attgagagctctttcttgattttgtgggtgg
Onsen.2010.B 550 ccaggtccagacacaatgaggattgacaga————-—-----——————————————— ggtgg
Onsen.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
Kapicam.2010.E 654 tggtgcatggccgttctta-ttgggggagtgatttgtctg--ctttcattgcgataacga
Onsen.2010.B 585 tggtgcatggccgttc-tagttggcggagtgatttgtctggecctt-cattgecgataacga
Onsen.2011.2B 660 tggtgcatggccgttctta-----------—-————-----———————

Sekil 4.18. B. bassiana tiiriine ait 18S gen bolgesi sekans hizalamasi

Morfolojik olarak B. bassiana tanimlanan ancak hizalamada farklilik gosteren
Sizolata (BK.2010.2C, BK.2011.2K, BK.2011.3E, . Kapigam.2010.C, Kapigam.2011.1A)
ait diziler ayr1 olarak Sekil 4.19-23’de verilmistir.

1 tgtactggtc ggccgggcct ttccctctgt ggaacctcat gcccttcact gggtgtggeg
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

Sekil 4.19. BK.2010.2C (B. bassiana) drnegine ait 18S gen bolgesi sekans dizilenmesi

38



1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

gtggggctta
ctggctggcec

acctcatgcecc
gtgctccagg
gttctatttt
agtattcaat
atttgccaag
taccgtcgta
acgcgttcgg
aggctgaaac
tttgactcaa
gctctttctt

ataccgtata
ggtccgcctce
cttcactggg
caggcctatg
gttggtttct
tgtcagaggt
gatgttttca
gtcttaacca
caccttacga
ttaaagaaat
cacggggaaa

ga

ttaagttgtt
accgcgtgta
tgtggcgggg
ctcgaataca
aggaccgccg
gaaattctta
ttaatcagga
taaactatgc
gaaatcaaag
tgacggaagg
ctcaccacgt

gtggttaaag
ctggtccggce
aaacaggact
ttagcatgga
taatgattaa
gatttattga
acgaaagtta
cgactaggga
tgcttgggct
gcaccaccag
ccagacacaa

ctcgtagttg
cgggcctttce
tttactttga
ataataaaat
tagggacagt
agactaacta
ggggatcgaa
tcggacgatg
ccagggggag
gggtggagcc
tgaggattga

aaccttgggc
cctctgtgga
aaaaattaga
aggacgcgtg
cgggggcatc
ctgcgaaagc
gacgatcaga
ttattttttg
tatggtcgca
tgcggcttaa
cagattgaga

Sekil 4.20. BK.2011.2K (B. bassiana) drnegine ait 18S gen bolgesi sekans dizilenmesi

1
61
121
181
241
301
361
421

cttctagttg
ctggaccttt
tttactgtga
ataatagaat
tagcgatagt
aagactaact
tagtggatcc

gatcgggcgg

aaccttgggt
ccttctgggg
aaaaattaga
aggacgtgcg
cggcggcectce
actgcgaaag
aagacgatca
tgttttatga

ctggctggcecc
aacctcatgg
gtgttcaaag
gttctatttt
agtattcagc
cattcgccca
gatacccgcg
tgacccgccc

ggtcccctte
ccttcecectgg
cacgcctttg
cctggtttct
tgttcagaag
ggattttttc
tagtcttaaa
cgcaccttac

accgcgagta
ctgtgggggg
ctcccctaca
aggaccgccc
tgaaattctt
attaatcaaa
cataaacaat
tagaaatt

ctgggtccgg
aaccaggact

ttagcatgga
taatgattaa
ggatttgctg
gaactaaagt
gcccactagg

Sekil 4.21. BK.2011.3E (B. bassiana) érnegine ait 18S gen bolgesi sekans dizilenmesi

1
61
121
181
241
301
361
421
481

541

ccgatgaacg
gctggccggt
ctcatgccct
gctccaggca
tctattttgt
tattcaattg
ttgccaagga
ccgtcgtagt
gcgttcggca

cttattaaag
ccgcctceacc
tcactgggtg
ggcctatgct
tggtttctag
tcagaggtga
tgttttcatt
cttaaccata
ccttacgaga

ttgttgtggt
gcgtgtactg
tggcggggaa
cgaatacatt
gaccgccgta
aattcttaga
aatcaggaac
aactatgccg
aatcaaagtg

gctgaaactt aaagaaattg a

taaaagctcg
gtccggcececcg
acaggacttt
agcatggaat
atgattaata
tttattgaag
gaaagttagg
actagggatc
cttgggctcc

tagttgaaac
ggcctttccce
tactttgaaa
aataaaatag
gggacagtcg
actaactact
ggatcgaaga
ggacgatgtt
agggggagta

cttgggcctg
tctgtggaac
aaattagagt
gacgcgtggt
ggggcatcag
gcgaaagcat
cgatcagata
attttttgac
tggtcgcaag

Sekil 4.22. Kapicam.2010.C (B. bassiana) 6rnegine ait 18S gen bolgesi sekans dizilenmesi

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

Sekil

tattaaagtt
gcctcaccgce
ctgggtgtgg
ctatgctcga
tttctaggac
gaggtgaaat
tttcattaat
aaccataaac
ttacgagaaa
aagaaattga
ggggaaactc
attttgtggg

gttgtggtta
gtgtactggt
cggggaaaca
atacattagc
cgccgtaatg
tcttagattt
caggaacgaa
tatgccgact
tcaaagtgct
cggaagggca
accaggtccc
g

aaaagctcgt
ccggccggge
ggacttttac
atggaataat
attaataggg
attgaagact
agttagggga
agggatcgga
tgggctccag

ccaccagggg
gacacaatga

agttgaacct
ctttccctcet
tttgaaaaaa
aaaataggac
acagtcgggg
aactactgcg
tcgaagacga
cgatgttatt
ggggagtatg
tggagcctgce
ggattgacag

tgggcctggce
gtggaacctc

ttagagtgct
gcgtggttct
gcatcagtat
aaagcatttg
tcagataccg
ttttgacgcg
gtccgcaagg
ggcttatttt
attgagagct

tggccggtcce
atgcccttca
ccaggcaggc
attttgttgg
tcaattgtca
ccaaggatgt
tcgtagtctt
tttcggcacc
ctgaaactta
gactcaacac
cttttctttg

4.23. Kapicam.2011.1A (B. bassiana) ornegine ait 18S gen bolgesi sekans
dizilenmesi
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Ayrica Kilavuzlu.2010.B ve Kiirtiil.2010.C 6rnekleri ITS 1 ve ITS 4 primerleri ile

ITS bolgesi ¢ogaltilmis ve elde edilen sekans sonuglari ile B. bassiana oldugu teyit

edilmistir. Bu iki izolata ait dizi sonuglari karsilastirilmali olarak Sekil 4.24°de verilmistir.

Kilavuzlu.2010.B

Kirtidl.2010.c

1
1

Kilavuzlu.2010. 71
Kirtil.2010.C 71
Kilavuzlu.2010.B 141
Kirtil.2010.C 141
Kilavuzlu.2010.B 211
Kirtil.2010.C 211
Kilavuzlu.2010.B 281
Kirtil.2010.C 281
Kilavuzlu.2010.B 351
Kirtil.2010.C 351
Kilavuzlu.2010.B 421
KirtilL.2010.C 421
Kilavuzlu.2010.B 491
Kirtil.2010.C 491

ctacgctccctaacccttctgtgacctacctatcgttgettcggecggactcgeccccageccggacgecgga
tttcgctcctectaccttectgtgacctacctatecgttgettcggecggactecgeccccageccggacgecgga

cgggaccagcggcccgccggggacctcaaactcttgtattccagecatcttctgaatacgececgcaaggcaa
ctggaccagcggcccgceccggggacctcaaactecttgtattccagcatcttectgaatacgeccgcaaggcaa

aacaaatgaatcaaaactttcaacaacggatctcttggctctggcatcgatgaagaacgcagcgaaaccy
aacaaatgaatcaaaactttcaacaacggatctcttggctctggcatcgatgaagaacgcagcgaaaccy

ataagtaatgtgaattgcaaatccatgaatcatcaatctttgaacgcacattgcgcccgccagcattcectg
ataagtaatgtgaattgcaaatccatgaatcatcaatctttgaacgcacattgcgccecgeccagecattcectg

gcgggcatgcecctgttcagegtcatttcaaccctecgacctecccecttggggaggtcggegttggggaccgge
gcgggcatgcctgttcagcgtcatttcaaccctcgacctecceccttggggaggtcggegttggggaccgge

agcacaccgccggcecctgaaatggagtggeggeccgtecgeggegacctetgegecagtaattegtetege
agcacaccgccggcecctgaaatggagtggeggeccgtecgeggegacctetgegecagtaatacggetege

accggaaccgcgacgcggccacgccgtaaaacacccaacttctgaacgttgacctcgaatcgggtaggac
accggaaccgcgacgcggccacgccgtaaaacacccaacttctgaacgttgacctcgaatcaggtaggac

tacccgctgaactt
tacccgctgaactt

Sekil 4.24. B. bassiana tiiriine ait ITS gen bolgesi sekans hizalamasi

Calismamizda Penicillium sp. tiirtine ait sadece bir adet izolasyon yapilmistir. Bu

izolat (Kilavuzlu.2011.2A) molekiiler tanimlama i¢in NS 3 ve NS 6 primerleri ile

18S gen bolgesi ¢ogaltilmis ve elde edilen niikleotid dizi sonuglari bu 6rnegin Penicillium

sp. oldugunu molekiiler olarak gostermistir. Teyit edilmis dizi sonuglar1 Sekil 4.25°de

verilmistir.

caaaatttta

1 aatcgcaacc

61 cctggctggc
121 acctcatggc
181 tgttcaaagc
241 ttctattttg
301 gtattcagct
361 ttcgccaagg
421 taccgtccta
481 gacccgtccg
541 ccaggctgaa
601 taatttgact
661 gagaagctcc
721 tggggggag

cggtccgcect
cttcactggc
aggcctttgce
ttggtttcta
gtcagaggtg
atgttttcat
gtcttaacca
gcaccttacg
acttaaagaa
cacacgggga
ttttctttga

taaagtttgt
caccgcgagt
tgtgggggga
tcgaatacat
ggaccgccgt
aaattcttgg
taatcaggga
taaactatgc
agaaatcaaa
attgacggaa
aactcccccg
acccttttgg

ttgcgttaaa
actggtccgg
accaggactt
tagcatggaa
aatgattaat
atttgctgaa
acgaaagtta
ccgactaggg
gtttttgggt
gggcaccaca
ggtccagaca

atgggtgggt

gctcgtagtt
ctgggccettt
ttactgtgaa
taatagaata
agggatagtc
gactaactac
ggggatcgaa
atcggacggg
tctgggggga
aggcctggag
aaataaggat
gccatgggcc

gaaccttggg
ccttctgggg
aaaattagag
ggacgtgcgg
gggggcgtca
tgcgaaagca
gacgatcaga
attctatgat
gtatggtccg
cctgcctgcet
tgacagaatt
cgttcttcegt

Sekil 4.25. Kilavuzlu.2011.2A (Penicillium sp.) 6rnegi ne ait 18S gen bolgesi sekans
dizilenmesi
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Sekans ¢aligmasi sonucunda farkli bolgelerden izole edilen B. bassiana, A. flavus ve

Fusarium sp.’nin SSU rDNA (18S) bolgelerinin yaklasik 900 baz ¢ifti uzunlugunda ki

diziler kullanilarak ayni tiir olarak tanimlanan izolatlarin birbirlerine genetik benzerlikleri

Mega 4.1 programi kullanilarak NJ (Neighbour-joining) yontemi ile ¢izilen filogenetik

agaclar ile belirlenmis ve filogenetik agaglar Sekil 4.26-28’de verilmistir.

7| Aksu.2010.F
88 L Onsen.2011.2B
%0 —— Bk.2010.2C
86 L Aksu.2011.2C
— Bk.2011.1C
3 Bk.2011.2K
L— Kapigam.2011.1A
—— Kapicam.2010.E
- Bk.2010.1A
%" Onsen.2010.B
2

Sekil 4.26. B. bassiana tiirlerinin 18S gen bolgesi temel alinarak ¢izilen filogenetik agag

B. bassiana tiirlerinde 18S gen bdlgesi temel alinarak elde edilen dendrogramda ayni

bolgelerden elde edilmis izolatlarin kendi aralarinda bir grup olusturmadigi gézlenmistir.

Analiz sonucunda Boot Strap (Se¢ dagit testi) degeri Bk.2010.1A ve Onsen.2010B i¢in
oldukca yiiksektir (%92). Aksu.2010F, Onsen 2011.2B, Bk.2010.2C, Aksu.2011.2C,
Bk.2011.1C ve Bk.2011.2K grubu %86’lik Boot Strap degeri ile diger gruptan ayrilmistir.

83

Aksu.2010.C
Bk.2010.3A
Kilavuzlu.2010.C
Bk.2011.2B

Sekil 4.27. A. flavus tiirlerinin 18S gen bolgesi temel alinarak ¢izilen filogenetik agag
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A. flavus tiirlerinde 18S gen bolgesi temel alinarak elde edilen dendrogramda ayni
bolgelerden elde edilmis izolatlarin kendi aralarinda bir grup olusturmadigr gézlenmistir.
Kilavuzlu.2010.C ile Bk.2011.2B ve Bk.2010.3A ile Aksu.2010.C ayrn1 iki grup
olusturmustur. Analiz sonucunda Boot Strap (Se¢ dagit testi) degeri Bk.2010.3A ve
Aksu.2010.C i¢in %83 degerle oldukga yiiksektir.

100 Aksu.2011.2A
46 Bk.2011.3A
53 Kiirtiil. 2011.2A

25 Bk.2011.2D
Kilavuzlu.2011.2B

76— Kilil1.2010.B
Kiil1.2010.A

Kiili.2011.2A
Bk.2011.1B

100

Sekil 4.28. F. oxysporum ve F. solani tiirlerinin 18S gen bolgesi temel alinarak ¢izilen
filogenetik agag

F. oxysporum ve F. solani tiirlerinde 18S gen bolgesi temel alinarak elde edilen

dendrogramda ayni bolgelerden elde edilmis izolatlarin kendi aralarinda bir grup

olusturmamaktadir. Bk.2011.1B 6rnegi dendrogramda diger bireylerden farkli bir grupta

tek basina yer almistir.

Yapilan bu calismada elde edilen EPF tiir sayis1 diger yapilan c¢alismalara kiyasla
sayica azdir ve onlarin izole ettigi baz1 fungus tiirlerinin bazilar1 izole edilememistir. Sahin
(2006), yaptig1 caligmada Kahramanmaras ilinin degisik topraklarinda Paecilomyces ve
Beauveria cinsine ait EPF izole etmistir. Er ve Mart (2009) yaptiklari g¢alismada,
Kahramanmaras’in degisik bolgelerinden alinan toprak orneklerinde Beauveria,
Peacilomyces, Metarhizium cinsine bagli funguslar1 izole etmislerdir. Sevim ve ark.,
(2009), findik yetistiriciliginin ¢ok oldugu arazilerde yapmis olduklar1 calismada, M.
anisopliae var. anisopliae ¢ok yaygin bulmuslardir ve bu tiirin yanm sira B. bassiana,
Evlachovaea sp., Metarhizium sp. tiirlerininde varligini belirlemislerdir. M. anisopliae var.
anisopliae, B. bassiana, Evlachovaea sp. tiirlerini hem tarim alanlarinda hem tarim alanlari
disinda izole etmislerdir. Keller ve ark. (2003), M. anisopliae’yi ekilebilir tarlalarda ve
caywrlarda tespit etmislerdir. Meyling ve Elinberg (2006) yaptiklar1 c¢aligmalarda |I.
fumosorosea ‘ y1 ¢it topraklarinda ¢ok yaygin bulmuslarken B. bassiana’yr tarimsal

alanlarda ¢ok yaygin olarak bulmuslardir. Onlar yapmis olduklar1 c¢alismada M.
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anisopliae’yi ¢ok nadir olarak bulmuslardir. Cin’in ormanlik alanlarindaki topraklarda en
fazla P. fumosoroseus, B. bassiana ve M. anisoplae entomopatojen fungus tiirleri izole
edilmistir (Bing-Da Sun ve ark., 2008). Irak'in kuzey bolgesinde Gara daglarinda bitkilerin
tizerinde yasayan boceklerde A. flavus, A. niger, B. bassiana entomopatojen funguslar
yiiksek oranda bulunurken firsatg1 patojen olan, Alternaria alternata (Fr.), Curvularia sp.,
Fusarium sp., Humicola sp., Penicillum sp., Rhizopus stolonifer (Ehrenb:Fr.), Ulocladium
atrum (Pers.), Trichoderma sp., izole edilmistir (Assaf ve ark., 2011). Bu ¢alismalara gore
entomopatojenik fungus tiirlerinin olugsmasi ve dagilmasi bolgeler ve toprak orneklerinin

farkliligindan kaynaklanmaktadir.

Bocek patojenleri igerisinde 6nemli olan B. bassiana yapmis oldugumuz ¢alismada
¢ok bulunurken firsatg1 patojen olarak bilinen A. flavus ve ikincil koloni olusturan F.
oxysporum, F. solani ve Penicillium sp. tiirleri de bulunmustur. Ali-Shtayeh ve ark. (2002),
zorunlu zayif patojen funguslarin ¢ogu kez bdocekleri hastaliga onceden hazirlamaya
yardimci olan etmen olarak iliskilendirmislerdir. Yapmis olduklar1 6n patojenite testinde
G. mellonella larvalarinin Aspergillus, Fusarium ve Mucor tarafindan enfekte edildigini
belirlemislerdir. Gergekte de toprakta ki konak bocekler bir¢ok patojenik tiire maruz
kalirlar. Sun ve Liu (2008), toprak orneklerinde Galleria tuzak metodu kullanilarak
yaptiklar1 ¢alismada, zayif ya da yaralanmis larvalarin firsatgr patojenler ile enfekte
olabilecegini ve ayn1 zamanda G. mellonella larvalari 6ldiikten sonra 6lii bocek tizerinde
ikincil c¢ogalan tiirlerin koloni olusturabilecegini belirlemislerdir. Izgi ve Koz (2012)
tarafindan yapilan calismada topraktan fungus izolasyonu asamasinda G. mellonella
larvalar1  kullanilmistir. Bu larvalar topraga inokiile edilmeden Once pupaya
doniismelerinde yardimci olan ipek aglarinin driilmesini engellemek i¢in 50 °C de 15 sn
bekletilip sonra soguk su banyosunda 15 sn bekletilmistir ve sonrasinda topraga inokiile
edilmistir. Bu esnada larvalarda zayiflik, stres olugsmus olabilir ve bu da toprakta var olan

firsatg1 patojenlerin larvay1 enfekte etmesine sebep olmus olabilir.

Glintimiizde karsilagtigimiz olumsuz ornekler kimyasal ilaclar kullanilarak yapilan
tarimin  siirdiiriilebilir olmadigini ve tarimda alternatif  yontemlerin uygulanmasi
gerektigini ortaya koymustur. Bu da mikrobiyal kontrol ajanlar1 ve ¢evreyle dost diger
alternatif zararli miicadele yontemlerinin kullanimina bagli olacaktir. Diinyada mikrobiyal
kontrol ajanlari ile ilgili ¢alismalar hizla ilerlerken Tiirkiye’de bu kontrol ajanlarinin 6nemi
yeni anlasilmistir. Kahramanmaras bdlgesinde entomopatojen funguslarin tespitine yonelik

caligmalar yapilmig fakat genis kapsamli morfolojik ve molekiiler karakterizasyon
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yaptlmamistir. Calismamizda, Kahramanmaras’in merkez kdylerinden ve Kahramanmarag
Baskonus ormanlik alanlarindan izole edilen EPF’lerin morfolojik ve molekiiler
karakterizasyonu yapilarak EPF ¢esitliligi belirlenmistir. Gelecekte yapilacak genis captaki

caligmalar farkli entomopatojen funguslarin varligi ortaya ¢ikarabilir.
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