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OZET

ENTOMOPATOJENIK Beauveria bassiana IZZOLATLARININ
PROTEAZ ENZIiM AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

ALDI, Bengi

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Alev HALIKI
UZTAN Eyliil 2019, 71 sayfa

Bu tezde entomopatojen olan Beauveria bassiana izolatlarinin proteaz enzim
aktiviteleri incelenmistir. Beauveria bassiana’ y1 boylesine dnemli kilan 6zellikleri

cok cesitli ve etkin virulans faktorlerine ve toksinlerine sahip olmasidir.

Fenotipik ve genotipik tayinleri yapilmis olan toplamda 31 adet Beauveria
bassiana izolat1 ile ¢alisilmistir. Biitiin izolatlar proteaz enzim On taramasi
yapilmak tiizere Skim milk agara inokule edilmistir. Skim milk agarda
kontaminasyonu 6nlemek amaciyla plateleme yontemi kullanilmistir. Bunun icin
oncelikle gliserol iceren cryo tiiplere stok kiiltiirler hazirlanmistir. 5 giin inkiibasyon

stiresi sonunda izolatlarin koloni ve zon ¢aplar1 6l¢tilmiistiir.

Fungal izolatlar proteaz aktivitesi yoniinden ICMC (Index of Relative
Enzyme Activity) kriterlerine gore proteaz enzim aktivitesi yliksek ve diisiik olarak
siiflandirilmistir. Buna gore 12 izolat ¢ok yiiksek proteaz aktivitesine sahip olarak
degerlendirilmistir. Diger izolatlardan 9 tanesi yiiksek ve 10 tanesi de orta diizeyde

aktivite gostermistir.

Anahtar sozciikler: Entomopatojen fungus, Beauveria bassiana, proteaz






ABSTRACT

INVESTIGATION of PROTEASE ENZYME ACTIVITIES of
ENTOMOPATHOGENIC Beauveria bassianalSOLATES

ALDI, Bengi
MSc in Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Alev Haliki
Uztan September 2019, 71 pages

In this thesis, protease enzyme activities of entomopathogenic Beauveria
bassiana isolates were investigated. What makes Beauveria bassiana so important

is that it has a wide variety of effective virulence factors and toxins.

Phenotypic and genotypic determinations were performed and 31 Beauveria
bassiana isolates were studied. All isolates were inoculated into Skim mil agar for
protease enzyme pre-screening. Plating method was used to prevent contamination
on skim milk agar. For this, stock cultures were prepared primarily in cryo tubes
containing glycerol. After 5 days incubation period, colony and zone diameters of

the isolates were measured.

Fungal isolates were classified as high and low protease enzyme activity
according to ICMC (Index of Relative Enzyme Activity) criteria for protease
activity. Accordingly, 12 isolates were evaluated as having very high protease
activity. 9 of the other isolates showed high activity and 10 of them showed

moderate activity.

Keywords: Entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana, protease
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ONSOZ

Dogal diismanlarin ve mikrobiyal patojenlerin kullanildigi miicadele
sisteminde entomopatojen funguslar 6nemli bir yer tutmaktadir. Bizim arastirma
konumuz olan Beauveria bassiana dogada genis yayilim gosterir ve yaklasik 90
kadar zararli bocege kars1 kontrol potansiyeline sahiptir. Beauveria bassiana‘nin
onemli viriilans faktorlerinden bir tanesi de proteaz enzimidir. Caligmamizda
entomopatojenik Beauveria bassiana izolatlarindan proteaz enzimi taramasi

yapilarak, en etkin proteaz aktivitesine sahip izolatlar belirlenmistir.

Entomopatojen funguslarin biyolojik miicadelede kullanimi Snemlidir.
Calismamiz bu anlamda biyolojik miicadele yontemleri kullamlarak yapilan

calismalara 151k tutacaktir.

Cahigma konusunun belirlenmesinde ve c¢alismanin hazirlanmasinda bilgi ve
tecriibelerini benden esirgemeyerek bana yardimer olan danisman hocam Sayin Prof.
Dr. Alev HALIKI UZTAN a tesekkiirlerimi sunarm.

Bu cahisma Ege Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir (2014 FEN 049). Bu nedenle, Bilimsel

Aragtirma Projeleri Komisyonu’na tesekkiir ederiz.

[ZMIR

10/09/2019 Bengi ALDI
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1. GIRIS

Diinyada pestisit kullanimindan kaynaklanan olumsuz gelismeler yeni ¢6ziim
arayislari igine girilmesine neden olmustur. Diisliniilen ¢6ziim yontemleri arasinda
iyi tarim uygulamalari ve organik tarima yonelik miicadele ajanlarinin kullanilmasi
yer almaktadir. Biyolojik miicadele, doganin kendi baski mekanizmalarindan
yararlanilarak gelistirilmis ve olumsuz etkileri yok denecek kadar az olan,
stirdiiriilebilir tarim tekniklerine uygun, ¢evreye, insan ve hayvan sagligina duyarh
bir miicadele yontemidir. Biyolojik miicadelede asil hedef zararlinin tamamen
ortadan kaldirilmas: degil, zararlimin meydana getirdigi hasarin en aza

indirilmesidir.

Bitki  zararlist  olan  eklembacaklilarla  miicadelede  kullanilan
mikroorganizmalara entomopatojenler adi verilir. Entomopatojen olarak kullanilan
mikrobiyolojik kontrol ajanlar1 sirasiyla; bakteriler, funguslar, virlisler ve
protozoonlardir. Dogal diismanlarin ve mikrobiyal patojenlerin kullanildigi bu
miicadele sisteminde entomopatojen funguslar 6nemli bir yer tutmaktadir.
Boceklerin - biyolojik  kontrolinde en fazla c¢alisilan mikroorganizmalar
Ascomycota’nin Hypocrealesordosunda yer alan mitosporik entomopatojen

funguslardir.

Bizim arastirma konumuz olan Beauveria bassiana dogada genis yayilim
gosterir ve yaklasik 90 kadar zararli bocege karsi kontrol potansiyeline sahiptir. Bu
fungus boceklere karst konidial spreyler olarak uygulanmakta; beyaz sinek, ekin
biti ve yaprak biti gibi ¢cok sayida zararli bocege karsi arazide ve laboratuvarda
kontrol etmeni olarak kullanilmaktadir. Beauveria bassiana’ y1 boylesine énemli
kilan 6zellikleri ¢ok ¢esitli ve etkin virulans faktorlerine [invaziv 6zelligi, enzimleri
(proteaz, kitinaz, lipaz) ve toksinleri (destruxin, beauvericin, beauverolide,

bassianolide)] sahip olmasidir.

B.bassiana‘nin 6nemli viriilans faktorlerinden bir tanesi de proteaz enzimidir.
Bu calismada entomopatojenik Beauveria bassiana izolatlarmin proteaz enzimi

taramasi yapilarak, en etkin proteaz aktivitesine sahip izolatlar belirlenmistir. Bu



izolatlar iiretim ortamina alinarak, enzim iiretimi gerceklestirilip aktiviteleri

aragtirilmstir.

Fenotipik ve genotipik tayinleri yapilmis olan toplamda 31 adet Beauveria bassiana
izolat1 ile calisilmistir. Biitlin izolatlar proteaz enzim 6n taramasi yapilmak tiizere
Skim milk agara inokule edilmistir. Skim milk agarda kontaminasyonu 6nlemek
amaciyla plateleme yontemi kullanilmigtir. Bunun i¢in 6ncelikle gliserol igeren
cryo tiiplere stok kiltiirler hazirlanmistir. 5 giin inkiibasyon siiresi sonunda
izolatlarin koloni ve zon ¢aplar1 olgiilmiistiir. Fungal izolatlar proteaz aktivitesi
yoniinden ICMC (Index of RelativeEnzyme Activity) kriterlerine gore proteaz
enzim aktivitesi yliksek ve diisiik olarak siniflandirilmistir. Buna gore 12 izolat ¢ok
yiiksek proteaz aktivitesine sahip olarak degerlendirilmistir. Diger izolatlardan 9
tanesi yiiksek ve 10 tanesi de orta diizeyde aktivite gostermistir. Arastirmamizin
devaminda; proteaz iiretimi gerceklestirilip, spektrofotometrik yontemler ile

aktivite tayini yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kimyasal Miicadele

Kimyasal miicadele uygulamalari, 1940’1 yillarda sentetik pestisitlerin
kesfedilmesinden sonra hizla artmis hastalik ve zararlilarla miicadelede tek kurtarici
olarak goriilmiis ve 1950’li yillara kadar da uzun siireli olumsuz etkileri fark
edilememistir. (Uygun ve ark, 2010) Kimyasallarin uzun vadede ¢evreye yaptiklari
olumsuz etkiler geriye doniissiiz olsa da; kimyasal miicadele, kolay
uygulanabilmesi ve sonucunun hemen alinabilmesi gibi ozellikleri nedeniyle

digerlerine oranla ¢cok daha fazla kullanilan bir yontem haline gelmistir.

Ornegin, DDT’ nin kesfinden énce 1940’11 yillarin basina kadar zararlilarin
tirtinde meydana getirdigi kayip i¢in diinya ortalamasi1 % 7 iken, 1980°lerin sonunda
bu oran % 13’e yiikselmistir (Wilson, 1990). Uriin kaybindaki bu iki katlik oran
farki, ilag devriminden sonra baglamig ve ayni donem i¢inde ilag kullaniminda 12
katlik bir artis meydana geldigi goriilmiistiir (Poppy, 1997). Tarimsal zararlilara
kars1 yapilan kimyasal miicadelenin dogal yasama kars1 olumsuz etkileri bilimsel
calismalarla tespit edilmistir. Uriin kayiplarindaki bu artis, zararlilarda ilaglara karsi
dayanikliligin artmasi, potansiyel zararlilarin ekonomik zararli durumuna gegmesi
ve dogal diigmanlarin 6ldiiriilmesi nedeniyle dogal dengenin bozulmasindan
kaynaklanmigtir. Bunlara insan ve hayvan saghiginin tehdit edilmesi, gida
maddelerindeki ila¢ kalintilari, cevre kirlenmesi ve yiiksek ilag fiyatlar1 da
eklenince, kimyasal miicadeleye alternatif ¢evre dostu ve daha ucuz miicadele
yontemlerine ge¢ilmesi zorunlu hale gelmistir. Bu yontemlerden en {imit verici, en
cevre dostu, en ucuzu ve en siirdiiriilebilir olan1 ise “Biyolojik Miicadele” dir

(Torrado-Leon et al., 2006).

2.2 Biyolojik Miicadele

Dogada her seyi bulmak miimkiindiir. Sorunu da ¢6ziimii de doga kendisi

iiretir (Bora ve Ozaktan, 1998).



Biyolojik miicadele doganin kendi baski mekanizmalarindan yararlanilarak
gelistirilmis ve olumsuz etkileri yok denecek kadar az olan bir miicadele
yontemidir. Biyolojik miicadele bir zararli organizmanin etkisini daha aza indirmek
ve daha zararsiz hale getirmek i¢in baska organizmalarin kullanilmasidir (Eilenberg

vd., 2001).

Yasadigimiz g¢evrenin kirlenme problemleri, kullanilan tarimsal ilaglarin
insan sagligina, dogaya zarar vermesi, kullanilan ilaglara bir siire sonra bagisiklik
kazanilmasi ve tiiketicilerin organik {iriin tiiketme egilimleri géz 6niine alindiginda
biyolojik miicadele diinyada gitgide daha fazla 6nem kazanmaktadir (Ozaktan ve
ark., 2010). Bu bakimdan gelismis iilkelerde oldugu gibi iilkemizde de gevreye ve
diger canlilara zarar vermeyen, dogal ortamla uyumlu, saglikli {iriin elde edilmeye
yonelik tarimsal miicadele yontemleri gelistirmek ve biyolojik miicadele
yontemlerini Kullanima gegmemiz biiyilk 6nem arz etmektedir. (Koz ve Giiven,

2014).

Son zamanlardaki biyolojik miicadele anlayis1 dogada bulunan faydali
organizmalarin korunmasi ve etkinliklerinin artirilmasi yoniindedir. Biyolojik
miicadelede basarili olabilmek i¢in, zararl tiire, onun diismanlarina yani faydal
boceklere ve her ikisinin birbirleriyle ve gevreleriyle olan iligkilerine ait biyolojik

ve ekolojik bilgilere sahip olmak gerekmektedir (Coskuntuncel Oztemiz, S, 2008).
2.3 Biyolojik Miicadelede Kullanilan Mikroorganizmalar

Mikrobiyal miicadele; biyolojik miicadele etmeni olarak bakteri, fungus,
protozoa, virlis ve nematod gibi mikroorganizmalarin kullanilmas: ile

gergeklestirilir (Lacey ve Goettel., 1995; Eilenberg vd., 2001; Demirbag, 2008).
2.3.1 Bakteriler

Bakteriler; mikrobiyolojik miicadele ajanlarmin temelini olustururlar.
Boceklere karst yapilan miicadelelerde, spor olusturan ve fakiiltatif aerob
bakterilerden kristal protein tasiyanlari tercih edilmektedir (Kati, 2008).
Insektisidal kristal proteinler (Insecticidal Crystal Protein=ICP), ¢ok sayida tarim



ve orman zararlisi ile hastalik tasiyan vektorlerde toksik etki gosterip 6liime neden

olurlar (Jackson and Saville, 2000; Kati, 2008; Azizoglu ve ark., 2012).

Zararli kontroliinde en yaygin kullanilan g¢evre dostu mikrobiyal patojen
Bacillus thuringiensis’dir. Bacillus thuringiensis tirtinleri farkli bocek takimlarina
ait tiirlerin larva donemlerinde larvalarin orta bagirsaginda hasar olusturarak veya

septisemiye yol agarak kontrol saglamaktadir (Raymond, B., et al., 2010).

Sporlanma sirasinda olusturduklari parasporal kristal proteinlerin ticari
formiilasyonlar1 yapilmakta ve biyolojik kontrol amaciyla kullanilmaktadir

(Tamez-Guerra, P., et al., 2004).

Bacillus thuringiensis iriinleri diinyada biyolojik miicadele amaciyla yaygin
olarak kullanilmasina ragmen iilkemizdeki kullanimi simirlidir. Ancak son
zamanlarda llkemizde de bir¢ok arastirmaci Bacillus thuringiensis iiriinlerine
yonelik kapsamli ¢caligmalar yiiriitmektedir (Kurt, 2005; Tekin. 2012: Azizoglu ve
ark., 2012;).

Biyolojik miicadele bakimindan 6n plana ¢ikmis olan tiirler arasinda
Bacillaceae familyasindan Bacillus sphaericus, Paenibacillus popilliae (Dutky) ve
P. lentimorbus, Entorobacteriaceae familyasina ait bakterilerden Serratia

marcescens de yer almaktadir (Kilinger ve ark., 2010).

Serratia marcescens kitini pargalayabilen en etkili bakterilerden biridir ve

potansiyel bocek patojeni olarak kullanilmaktadir (Brurberg et al., 1996; Vaaje-
Kolstad et al, 2005).

2.3.2 Protozoonlar

Entomopatojenik protozoalar bocek popiilasyonlarinin diizenlenmesinde
onemli role sahiptir (Maddox, 1987). Entomopatojenik protozoalar genellikle
konuk¢uya ozgiidiirler ve kronik enfeksiyona sebep olduklar1 i¢in yavas etki
gosterirler Bu organizmalar sadece yasayan konukcgularda gelisebilir ve ara

konukgulara ihtiya¢ duymaktadirlar (Azizoglu ve ark., 2012).



Insanlarda da hastaliga sebep olmalar1 biyolojik miicadelede siirlandirici bir

etmendir (Maddox, 1987; Azizoglu ve ark., 2012).

Entomopatojenik protozoalar diger mikrobiyal kontrol ajanlarina gore zararli
kontrolii uygulamalarinda dezavantajlara sahiptir. Uremek icin yasayan bir
konukguya ihtiya¢ duyarlar ve oldukca yavas etki gosterirler. Bu yiizden de
biyolojik miicadelede sinirli uygulama alanina sahiptir. Bu organizmalar sadece

yasayan konaklarda gelisebilir ve ara konaklara ihtiya¢ duymaktadir.

2.3.3 Virisler

Bocek patojeni viriisler; Lepidoptera, Orthoptera, Coleoptera ve Diptera gibi
bocek takimlarinda hastalik yapabilmektedir (Nalgacioglu, 2008). Tanimlanan viriis
gruplarindan kontrol ajan1 olarak en ¢ok kullanilan Baculoviridae familyasidir. Bu
familyada yer alan Niikleer Polihedroz Viriis (NPV) ile Granuloz viriisleri (GV)
baslica biyolojik ajanlardir (Toprak, 2004).

Biyolojik miicadelede bocek viriislerinin, gen ifade vektorii ve gen terapi
vektorii olarak kullanilma potansiyelleri, endiistriyel ag¢idan olduk¢ca Onem

tasimaktadir (Anderson et al., 1996; Stanbridge and Dussupt, 2003).

Entomopatojen viriislerin kullanimini sinirlayan temel faktorlerden biri etki
hizlarinin diisiik olmas1 ve dar konukgu spektrumuna sahip olmalaridir (Kilinger ve

ark., 2010).

2.3.4 Nematodlar

Biyolojik miicadelede Mermithidae, Allantonematidae, Neotylenchidae,
Sphaerularidae, Rhabditidae, Steinernematidae ve Heterorhabditidae olmak tizere 7
nematod familyas1 6n plana ¢ikmistir. Entomopatojen olan Heterorhabditidae ve
Steinernematidae familyalar1 biyolojik miicadeledeki basarilarindan dolay: en ¢ok

caligilan familyalar olmustur (Lacey et al., 2001).

Ticari 6nem acisindan bakildiginda nematodlar bakterilerden sonra ikinci

siray1 alan etmen grubunu olustururlar (Flexner and Belnavis, 2000).



2.3.5 Entomopatojen Funguslar

Entomopatojen funguslar zararli bdcek popiilasyonlarmin bask: altinda
tutulmasinda 6nemli rol oynayan biyolojik miicadele etmenleridir (Roy et al.,

2006). Kisaca boceklerde hastalik olusturan funguslar olarak tanimlayabiliriz.

Entomopatojen funguslar 100 yildan fazla zamandan beri mikrobiyal
miicadele etmeni olarak kullanilirlar; spesifik bocek tiirlerini enfekte eden obligat
patojenler, bir ¢ok bocek tiiriinii enfekte eden genel patojenler ve fakiiltatif

patojenler olarak kendi i¢lerinde gruplara ayrilabilirler (Hall and Papierok, 1982).

2.3.5.1 Entomopatojen Funguslarin Siniflandirilmasi

Fungi alemi igerisinde yaklasik 90 cinse ait 700°den fazla entomopatojen
fungus tiiri bulundugu bilinmektedir (Hodge, 2003; Goettel et al., 2005; Sandhu et
al., 2012).Bu funguslarin ¢ogu Ascomycota ve Zygomycota filumlari igerisinde
bulunur. Ascomycota’daki bir ¢ok tiir ise Hypocreales, Zygomycote ve
Entomophthoralean takimlari igerisinde yer alir (Roy et al., 2006; Sevim ve ark.,
2015).

Entomopatojen funguslarin siniflandirilmasinda morfolojik ve molekiiler

ozellikler birlikte kullanilmaktadir (Sevim ve ark., 2015).

Morfolojik ozellikler:

— Bdcekte meydana gelen enfeksiyon sekli,
— Kaoloni morfolojisi,

— Synnema yapisi,

— Spor sekil ve boyutlart,

— Hiflerin yapust,

— Sporlarin zincir olusturup olusturmamasit,
— Fruiting body yapist,

— Stroma ve konidiyoforlarin yapisi seklinde siralanabilir(Humber, 1997).



Molekiiler Ozellikler:

PCR temelli metotlarin kullanilmasi tiir tayinlerinin yapilmasinda biiyiik

onem arz etmektedir (Meyling, 2008).

DNA dizi analizleri sonucunda elde edilen veriler ile yapilan filogenetik
caligmalarda entomopatojenik tiirlerin kritik taksonlardan olustugu ve bu ayrimin
morfolojik olarak yapilamadigi belirtilmektedir (Rehner and Buckley, 2005;
Bischoff et al., 2009).

DNA’da bulunan spesifik bolgelerin dizi analizlerinin yapilmasi filogenetik
caligmalarda kullanilmaktadir. Entomopatojen funguslar i¢in de ITS gen bolgesi tiir
tayinlerinin yapilmasinda ve de tiir i¢i genetik cesitliligin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Driver vd., 2000; Muro vd., 2003; Sevim ve ark., 2015). Ay
sekilde 18S ve EF1-agen bolgeleride tiir i¢inde korunmus olmalarindan ve yiiksek
cesitlilik saglamalarindan Gtiirli entomopatojenik funguslarin siniflandirilmasi ile

tir tayinlerinde kullanilmaktadir (Pantou et al., 2003; Rehner et al., 2006).

Tablo 2.1 Entomopatojen funguslarin fungi alemi igerisindeki taksonomik yerleri (Humber ,2008;
Roy et al., 2006)

Filum Chytridiomycota
Filum Neocallimastigomycota
Filum Blastocladiomycota
Filum Microsporidia
Filum Glomeromycetes

Alt filum Mucormycotina

Alt filum Kickxellomycotina

Orders Harpellales, Asellariales

Alt filum Zoopagomycotina
Alt filum Entomophthoromycotina
Takim Entomophthoralean Familya
Cins Entomophaga
Entomophthora
Erynia

Eryniopsis



Furia
Massospora

Strongwellsea

Pandora
Familya Tarichium
Cins Neozygitaceae
Neozygites
Alt alem Zoophthora
Filum Dikarya
Alt filum Ascomycota
Sif Pezizomycotina
Sinif Eurotiomycetes
Sif Dothideomycetes
Siif Laboulbeniomycetes
Sinif Lecanoromycetes (likenler)
Sinif Orbiliomycetes
Takim Sordariomycetes
Familya Hypocreales
Cins Clavicipitaceae
Telemorf
Hypocrella
Metacordyceps
Regiocrella
Torrubiella

Anamorf
Aschersonia
Metarhizium
Nomuraea
Paecilomyces™
Pochonia
Rotiferophthora
Familya Verticillium™
Cins Cordycipitaceae
Telemorf

Cordyceps s.str.

Anamorf Torrubiella



Familya
Cins
Telemorf

Anamorf

Filum
Alt filum
Smif
Takim
Alt filum
Alt filum

10

Beauveria
Engyodontium
Isaria
Lecanicillium
Mariannaea*
Microhilum
Simplicillium

Ophiocordycipitaceae

Ophiocordyceps
Elaphocordyceps
Haptocillium
Harposporium
Hirsutella
Hymenostilbe
Paecilomyces **
Paraisaria
Sorosporella
Syngliocladium
Tolypocladium
Verticillium *
Basidiomycota
Pucciniomycotina
Pucciniomycetes
Septobasidiales
Ustialginomycotina

Agaricomycotina

** Onceden Paecilomyces boliimiinde Isarioidea igerisinde yer alan tiirler.
Giintimiizde bu tiirler Paecilomyces’ den ve Isaria’ dan kesin bir sekilde ayrilmistir.

* Onceden Verticillium béliimiinde Prostrata igerisinde yer alan tiirler. Giiniimiizde
bu tiirler Verticillium’ dan kesin bir sekilde, ayrilmis fakat yeni siniflandirilmalari

yapilmamustir.
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2.3.5.2 Entomopatojen Funguslarin Etki Mekanizmalari

Entomopatojen funguslar spor ¢imlenmesi i¢in uygun sartlari buldugunda
konukgu igerisine aktif bir sekilde girebilmeleri, ucuz ve uygulamasi kolay olmasi
nedeniyle, en Onemli biyolojik miicadele gruplarindan biri olarak bilinirler
(Demirci et al., 2011).Yapilan calismalarla mikrokapsiiller igerisine alinan bu

patojenlerin etkinligi gitgide artmaktadir (Rosas-Garcia et al., 2015).

Entomopatojen funguslarin yasam dongiileri genellikle konaklarinin gelisme
safhalar1 ile es zamanli olarak gerceklesmektedir (Shah ve Pell, 2003). Bakteri ve
viriislerden farkli olarak, entomopatojen funguslar konaklarini bagirsagin yani sira,
boceklerin  solunum deliklerinden ve integumentin yiizeyinden de enfekte
edebilirler. Bu 6zellik sayesinde konagi tarafindan yenilmesine gerek yoktur ve
boylece konak araligi ¢igneme yapan bocekler ile sinirli kalmamaktadir (Fuxa,
1987). Bu durum entomopatojenfunguslara biiyliik bir avantaj saglamaktadir

(Lacey&Goettel, 1995; Goettel et al., 2005).

Entomopatojen funguslarin yasam dongiisiinde 6ncelikle fungus enfektif bir
spor {liretir ve bu spor konagin kiitikulasina tutunarak penetre olur. Bu asamada;
lipaz, proteaz ve kitinaz gibi kiitikulay1 pargalayan bazi enzimler konaga giriste
onemli rol oynarlar (Clarkson and Chamley, 1996; Castrillo et al., 2005).
Penetrasyondan sonra spor ¢imlenir germ tiipiinii olusturur. Sonra appressorium
olusur. Bu penetrasyon islemi siklikla integiimentin enfeksiyon bdlgelerinde
melanizasyon reaksiyonuna yol agar (Ferron, 1978). Sonra entomopatojen
funguslar epidermise ve hipodermise penetre olmaktadir. Fakat bu siiregte, bocekte
bulunan bazi savunma mekanizmalar1 patojeni etkisiz hale getirmeye ¢aligmaktadir.
Eger fungus konuk¢u bdcegin savunma mekanizmasindan gegmeyi basarirsa
konukgusunun viicut bosluguna ulasarak istila etmekte ve sonu¢ olarak toksin
iiretimi veya fungal yapilarin ¢gogalmasi gibi nedenlerle bocegin Sliimiine neden
olmaktadir (Shah and Pell, 2003; Goettel ve ark., 2005). Bocegin 6liimiinden sonra
fungus burada sporlarini {iretir ve bu yeni olusmus sporlar baska bir konag: enfekte
edebilir. Uygun kosullar oldugu siirece, bu yasam dongiisii devam eder (Hajek and

Leger, 1994).
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Entomopatojen funguslarin hastalik olusturmasinda abiyotik faktorlerin
onemi biiyliktiir (Goettel ve ark., 2005). Ayrica fungusun virulensligi, spor
yogunlugu, konukgu bocegin fizyolojik ve biyolojik durumu, bocegin popiilasyon
yogunlugu gibi biyotik faktorlerde enfeksiyon olusmasi i¢in Onem arz

etmektedir(Kushiyev ve ark., 2018).

Spor

Penetrasyon
kancasi

Kiitikula

Ikincil hifal
yapilar

3 @ @ Hemosel

Blastospor

Sekil 2.1 Entomopatojen fungus enfeksiyon semasi (Sevim, 2010)

2.3.5.3 Entomopatojen Funguslarin Etki Sekilleri

Entomopatojenik funguslar, iirettikleri metabolitler ve salgiladiklar1 toksinler
sayesinde zararli bocekleri 6ldiirmektedir (Onciier,1984; Zimmermann, 2007b).
Uretilen bu metabolitlerin bazilar1 6nemli patojenite etmenidir (Strasser vd.,
2000).Cogu calismada bir¢ok arastirmaci,en 6nemli mikrobiyal miicadele etmeni
olduklar1 i¢in Beauveria spp. ve Metarhizium anisopliae tarafindan iiretilen
metabolitler iizerine arastirmalarini siirdirmiistir (Zimmerman, 2007a). Bu
metabolitlerin bazilar tablo2.2’de verilmistir (Sevim ve ark., 2015).



13

Tablo 2.2 Entomopatojen Funguslarm Urettigi Metabolitler (Sevim ve ark., 2015).

Fungus Metabolitler

Beauverisin, beauverolidler, tenellin, bassianin,
Beauveria bassiana bassianolide, oosporein, bassiakridin, oksalik asit
Paecilomyces fumosoroseus Beauvericin, dikarboksilik asit, beauverolidler
Beauveria brongniartii Oosporin
Metarhizium anisopliae Destruksinler (28 tip), swainsonie, sitokalasinC
Metarhizium sp. Hidroksifungerin A ve B
Hirsutella thompsonii Hirsutellin A, hirsutellin B, fomalakton
Verticillium lecanii Siklosporin,dipicolonik asit, hidroksikarboksilik asit

2.3.5.4 Entomopatojenik Funguslarin Yayilimi

Toprak, birgok organizmaya ev sahipligi yaptigi gibi entomopatojen
funguslar i¢in de 6nemli bir yasam alanidir, topraktan izole edilen entomopatojen
funguslar biyolojik miicadele agisindan biiyiikk 6nem tagimaktadir (Roberts, 1989;
Yildiz, 2015). Toprak, funguslar1 UV 1sinlarindan koruyup, biyotik ve abiyotik
faktorlere kars1 tampon gorevi gordiigii i¢in funguslarin uzun siire canli kalmasini
saglar (Samson et al., 1988; Keller & Zimmermann 1989). Hypocreales takimina
ait Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ve Paecilomyces spp. gibi pek ¢cok
entomopatojen fungus yasam dongiilerinin ¢ogunu toprakta gegirmektedir (Keller,
1989; Jackson et al., 2000).

Hypocreales ordosuna ait entomopatojen funguslarin enfektif yapilari, 6li
bocekler lizerinden riizgar ve yagmur gibi pasif etmenlerle yayilim gosterir
(Meyling and Eilenberg, 2007).Entomophthoralean ordosundaki funguslarin
sporlari, hidrostatik basing altinda aktif olarak salinmaktadir ve sporlarin yayilimi,
riizgarla gergeklesmektedir (Shah and Pell, 2003). Entomopatojen funguslar canli
olan enfekte bocekten diger bocege bulasarak da yayilabilirler (Sevim ve ark.,
2015). Bunun yaninda bazi eklem bacaklilarin entomopatojenik tiirlerin yayilimin

da gorev aldig1 bilinmektedir (Dromph, 2003).
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Entomopatojen funguslarin yayiliminda etkili olan faktdrlerden birisi de
olumsuz c¢evre kosullarinda iirettikleri uzun siire toprakta kalabilen resting

sporlardir (Goettel et al., 2005).

2.3.5.5 Entomopatojen Funguslarin Kullanimindaki Avantaj ve

Dezavantajlar

Entomopatojen funguslarin biyolojik miicadelede kullanimindaki avantajlar

asagidaki gibi siralanabilir: (Demirbag, 2008;Sevim, 2010; Sevim ve ark., 2015)

- Entomopatojenik funguslar diger entomopatojenik organizmalara gore daha genis

konukgu araligina sahiptirler.

- Konak segicilikleri yiiksektir. Zararsiz ve yararli bdcek populasyonlarini
etkilemeden, zararli boceklere etki ederler. Boylece dogal ekosisteme zarar

vermezler.

- Sicakkanlilar tlizerinde toksik etkileri bulunmaz veya bu etki yok denecek kadar

azdir.

- Uygulama sonrasinda ¢evrede uzun siire kalarak biyolojik miicadelede etkili

olurlar.

-Cogunlukla konagin tiim gelisme fazlarini enfekte ederler.

-Konaklarmin hizli 6liimiine sebep olurlar.

- Insektisitler ile birlikte kullanilabilirler.

- Biyoteknolojik aragtirmalar agisindan gelistirilmeye uygundurlar.

Entomopatojen  funguslarin  biyolojik  miicadelede  kullannmindaki
dezavantajlardan bazilar1 ise asagidaki gibidir: (Klingen and Haukelan, 2006;
Kushiyev, 2018)
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- Entomopatojen funguslar kimyasal miicadeleye gore zararlilari daha uzun siirede

oldurirler.

- Uygulama sirasindanem, sicaklik gibi bazi ¢evre kosullarina ihtiya¢ duyarlar.

- Konak araliklar1 genis oldugu i¢in etkinlikleri farkli boceklerde degiskenlik

gosterebilir.

- Fungal izolatlarinsaklanmasi i¢in 6zel kosullara ihtiyag¢ vardir.

- Zararliyr oOldiiriirken toksin salgilayabilirler ve bu toksinlerin diger canlilar

uzerindeki etkileri tam olarak bilinmemektedir.

Baz1 dezavantajlarin izolat se¢imi, formiilasyon orani ve degisik uygulama
teknikleri sayesinde ortadan kaldirilabilcegi diisiiniilmektedir. (Goettel ve ark.,

2005; Sevim ve ark., 2015).
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2.4 Beauveria bassiana

Domain: Eukaryota

Kingdom: Fungi

Phylum: Ascomycota

Subphylum: Pezizomycotina

Class: Sordariomycetes

Subclassis: Hypocreomycetidae

Order: Hypocreales

Family: Cordycipitaceae

Genus: Beauveria

Species: Beauveria bassiana

Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) genis konukgu kitlesine sahip
Hypocreales (Ascomycota) takimina bagli entomopatojen fungus tiirlerinden biridir
(McCoy 1971; Rehner, 2005).

Beauveria bassiana ilk kez 1835 yilinda italyan arastirmaci Agostino Bassi
di Lodi tarafindan ipek bocekleri (Bombyx mori) tizerinden izole edilip tanimlanmis

ve boceklerde hastalik yapabilecegi gosterilmistir (Webster and Weber, 2007).

B. bassiana, iliman ve tropik bolgelerde bulunan kozmopolit bir mantardir.
Beauveria’lar1 bocek, mayt ve topraktan izole etmek miimkiindiir (Larone, 2002).
B. bassiana yaklasik 90 kadar zararli bocek tizerinde kontrol potansiyeline sahiptir
(Kisla, 2000).
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Tablo 2.3 Beauveria bassiana’nin Enfekte Ettigi Baz1 Konaklar

Order Susceptible hosts

Coleoptera Lathrobium brunnipes , Calvia quattuordecimguttata , Phytodectra oli-
vacea, Otiorhynchus sulcatus , Sitona lineatus , S. sulcifrons, S. macu- larius ,
S. hispidulus , Anthonomus pomorum, Hylaster ater

Heteroptera | Picromerus bidens , Anthocoris nemorum
Lepidoptera | Hepialus spp., Hypocrita jacobaea, Cydia nigricans
Diptera Leria serrata

Homoptera Eulecanium spp.

Hymenoptera | Ichneumonidae, Lasius fuliginosus , Vespula spp., Bombus pratorum

Beauveria bassiana boceklere karsi  konidiyal spreyler olarak
uygulanmaktadir. B. Bassiana beyazsinek, ekinbiti ve yaprakbiti gibi ¢ok sayida
zararli bocege karsi arazide ve laboratuarda kontrol ajani olarak kullanilmaktadir.
Bunun yaninda B. bassiana 'nin hedef olmayan organizmalara da zarar vermedigi
bilinmektedir.

Makroskobik Ozellikler:

PDA’da (Potato Dextroz Agar) Beauveria bassiana kolonileri 8 giinde 8-23

um olur.

Yiizeyi tozsu olan pamuksu goriimde koloniler olusur.

Sinnema olustururlar.

Koloni gencgken beyaz, yaslandik¢a pembe-ten rengi olur.

Koloni alt1 renksiz goriiniir. Koku ve eksuda ve yoktur.

Beauveria bassiana 25° C’ de iireyebilirken 35° C’ de tireyemez (Tucker et
al., 2004).
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Sekil 2.2 Beauveria bassiana koloni goriintiisii (Society for Invertebrate Biology, 2013).

Mikroskobik Ozellikler:

Batik hifler seffaf, ¢eperleri diiz, 1,5-3 pm eninde goriiliirken, havai hifler de

diiz ¢eperli 1-2 um enindedir.

Mikroskobik incelemede tabani siskin konidyogendz hiicrelerin simpodiyal

bir uzama ile zigzag olusturmalar karakteristiktir

Konidyogenoz hiicreler tek olmak yerine daha ¢ok kiimeler seklinde dizilirler.

Konidiyogenoz hiicreler elips seklinde veya yari silindirik sekildedir. Yanal
hiicreler tizerinde kiigiik gruplar halinde bulunabildigi gibi tek olarak da

gelisebilmekte veya dogrudan hifler tizerinden gelismektedir.

Globoz mikrokonidyumlar ¢ok sayida bulunur ve ufaktirlar, konidyoforlar

cevresinde kiimeler olusturabilirler.

Kiiresel konidyogendz hiicreler 1,5-6 um olciilerinde; sise seklinde uzamis
taban kisimlar1 ise 3-6 X 2,5-3,5 um olgiilerindedir, terminal hiicreler salkim

seklinde olup 1 pm enindedir ve 20 mm’ye kadar uzunlukta goériilebilmektedirler.



19

Konidiler seffaf, diiz c¢eperli, kiiresel goriinlimdedir, 2-3 X 2-2,5 pum

Olciilerindedir.

Sekil 2.3 Beauveria bassiana konidyal yapilar ve sporlar

http://www.bcrc. firdi.org.tw/fungi/fungal detail.jsp?id=FU200802230001 (Nisan 2015)



http://www.bcrc.firdi.org.tw/fungi/fungal_detail.jsp?id=FU200802230001
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Sekil 2.4 Beauveria bassiana mikroskop goriintiisii (Yildiz, 2015)

B. bassiana, iistiin bir entomopatojenik fungus olmasini saglayan cesitli
sekonder metabolitler iiretir. Beauverisin, bassianin, bassianolid, tenellin,
destruksin B ve siklosporin A, Beauveria bassiana tarafindan iiretilen anahtar

sekonder metabolitlerdir.

— Beauverisin {izerine yapilan arastirmalar, bu metabolitin insektisidal,
antibiyotik, sitotoksik ve iyonoforik Ozelliklere sahip oldugunu
gostermistir. Hiicre zar1 gecirgenligini bozar, bu nedenle hiicrede
gerceklesen olaylar zarar goriir.

— Bassianin ve tenellin, eritrosit membran ATPazlarini inhibe eden, iki sar1
renkli, peptit icermeyen sekonder metabolittir.

— Bassianolide, beauverisine benzer iyonoforik ve antibiyotik aktiviteye
sahiptir.

— Bassiacridin toksik bir protein olup, diisiik dozda Locusta migratoria
enfekte eden ve neredeyse % 50 mortaliteye neden olan bir B. bassiana
susundan saflastirilmistir.

— Beauveritler, artroskleroz tedavisi igin potansiyel adaylardir (Keswana et.
Al, 2013).
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Sekil 2.5 Beauveria bassiana 'nin major anti-mikrobiyal sekonder metabolitleri (Keswana et. al,
2013).

B. bassiana’nin gesitli virulans faktorleri arasinda enzimleri de yer

almaktadir. Kiitinaz, lipaz ve proteaz bu enzimler arasinda ilk siray1 almaktadir.

Entomopatojen olan Beauveria bassiana gibi anamorfik funguslar genellikle
zararli populasyonlara toplu halde uygulanan biyolojik kontrol ajani olarak

gelistirilmektedir (Saenz-de Cabezon Irigaray et al., 2003).

Bu funguslarin uygulamalar esnasinda biyotik ¢evre icerisinde ¢ogalacaklari

ve devamli kalacaklar beklentisi azdir.

Dolayisiyla bu funguslarla ilgili yapilan ¢alismalar temel ekolojilerinden

ziyade biyopestisit olma yonleri ile ilgilidir.
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mun zararlinin
icine girmesi

Sekil 2.6 Beauveria bassiana Enfeksiyon dongii semasi (Keswana et al., 2013)
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Tablo 2.4 Ticari olarak iiretilen Beauveria bassiana ve hedef zararli gruplar

Ticari Uriin Fungus Tiirii Hedef Zararh Uretici Firma ve Ulke

Adi

Ostrinil Beauveria Misir Kurdu Natural Plant Protection (NPP),
bassiana Fransa

Bemisin Beauveria Hemiptera Probiagro, Venezuela
bassiana (beyazsinekler)

Conidia Beauveria Kahve kurtlari Live System Tecnology,
bassiana Kolombiya

Tri-Sin mix with B. Hemiptera Agrobiologicos del Noroeste
bassiana and M. | (Psyllidae) S.A. de C.V. (Agrobionsa),
anisopliae Meksika

Priority Beauveria Acari (Tetranychus | T.Stanes & Company, Hindistan
bassiana urticae, Panonychus

ulmi, Aculus
schlectendall)

Mycotol GH Beauveria Cekirgeler Mycotech, USA
bassiana

ComGuard Beauveria Avrupa Misir kurdu | Mycotech, USA
bassiana

Mycotol WP ve | Beauveria Beyaz sinekler, Mycotech, USA

Botanigard bassiana Afitler, Cekirgeler

Naturalis-L Beauveria Pamuk zararlilart Troy Biosciences, USA
bassiana

Proecol Beauveria Lepidoptera Probioagro, Venezuella
bassiana larvalar

Boverin Beauveria Patates Bocegi Former, Rusya
bassiana

Boverol Beauveria Patates Bocegi Cekoslovakya

bassiana
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B. bassiana biyolojik kontrol ajani olarak tescil edilmeden Once insanlara
kars1 etkileri aragtirnlmigtir. Kiiciik vakalarda, endiistriyel iiretimde g¢alisan bazi
iscile diizenli olarak yiliksek spor konsantrasyonlarmma maruz kaldiklarindan, B.
bassiana bazli formiilasyonlar alerjilere neden olmustur. Bu bulgular, Beauveria

tiirlerinin konidiumlarin alerjik potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Alerjinin yan1 sira, B. bassiana'nin insanlarda ve diger memelilerde mikotik
keratitin nedeni olarak bildirildigi bazi1 durumlar vardir. Genel olarak, nadir goriilen
fakat tibbi a¢idan 6nemli fungus patojenlerinin ¢izelgelerinde, Beauveria cinsi

gosterilmemistir (Keswana et. al, 2013; Zimmerman, 2007a).

2.5 Proteaz

Proteazlar, proteinlerin hidrolizini gergeklestiren enzimlerdir.

Endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin %80°1 polimerlerin dogal yapisin
bozabilme yetenegine sahip olan hidrolazlardir. Endiistriyel agidan ¢ok 6nemli

olan bu enzim tiirliniin %60’ 11 ise proteazlar olusturmaktadir (Polgar, 1989).

Proteinaz ve peptidazlar olarak da bilinmektedir. Diger enzimler gibi

proteazlar da protein yapisindadirlar (Rao et. All., 2009).

Proteazlar, dogada c¢ok ¢esitli olarak bulunan proteinlerdeki peptid baglarinin

kirilmasini katalizleyen enzim grubudur.

Proteazlar biitiin canli organizmalarda bulunan, hiicrenin gelismesi ve

farklilagmasi i¢in gerekli olan enzimlerdendir.

Proteinlerin hidrolizinde spesifik katalitik role sahiptirler (Rawlings et al.,
2007).

Bu enzimler, ¢ok ¢esitli olmalarinin yaninda metabolizma, gen ekspresyonun
regiilasyonu, patojenite ve transportta biliylik protein molekiillerinin kiigiik
molekiillere hidrolizi ve bunun gibi biyolojik olaylarda ©6nemli gorevler

yapmaktadir (Kataoka et al., 2005).
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Sekil 2.7 Proteaz enziminin etki sekli (Aehle, 2007).

Son on yilda gida, deri, farmasdtik, biyolojik atik giderimi ve tekstil
endiistrisinde protein bazli boyalarin uzaklastirilmasinda alkalen proteaz

uygulamalari ¢ok hizli bir sekilde artmistir.

Memelilerin sindirim sistemlerinde ¢ok onemli bir role sahip olan proteaz
enzimi, mide ve pankreasta bol miktarda tiretilerek besinlerdeki protein igeriginin

yapitaglarina ayrilmasini saglar (Rao et al., 1998).

Diger proteazlarin iiretiminde bakteriler, mayalar, mantarlar ve bitkiler

kullanilir.
Proteazin uygulama alanini belirleyen biyokimyasal parametreler:

o pH,

o Sicaklik,

o lyon gereklilikleri,

o Spesifiklik,

o Aktivite ve kararlilik
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Bu ozellikler hidroliz edilecek olan peptid bagindan bulunan aminoasitlere

baglidir (Rai and Mukherjee, 2010).

Proteaz Kaynaklar:

Proteazlar dogada olduk¢a yaygin bulunan 6énemli enzim gruplarindan birini

olusturmaktadir.

Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi canli gruplarinda genis

cesitlilik gostermektedirler (De Azeredo et al., 2004).

Bitkilerden proteaz iiretimi zaman gerektiren bir islemdir.

Kiiltiir kosullarinin devamlilig1 ve gelisme igin gerekli olan iklim kosullar
gibi faktorler bitkisel proteazlarin kullanimini yonlendirmektedir (Kumar and
Takagi, 1999).

Papain, bromelin, keratinazlar ve fisin baz1 iyi bilinen bitki orijinli

proteazlardir.

Hayvansal orijinli proteazlari pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin ve renin
olusturmaktadir (Ward, 1985).

Bu proteazlar biiylik hacimlerde fazla miktarda saflastirilabilmektedir.

Ancak bunlarin iiretimi fazla miktarda ¢iftlik hayvaninin kesimini

gerektirdigi i¢in tarimsal politikalarla yonlendirilmektedir.

Bitkisel ve hayvansal proteazlarin elde edilmesindeki kisitlamalar nedeni ile

mikrobiyal proteazlara karsi ilgi tiim diinyada artmaktadir (Kataoka et al., 2005).

Biyokimyasal c¢esitlikleri ve genetik manupulasyonlara olanak sunmasi

nedeni ile mikroorganizmalar uygun proteaz kaynaklaridir (Kwon et al., 1994)
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Mikrobiyal proteazlar diinya piyasasindaki enzim satislarinda yaklasik olarak
%40’ 1n1 kapsamaktadir (Kumar and Takagi, 1999).

Mikroorganizma kaynakli proteazlar biyoteknoloji metodlarla elde
edilmesini saglayan Ozellikleri nedeni ile bitkisel ve hayvansal proteazlara karsi

tercih edilmektedir

Mikrobiyal proteazlar uzun raf omiirleri ile ideal kosullarda haftalarca

aktivitelerini kaybetmeden depolanabilmektedirler.

Proteazlar, mikroorganizmalar tarafindan hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak

sentezlenirler.

Hiicre i¢i proteazlar sporulasyon, farklilagsma, enzimlerin ve hormonlarin
olgunlagmasi, protein katlanmasi gibi hiicresel ve metabolik olaylarda gorev

yapmaktadir.

Hiicre dis1 proteazlarin hiicre dist kosullarda hidrolitik tiriinlerin hiicre i¢ine

alinmasina imkan saglamak gibi rolleri vardir (Haki ve Rakshit, 2003).

Hiicre dis1 tretilen ve fermantasyon besiyerine direkt olarak salgilanan
mikrobiyal proteazlar iiretilmelerindeki kolaylik nedeni ile bitkisel ve hayvansal

proteazlara karsi tercih edilmektedirler.

2.5.1 Fungal Proteazlar

Funguslar, bakterilere gore daha cesitli enzimler iiretebilmektedir.

Fungal proteazlar pH 4.0-11.0 gibi ¢ok genis pH araliginda aktivite

gostermekte ve ¢ok genis bir substrat spesifikligi sergilemektedirler.

Ancak, bu proteazlarin reaksiyon hizlar1 ve bakteriyal proteazlara gore termo

toleranslart daha diisiiktiir (Rao et al., 1998).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gereg¢
3.1.1. Calisma Materyalleri

Tiirkiye'nin cesitli illerinden Hacettepe Universitesi’nde gérevli Prof. Dr.
Nevin Keskin tarafindan izolasyonu gergeklestirilen toplamda 31 adet Beauveria
bassiana izolat1 ile ¢alisilmistir. Bu izolatlarin fenotipik ve genotipik tayinleri Ege
Universitesi, Biyoloji Béliimii, Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Anabilim
Dalr’nda gérevli Prof. Dr. Alev Haliki Uztan, Dog¢ Dr. Ozlem Abaci Giinyar ve
Aras. Gor. Aysegiil Yoltas tarafindan yapilmigtir (Uztan et all., 2016). Bu izolatlara

verilen kodlar tablo 3.1’ de gosterilmistir.

Tablo 3.1 Beauveria bassiana izolatlarina ait kodlar

Aydin
Ank3 SB2 SB4(b) Kinlderksyii
Ank4 Ank11l Aydin Soke KVL1
Manisa 019-020 | Ank13 AnkH3 Den2
Bb19 Bb15 Bb12 Ordu
Ank10 Ank6 Ank1 SB1(b)
Liil2 Karaman Ank2 Denl
Dilbileyen
Aydin Akbiik Liill Ist. Catalca Patates Bocegi
Lil5 Bb3 Ank5

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler

3.1.2.1 Besiyerleri

Tez ¢alismasi sirasinda kullanilan ¢ozeltiler asagidaki gibidir.
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Besiyeri 1- Potato DextroseAgar(PDA) (Merck, 110130)

Patates ekstrakti 4 g/L

Agar 15 g/L
Glikoz 20 g/L
Distile su 1 litre

PDA besiyeri ticari olarak hazir halde bulunmaktadir. Litrede 39 gr olacak sekilde distile
su igerisinde ¢oziindiiriilerek, 121°C’de, 1.1atm basingta, 15 dakika otoklavlanmustir.
Saf kiiltiirlerin stoklanmasinda besiyeri kaynatilarak cam tiiplere 5’er ml gelecek sekilde
paylastirilmustir ve otoklavlandiktan sonra yatik halde dondurularak saf kiiltiirlerin +4 ° C’
de saklanmasmda kullanlmustir.

Besiyeri 2- Malt Extract Agar (MEA)

Agar 20 g/L (Merck, 101613)
Glukoz 20 g/L (Sigma, SZBA3420V)
Malt ekstrakti 20 g/L (Merck, 105391)
Pepton 1g/L (Merck, 107214)
Distile su 1 litre

Besiyeri bilesimi gereken miktar dogrultusunda tartilarak distile su ile
karistirilmigtir. 121°C’de 15 dk steril edildikten sonra, 15- 20 ml olacak sekilde

petrilere dokiilmiistiir. Bu besiyeri morfolojik incelemeler i¢in kullanilmigtir.



31

Besiyeri 3- Malt Extract Broth

Glukoz 20 g/L (Sigma, SZBA3420V)
Malt ekstraktt 20 g/L (Merck, 105391)
Pepton 1g/L (Merck, 107214)
Distile su 1 litre

Besiyeri bilesimi gereken miktar dogrultusunda tartilarak distile su ile
karistirilmistir. Besiyeri iyice ¢6ziindiikten sonra 5 ml olacak sekilde cam tiiplere
paylastirilir. 121°C’de 1,1 atm basingta 15 dk steril edilir. Bu besiyeri izolatlarin

gliserol stogunu hazirlamak icin ¢ift kuvvet olarak kullanilmigtir.

Besiyeri 4- Skim Milk Agar

Skim milk powder  (Difco, 232100)

KH2PO4 0.48g (Merck, 104873)
Nitrojen base 1.07g (Fluka Biochemica)
Na;HPO4 0.71g (Merck Calbiochem®)
Agar 3g (Merck, 107214)
Distile su 180 ml

%10'Iuk Skim milk powder olacak sekilde gerekli miktarlarda tartim yapilir.
Skim milk ¢ozeltisi ve diger kimyasallar birbirinden ayr1 besiyeri siselerine alinir.
Mineral ortam1 121°C’de 1,1 atm basingta 15 dk steril edilirken, skim milk ¢ozeltisi
121°C’de igerisindeki bilesenler ¢okeleceginden dolayr 105 °C'de, 10 dk steril
edilir. Her iki karigimda steril edildikten sonra uygun sicakliga geldiklerinde birbiri

ile karigtirtlir. pH=7'ye ayarlanir. Sonrasinda sterilpetrilere 15-20 ml olacak sekilde
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paylastnlnustir. Bu besiyeri proteaz enzim aktivitesine bakmak i¢in kullanitmustir.

Besiyeri 5-Protease Screening Agar (PSA)

Skim milk powder  (Difco, 232100)

K2HPO4 0,1g (Merck, 105101
MgSO47H20 0,05 g (Merck, 105886)
KCI 0,05 g (Merck, 104936)
Agar 1,6 g (Merck, 107214)
Distile su 100 ml

Skim milk powder son konsantrasyonu % 4.8 olacak sekilde hazirlanir. Skim
milk c¢ozeltisi ve diger kimyasallar birbirinden ayri besiyeri siselerine alinir.
Mineral ortami1 121°C’de 1,1 atm basingta 15 dk steril edilirken, skim milk ¢ozeltisi
121°C’de igerisindeki bilesenler ¢okelecegi igin 105 °C'de, 10 dk steril edilir. Her
iki besiyeri de steril edildikten sonra uygun sicakliga geldiklerinde birbiri ile
karistirilir (Topal ve ark., 2000). Bu besiyeri proteaz enzim aktivitesine bakmak igin
kullanilmustir.

3.1.2.2 Cozeltiler

Tez caligsmasi sirasinda kullanilan ¢ozeltiler asagidaki gibidir.

Cozelti 1- Gliserol Cozeltisi (%60°11k)

Gliserol 60ml (Merck, 104092)

Distile su 40ml

Izolatlarin gliserol stok kiiltiirlerinin hazirlanmasinda kullanilmugtir.
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Cozelti 2- TCA ( Trikloro Asetik Asit)

Enzim aktivitesini durdurmak i¢in kullanilmistir 10 g TCA 60 mL distile su
igerisinde ¢oziildiikten sonra son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanir (Chi

etall., 2007).

3.1.2.3 Kullanilan Cihazlar

— Inkiibatér (Binder, Sanyo)

— Steril Kabin (LabcaireBH18)

— Terazi (Sartorius BP610)

— Otoklav (Hiclave HVE -50, Hirayama)

— Isik mikroskobu (OlympusCX22)

— Otomatik pipetler (Brand)

— Mikrodalga (ArcelikMD574)

— Hassas terazi (Denver Instrument)

— pH metre (WTW)

— Buzdolabi1 (Beko)

— Vortex (Heidolph)

— Calkalamali inkiibator (Shaker)- ZHICHENG- ZHWY-2112B
— Su banyosu

— Isiticili-karigtirici- Biosan Magnetic Stirer MSH300
— Santrifiij (Hettich®-ROTINA 35/35R) (API)

— Spektrofotometre (Cary 300 UV-Vis)

3.2 Yontem

3.2.1 Beauveria bassiana izolatlarimin Canlandirilmasi

31 adet izolat igne 6ze kullanilarak MEA besiyerine inokule edilmistir. Daha
sonra 25°C’de 7 giin inkiibasyona kaldirilmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2)
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3.2.2 Gliserol ile Stok Kiiltiir Hazirlanmasi

Yatik PDA besiyerine igne 6ze ile inokiile edilen izolatlar stok hazirlamada

kullanilmak tizere 25°C’de 7 giin inkiibe edilmistir.

% 60’11k gliserol ¢ozeltisi 2ml’lik cryo tiiplere mikropipet yardimi ile 750ul

olacak sekilde paylastirilmistir ve steril edilmistir.

5 ml tiipler icerisinde ¢ift kuvvet malt extract broth besiyeri hazirlanmig ve

steril edilmistir.

PDA’da ekili olan organizmanin igerisine malt extract broth dokiilerek up-

down yapilarak galkalanmistir.

Organizmadan 750 pl ¢ekilerek gliserollii cryo tiiplere aktarilmistir.

Cryo tiiplerdeki stok kiiltiirler istenildiginde kullanilmak iizere -80°C’ye
kaldirilmastir.

3.2.3 Proteaz Aktivitesinin Saptanmasi

Enzim taramasi i¢in Skim Milk Agar ve PSA besiyerleri kullanilmigtir. Her
iki besiyeri i¢in de skim milk eklemeden sadece mineral ortamindan 1’er petri
hazirlanarak kontrol besiyeri olarak kullanilmistir. Enzim taramasi i¢in zon
olusumunu daha 1yi gozlemleyebilmek adina gliserol stoklar1 kullanilmistir.
Hazirlanan gliserol stoklarindan besiyerlerine asilama iglemi yapilmistir. Sonra
petriler 25°C'de, 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda zon
caplar1 kontrol edilerek, gelisim olup olmadig1 gdzlemlenmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4
ve Sekil 4.5)

3.2.4 Enzim Uretimi

Enzim taranmasi yapildiktan sonra, spektrofotometrik yontemler kullanilarak

aktivite 6l¢limii yapmak igin, enzim tiretimi gergeklestirilmistir.
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Peptone from meat (Merck); protein substrati
Yeast extract(Merck)
Mineral s1visi
Amonyum nitrat (NH4sNO3)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)
Magnezyum siilfat (MgSOa)
Sodyum kloriir (NaCl)
Distile su

Spor siispansiyon

Toplam hacim 50 ml olacak sekilde, 250 ml'lik erlenlere hazirlanmis olan
enzim diiretim ortami icerisine 1 ml (~105-10* spor/ml) spor siispansiyonu
pipetlenmistir ve 150 rpm'de 27°C' de 5 giin ¢alkalamali inkiibatérde inkiibasyona
birakilmustir. Uretim esnasinda aktivasyonu kontrol etmek igin 3. ve 5. giinlerde,
tiretim sivisindan 1’er ml ependorf igerisine alinarak daha sonra kullanilmak iizere
uygun kosullarda saklanmistir. Uretim tamamlandiktan sonra tiim enzim sivisi

toplanarak, enzim aktivitesi 6l¢gmek i¢in kullanilmistir.
3.2.5 Spektrofotometrik Yontem ile Proteaz Aktivitesi Ol¢iimii

Uretim tamamlandiktan sonra, toplanan enzim sivisi aktive dlgiimii igin
kullanmilmistir. Aktivite 6l¢iimii, olusturulan tirozin standardina gore yapilmistir

(Kocadgiit, 2015).

* 15 ml'lik deney tiipleri igerisine Sml substrat (kazein) solusyonundan
aktarthr ve 27°C'lik su banyosunda 5dk inkiibasyona birakilir.
Deneyin kontrollii olmasi i¢in her izolat 2 paralel seklinde hazirlanir
ve | tane de blank vial olacaktir. inkiibasyonun ardindan test etmek
istedigimiz enzim solusyonundan tiiplere, 1 ml eklenir. Blank tiipiine

enzim solusyonundan eklenmez.

* Sonra 10 dk 27°C' de yeniden inkiibasyona birakilir. Bu inkiibasyon
siiresi ¢ok Onemlidir; ¢iinkii bu siire zarfinda salinan tirozin miktari

enzim aktivitesini belirleyecektir.
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Inkiibasyondan sonra blank tiipii de dahil olmak iizere her bir tiipe 5
ml TCA eklenir, reaksiyon durdurulur. Son konsantrasyonun esit
olmasi igin, reaksiyon durdurulduktan sonra blank tiiplere de 1’er ml
enzim solusyonu ilave edilir. Tiiplerdeki sivi konsantrasyonunun esit
olmasi, spektrofotometrik dl¢iim sirasinda absorbans degerinin dogru

hesaplanmasi i¢in yapilmaktadir.

Blank olan tiiplere de enzim solusyonlar1 eklendikten sonra; 27°C'de
30 dk inkiibasyona birakilir.

Bu 30 dk'lik bekleme siirecinde, tirozin standardi seyreltmeleri

hazirlanir.

e~ A M~ AN _ A A _ A A _ A
0,05 ml 0,20 ml 0,20 ml 0,40 ml 0,50 ml blank

Yukaridaki miktarlarda hazirlanan tirozin seyreltmeleri, son
konsantrasyonlar 2 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanir. Blank

tiipiine ise yalnizca distile su konulur.

30 dk inkiibasyon siiresi bittikten sonra, her test tiipii 7000 rpm'de 5dk
santrifiij edilir. Bu ¢oktiirme islemi substratin daha homojen filtre

edilebilmesi i¢in yapilmistir.

Santrifiij islemi sonrasinda enzim solusyonu 0,45 um'lik siringa
filtreden gegirilir. Filtrasyon igslemini amaci ¢6ziinmeyen maddeleri

uzaklastirmaktir.

Blank tiip de dahil her vial igerisine 5ml sodyum karbonat eklenir ve

hemen sonrasinda 1ml Folin reaktifi eklenir.

o Sodyum karbonat ilavesinden sonra, solusyonlar casein ile

reaksiyona girdiginden, bulanik bir goriintii olusur.
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o Folin reaktifi ilavesinden sonra; inkiibasyon siiresi sonrasi

aci8a cikan tirozin ile folin etkilesime geger.

« iki reaktif de eklendikten sonra, 27°C'de 30 dk yeniden inkiibe edilir.
Bu inkiibasyon siiresi manyetik 1siticili karistirict olmadigr i¢in 1dk
ara ile tipler yavasca ¢alkalanarak 27°C'lik su banyosunda

yapilmustir.

 Inkiibasyon sonrasinda, deney tiiplerinden 2’ser ml gekilerek,
spektrofotometre  kiivetlerine pipetlenmistir. ~ Spektrofotometre
cihazinda blank tiiplerle sifirlama yaptiktan sonra 660 nm absorbans

degerinde dl¢iimler yapilmistir.

Standart belirlendikten sonra, belirlenen seyreltmede enzim aktivite
Olgtimleri diger izolatlar i¢in de yapilmistir. Boylece 31 adet izolatin proteaz enzim
aktivitelerine bakilarak, en iyi aktivite gosteren izolatlar belirlenmistir. Bunu
belirlemek i¢in de her izolattan salinan enzim sivisinin 1U enzim aktivitesi

hesaplanir.

1U Enzim aktivitesi; deney kosullar1 altinda, 660 nm'de 0,1'lik (%10
seyreltmeleri kullanildigi igin), absorbans artigina neden olan proteaz miktar1 olarak

tanimlanmustir.

Enzim aktivitesi;

AAbs660nm X /1
0,1%X10x%2

0/00 =

Formiilii ile hesaplandi.

% AADSgeonm = Salinan enzim miktarimnin pmol cinsinden degeri. Okuma

yapildiktan sonra not edilir.

% 11=Total reaksiyon hacmi

% 10= Inkiibasyon siiresi(dk)
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% 0,1= Enzim hacmi (ml) (%10 seyreltme yapildigi igin)

% 2= Spektrofotometre kiivetinin hacmi
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4. BULGULAR

4.1 izolatlarin Petri ve Mikroskopta Incelenmesi

MEA besiyerine ekilen izolatlar inkiibasyon sonrasinda Beauveria bassiana

oldugunu dogrulamak adina fenotipik olarak incelenmistir.

Sekil 4.1 Beauveria bassiana koloni goriintiisii

Sekil 4.2 Beauveria bassiana mikroskop goriintiisii, spor yapilari
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4.2 Enzim Taramasi Sonuglari

Inkiibasyon siiresi sonunda izolatlarn koloni ve zon gaplar1 Sl¢iilmiistiir.
Fungal izolatlar proteaz aktivitesi yoniinden ICMC (Index of Relative Enzyme
Activity) kriterlerine gore proteaz enzim aktivitesi yliksek ve diisiik olarak
siniflandirilmistir. Buna gore 12 izolat ¢ok yiiksek proteaz aktivitesine sahip olarak
degerlendirilmistir. Diger izolatlardan 9 tanesi yiiksek ve 10 tanesi de orta diizeyde

aktivite gostermistir.

Enzim aktivitesi (Pz); Koloni ¢apinin, koloni ve zon c¢aplarinin toplamina
orani olarak hesaplanir. Bu oranlara gore enzim aktivite degerlendirmesi dort gruba

ayrilmaktadir;

e 0,9-1 (+) ¢ok dusiik,

e 0,89-0,80 (++) diisiik ,

e 0,79-0,70 (+++) yliksek,

o <0,69 (++++) ¢ok yiiksek aktivite sonug grubudur.

Pz=1,00 degeri ise enzim aktivitesi olmadigin1 gostermektedir. (Arslan ve

Findik, 2003). Funguslarin agarli besiyerinde enzim tarama c¢alismalarinda bir¢ok

arastirmacinin bu yontemi tercih ettigi goriilmiistiir (Kothavade ve Panthaki, 1998;

Sharon vd., 1997).

Sekil 4.3Ank3 kodlu izolat- ¢ok yiiksek aktivite (net aktivite zonu: 15mm, Pz degeri 0,44)
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Sekil 4.4 Bb 12 kodlu izolat- yiiksek aktivite (net aktivite zonu: 5mm, Pz degeri 0,77)

Sekil 4.5 Den2 kodlu izolat- diistik aktivite(net aktivite zonu: 4mm, Pz degeri 0,83)



Tablo 4.1 Enzim tarama denemesi sonuglar
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. KOLONI ZON KOLONI AK%EJHE
ORGANIZMA CAPI CAPI CAPI/ZON
(mm) (mm) CAPI (mm) ZONU
(mm)
Ank3 12 27 12/27 15
Ank4 11 21 11/21 10
Manisa 019-020 12 23 12/23 11
Bb19 11 19 11/19 8
Ank10 17 28 17/28 11
Lil2 18 29 18/29 11
Aydin Akbiik 13 21 13/21 8
Lil5 19 30 19/30 11
SB2 20 31 20/31 11
Ank11 21 32 21/32 11
Ank13 21 32 21/32 11
Bb15 17 25 17/25 8
Ank6 22 31 22/31 9
Karaman Dilbileyen 22 31 22/31 9
Liill 20 28 20/28 8
Bb3 20 27 20/27 7
SB4(b) 21 28 21/28 7
Aydin Soke 18 24 18/24 6
AnkH3 24 31 24/31 7
Bb12 17 22 17/22 5
Ankl 23 29 23/29 6
Ank2 22 27 22/27 5
Ist. Catalca 17 21 17/21 4
Ankb 18 22 18/22 4
Aydin Kizilderkdyii 18 22 18/22 4
KVL1 14 17 14/17 3
Den2 19 23 19/23 4
Ordu 23 27 23/27 4
SB1(b) 23 27 23/27 4
Denl 23 26 23/26 3
Patates Bocegi 22 25 22/25 3
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Tablo 4.2 Enzim aktivite degerlendirmesi

. ENZIM . N .
ORGANIZMA AKTIVITESI (P2) ENZIM AKTIVITESI
Ank3 0.44 (++++)
Ank4 0.52 (++++)
Manisa 019-020 0.52 (++++)
Bb19 0.58 (++++)
Ank10 0.61 (++++)
Lil2 0.62 (++++)
Aydin Akbiik 0.62 (+++4)
Liil5 0.63 (++++)
SB2 0.65 (++++)
Ankl11 0.66 (++++)
Ank13 0.66 (++++)
Bb15 0.68 (++++)
Ank6 0.71 (++4)
Karaman Dilbileyen 0.71 (+++)
Liill 0.71 (+++)
Bb3 0.74 (+++)
SB4(b) 0.75 (++4)
Aydin Soke 0.75 (+++)
AnkH3 0.77 (+++)
Bb12 0.77 (+++)
Ank1 0.79 (++4)
Ank?2 0.81 (++)
Ist. Catalca 0.81 (++)
Ank5 0.82 (++)
Aydin Kizilderkoyii 0.82 (+4)
KVL1 0.82 (++)
Den2 0.83 (++)
Ordu 0.85 (++)
SB1(b) 0.85 (++)
Denl 0.88 (++)
Patates Bocegi 0.88 (++)




4.3 Enzim Uretimi Sonuclar

Substrat diizeyinde fermentasyon ile izolatlarin tamaminda iireme gozlenmistir.
Enzim iiretimi sonrasinda tiim izolatlarin enzim sivilari toplanmistir. Standart
enzim aktivite 6l¢lim yonteminden yararlanilarak tirozin standardi olusturulmustur

ve spektrofotometrik Sl¢limler yapilarak, en iyi proteaz aktivitesi belirlenmeye

calisilmistir.
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Sekil 4.6 Tirozin Standart Grafigi.
Tablo 4.3 Proteaz aktivite degerlendirmesi (U/ml)
Spektrofotometrik Spektrofotometrik
ORGANIZMA | Olgiim Sonuclar1 | ORGANIZMA Ol¢iim Sonuclar:
(U/ml) (U/ml)
Ank3 226.85 SB4(b) 210.63
Ank4 226.80 Aydin Soke 209.57
Mancl)s;0019- 226.80 AnkH3 205.85
Bb19 225.92 Bb12 206.83
Ank10 225.91 Ankl 197.66
Lil2 225.56 Ank?2 194.45
Aydin Akbiik 225.56 Ist. Catalca 180.52
Lil5 225.54 Ank5 182.65
Aydin
SB2 225.50 Kizilderkoyii 178.87
Ank11 223.45 KVL1 156.54
Ank13 223.45 Den2 163.58
Bb15 220.92 Ordu 165.85
Ank6 219.89 SB1(b) 173.85
Karaman 215.53 Denl 154.45
Dilbileyen
Liill 215.53 Patates Bocegi 152.54
Bb3 210.63
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5. TARTISMA

Tez hazirlama siiresince birgok literatiir taranmis olup farkli yaymlardan da
edinilen bilgiler dogrultusunda biyolojik miicadelenin ne kadar énemli oldugu
kanisina varilmistir. Ancak giiniimiiz sartlarinda gerek yanlis uygulamalar gerekse

kimyasal kullanmaya olan diiskiinliigiimiiz ile bu durum goz ardi edilmektedir.

Biyolojik miicadelede amag¢ higcbir zaman dogada zararli olan
organizmalarin ortadan kaldirilmasi olmamustir. Ekosistemdeki dengeleri
bozmadan zararlart en aza indirmek hedeflenmektedir. Bu demek degildir Ki
kimyasal miicadeleden tamamen vazgegilsin, gerektiginde iki miicadele yontemi de
birlikte kullamilabilir olmalidir. ila¢ kullaniminin zorunlu oldugu durumlarda da
secici ilaglar tercih edilmelidir; yani biitiin canlilar1 dldiiren ilaglar yerine hedef
alinan zararlilari 6ldiiren segici ilaglar tercih edilmelidir. Ayrica biyolojik
miicadelede basariya ulasmak icin ilag uygulamalari, dogal diigman faaliyetinin en

yogun oldugu donemin disinda yapilmalidir.

Entomopatojen funguslar spor ¢imlenmesi i¢in uygun sartlart buldugunda
konukgu igerisine aktif bir sekilde girebilmeleri, ucuz ve uygulamasi kolay olmasi
nedeniyle, en dnemli biyolojik miicadele gruplarindan biri olarak bilinmektedir
(Demirci et al., 2011). Ayrica, yapilan ¢alismalarla mikrokapsiiller igerisine alinan

bu patojenlerin etkinligi giderek artmaktadir (Rosas-Garcia et al., 2015).

Entomopatojen funguslar bocegin iist deri tabakasi ile temasa gegtigi zaman
cimlenirler bir penetrasyon yapist olusturarak enfeksiyonu baglatirlar ve dogrudan
zararlinin viicudu igerisine dogru biiyiirler. Hemakole ulasan fungus genellikle
maya benzeri sekilde hemolimf igerisinde ¢cogalir. Sonrasinda toksin iireterek veya
enzim salgilayarak ve bocegin gidalarini kurutarak viicudunda hizla ¢ogalir.
Bundan dolay1 boceklerin bakteriyel ve viral enfeksiyonlarinin aksine fungal
patojenlerin enfeksiyonu i¢in sadece temas yeterli olmaktadir. Konak tarafindan
yenmelerine gerek yoktur. Bu yiizden de biyolojik miicadelede ilk sirada tercih
edilen organizmalar arasinda yer almaktadir. Konukgu 6liimiinden sonra fungus
hifsel gelisim gosterir ve ¢evre sartlarinin uygun olup olmamasina gore 6li konukgu

tizerinde sporulasyon gergeklestirerek bocegi beyaz bir kiif tabakasi ile kaplayarak
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disartya dogru biiyiir ve boylelikle milyonlarca yeni infektif spor iiretilmis olur
(Ocak ve ark., 2007). Oliim konukgu-fungus etkilesimine bagh olarak 3-5 giinde
gerceklesebilmekte ancak arazi uygulamalari sonucunda g¢evre sartlarima bagl

olarak bu siire¢ uzayabilmektedir.

Pek ¢ok entomopatojen fungus konaga 6zgiidiir ve hedef dis1 organizmalar

izerinde (baz1 istisnalar hari¢) herhangi bir etki gostermez. (Hajek, 1999).

Bizim de tez organizmamiz olan Beauveria bassiana iilkemizde ve
diinyanin bir¢ok yerinde zararli eklembacaklilarla miicadelede yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir, yaklasik 90 kadar zararli bocege karsi kontrol potansiyeline
sahiptir. Beauveria bassiana’ y1 boylesine 6nemli kilan 6zellikleri ¢ok cesitli ve
etkin virulans faktorlerine [invaziv 6zelligi, enzimleri (proteaz, kitinaz, lipaz) ve
toksinleri (destruxin, beauvericin, beauverolide, bassianolide)] sahip olmasidir.

Bunlarin salgiladiklar: toksinler boceklerin 6liimiine neden olurlar.

B.bassiana‘nin 6nemli viriilans faktorlerinden bir tanesi de proteaz enzimidir.
Bu ¢alismada entomopatojenik Beauveria bassiana izolatlarinin proteaz enzimi
taramasi yapilarak, en etkin proteaz aktivitesine sahip izolatlar belirlenmistir. Bu
izolatlar iiretim ortamina alinarak, enzim TUretimi gergeklestirilip aktiviteleri

arastirilmistir.

Fenotipik ve genotipik tayinleri yapilmis olan toplamda 31 adet Beauveria
bassiana izolat1 ile calisgilmistir. Biitiin izolatlar proteaz enzim On taramasi
yapilmak tiizere Skim milk agara inokule edilmistir. Skim milk agarda
kontaminasyonu onlemek amaciyla plateleme yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in
oncelikle gliserol igeren cryo tiiplere stok kiiltiirler hazirlanmugtir. 5 giin inkiibasyon
siiresi sonunda izolatlarin koloni ve zon caplart ol¢iilmiistiir. Fungal izolatlar
proteaz aktivitesi yoniinden ICMC (Index of Relative Enzyme Activity) kriterlerine
gore proteaz enzim aktivitesi yiiksek ve diisiik olarak siiflandirilmistir. Buna gore
12 izolat ¢ok yliksek proteaz aktivitesine sahip olarak degerlendirilmistir. Diger
izolatlardan 9 tanesi yliksek ve 10 tanesi de orta diizeyde aktivite gdstermistir.

Arastirmamizin devaminda; proteaz tretimi gergeklestirilip, spektrofotometrik
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yontemler ile aktivite tayini yapilmistir ve organizmanin virulans faktorlerinden biri

olan proteaz enzimin etkinligi belirlenmistir.

Ancak entomopatojen bir fungusun tek bir 6zelligi dikkate alinarak
biyolojik miicadele etmeni olarak kullanildig1 kanisina varmamak gerekir. Biitiin

viriilans faktorleri birlikte degerlendirilmelidir.

Beauveria bassiana, cesitli bocekleri enfekte eden ve bocek kontrolii igin
yiiksek potansiyele sahip olan entomopatojenik bir fungustur (Ferron, 1985). Bu
fungus genel olarak konakg¢i bocegi kiitikiil (Pekrul and Grula, 1989) ig¢inden
gecerek enfekte eder. Bocek yiizeyindeki konidiadan iiretilen tireme tiipleri konaga
niifuz eder. Mantarin, kiitikiillere dogru yoneldigi ve enzimatik etki (Zacharuk,
1970) ile birlikte mekanik yollarla niifuz ettigi varsayilmaktadir. Ilgili enzimler,
hiicre dis1 proteazlari, kitinaz ve lipazlari igerir (Gabriel, 1968; Dean and Domnas,
1983; Leopold and Samsinakova. 1970). Bocek entegrasyonunu gegtikten sonra,
mantar sulu hemolenf i¢cinde biiyiir. Orada konag1 dldiiren toksinler iiretir. Konak
6liimiinden sonra, miselyum kadavra boyunca biiyiir. Hiicre dis1 enzimlerin mantar
enfeksiyon siirecine katkisinin netlestirilmesi, temel olarak saf enzim
preparatlarinin bulunamamasi nedeniyle kesinlik kazanamamaktadir.. Gabriel, B.
bassiana kaynakli hiicre disi proteazlar oldugunu bildirmistir ve Kucera ve
Samsinakova bu hiicre dis1 proteazlari kismen saflagtirmistir. Bununla birlikte, bu
durumda, proteazlarin molekiiler agirhigi, saflagtirnlmast ve biyokimyasal
karakterizasyonu rapor edilmemistir. Proteazin bocek enfeksiyonu prosesinde kesin
roliinii agiklamak i¢in, 6nce enzimi karakterize etmek gerektigi diistiniilmektedir ve
yapilan denemeler sonucunda B. bassiana’min hiicre dis1 proteazinin, bdcek
enfeksiyon siirecinin bir bileseni olarak gosterilmistir ve farkli azot kaynaklari
kullanilarak, ¢esitli B. bassiana proteazlarinin fretilebilecegi bildirilmistir
(Bidochka et all., 1987).

Her iilkenin kendi dogal kosullarina uyum saglamais tiirlerin bulunmasi ve
kullan1lmas1 biyolojik miicadelede kontrol yiizdesini yiiksek oranda arttirmaktadir.
Taranan literatiirlerde, biyolojik miicadele yapilacak bdlgeye uygulanacak
entomopatojen funguslarin o boélgenin kendi kosullarima uyum saglamis tiirler

olmas1 farkli bir bolgeden izole edilmis entomopatojen fungus tiirlerinin
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kullanimina gore daha iyi sonuglar vermektedir (Beron and Diaz , 2005). Bu
nedenle biyolojik miicadele amaciyla yapilan calismalarin 6nceligi ¢alisilan
bolgede dogada mevcut olan mikrofungus biyotasinin tespit edilmesidir. Eger baska
bir bolgeden izole edilen organizmalar kullanilacaksa da, bolgeye adaptasyon

stireci goz Oniinde tutulmali, hizli sonuglar beklenmemelidir.

Entomopatojenik funguslarin en 6nemli yerlesim yerlerinden birisi toprak
cevresidir ve toprakta bulunan entomopatojenik funguslar pek ¢ok karasal
ckosistemin 6nemli ve genis yayilimli iyelerindendir. Beauveria spp. gibi pek ¢ok
entomopatojenik fungus tiirli de yasam dongiilerinin 6nemli bir kismini toprakta
gecirirler (Keller and Zimmerman, 1989; Chandler et all., 1997; Jackson et all.,
2000; Ali-Shtayeh et all., 2002; Sevim ve ark., 2010). Topraktaki entomopatojenik
funguslarin dogal varliginin arastirilmasinda, fungal enfeksiyonlara hassas tuzak
bocekler veya bazi spesifik funguslar i¢in (B. bassiana ve M. anisopliae gibi) segici
ortamlar kullanilir (Meyling ve Eilenberg, 2007). Ayni zamanda arazi
caligmalarinda bulunan enfekte boceklerden veya araziden toplanip laboratuvara
getirilen ve sonradan enfeksiyon goriilen boceklerden de entomopatojenik

funguslarin izole edildigi yapilan calismalar arasinda vardir.

Tez kapsaminda kullanilan organizmalarin izolasyonu da lilkemizin gesitli

bolgelerinden yapilmustir.

Ticari olarak biyolojik miicadele etmenleriyle ¢alisilmak isteniyorsa ilk
basamak etmenin izolasyonu, karakterizasyonu ve zararli bdcege kars
patojenitesinin belirlenmesi olmalidir. Bu amagla lilkemizde yapilan pek c¢ok
caligma vardir ancak bu ¢alismalarin bircogu bolgesel anlamda gerceklestirilmistir.

(Sevim ve ark., 2010).

Bu tip izolasyon ¢aligmalarindan elde edilen veriler biyolojik miicadele
yontemi kullanacak olan arastirmacilara hem yerel tiir ¢esitliligi hakkinda bilgi
vermekte hem de yerel izolatlarin elde edilmesi agisindan O6nem tagimaktadir

(Meyling and Eilenberg, 2006).
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Ulkemiz ormanlarinda birgok zararli bdcek tiirii yasamakta ve degisik
oranlarda zararlara neden olmaktadirlar (Eroglu, 1995).  Gelismis iilkeler
ekosisteme verilen zarar1 en aza indirmek i¢in bu zararlilarla miicadelede biyolojik

miicadeleyi tercih etmektedirler.

Beauveria bassiana dogada genis yayilim gosteren entomopatojen bir
fungus olup ¢ok sayida zararliya kars1 basarili bir sekilde uygulanmaktadir (Saenz
de Cabezon Irigaray et al., 2003).

Beauveria bassiana’ nin boceklerle miicadelede formulasyon haline

getirilerek basariyla uygulandigi ¢alismalar mevcuttur (Kpindou et al., 1997; Faria
and Wraight., 2001; Webster and Weber, 2007).

Cam ormanlarinda zararli olan ¢am kese bocegine (Thaumetopoea
pityocampa (Schiff.) (Lepidoptera: Thaumatopoeidae)) karsi (Sevim vd., 2010; Er
vd., 2007), ¢inar agaglarinda zararli olan ¢mar dantel bocegine (Corythucha ciliata
(Say) (Hemiptera: Tingidae)) karst (Sevim vd., 2013), ladin ormanlarinda zararl
olan dev soymuk bdcegine (Dendroctonus micans (Kugelann) (Coleoptera:
Curculionidae)) kars1 (Sevim vd., 2010; Tanyeli vd., 2010) ve kavak agaglarinda
zarar olusturan kavak kiiciik tekebocegine (Saperda populnea (L.) (Coleoptera:
Cerambycidae)) karst (Eken vd., 2006) Beauveria bassiana basta olmak lizere
entomopatojenik funguslarin pek ¢ok tiirii denenmis ve ileriki ¢alismalar i¢in imit

verici sonuglar elde edilmistir.

Kahramanmaras iline ait kdylerde bugday tarlalarindan entomopatojen
fungus i1zolasyonu ve tanilamasi yapilmistir. Topraktan tuzak bocek yoOntemi
kullanilarak yapilan izolasyonlar sonucunda 62 adet Beauveria bassiana teshis
edilmistir. Elde edilen tiirlerin Galeria mellonella larvalari izerine patojenitelerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Patojenite testinde kullanilan B. bassiana izolatlarinda

% 100 fungus enfeksiyonu gézlenmistir (Koz and Gliven, 2014).

Kuzey Amerika orijinli istilac1 yabanci bir bocek tiirii olan Leptoglossus
occidentalis igne yaprakli agaglari tercih eden bir zararlidir. 2009 yilindan beri

tilkemizdeki ¢am ormanlarina zarar verdigi tespit edilmistir. Bu bocek tiirii
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iilkemizde hizla yayilmakta olup 6zellikle fistik camlarinda biiyiik kayiplara neden
olmaktadir. Beauveria bassiana’nin laboratuar ve dis mekan kosullarinda
Leptoglossus occidentalis (Heteroptera: Coreidae)'e kars1  patojenitesini

degerlendiren ¢alismalar yapilmistir (Hizal and inan, 2012).

Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) Giiney Amerika,
Avrupa ve Kuzey Afrika’dan sonra iilkemizde de domates tiretimi i¢in temel zararli
olarak kabul edilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, entomopatojen funguslardan
Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae’nin T. absoluta’nin hem larva hem
de yumurta donemine karsi etkinlikleri arastirilmigtir. Kullanilan B. bassiana
izolatlar1 Menemen (Izmir) domates iiretim alanlarindan toplanmistir ve o
bolgedeki zararlilara karsi kullamilmigtir. Yapilan laboratuvar calismalar
sonrasinda B. bassiana ’nin yumurta doneminde T. absoluta’nin yok edilmesinde
etkili bir mikrobiyal savas etmeni olabilecek potansiyele sahip oldugu sonucuna

varilmistir (Inanh ve ark., 2012).

Tetranychus urticae’nin yetiskin ve yumurtalar1 tizerinde Beauveria
bassiana’nin mikoinsektisit olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir. (Meyling,
2008).

Manyok bitkisi {izerinde zararli olan tetranikid akarlardan Mononychellus
tanajoa {lizerinde denenen Beauveria bassiana izolatlarmin etkili oldugu

bulunmustur (Barreto et all., 2004).

Beauveria bassiana’nin laboratuar kosullarinda entomopatojenik aktivitesi
arastirilmistir.  Akarlar 1 ml’de 10°-10° konidiyum ihtiva eden soliisyona
batirildiktan sonra fungus akarin viicut yilizeyini tamamen misellerle kaplamis ve
sporlanmistir. Fungus enfeksiyonu nedeniyle yumurtlamada azalma olmamus, fakat
hem yumurtalarin agilma orani ve hem de yumurtadan ¢ikan larvalarin yasam stiresi
onemli 6l¢tide azalmistir. Sonugta Beauveria bassiana’nin Psoroptes tiirlerine karsi
yiiksek oranda patojenik aktiviteye sahip oldugu ve tavsan, koyun ve sigirlarda
parazit olan Psoroptes tiirlerine karsi biyolojik kontrol etmeni olarak

kullanilmasinin daha fazla 6nemsenmesi gerektigi vurgulanmistir (Lekimme et all.,

2006).
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Cok sayida biyotik ve abiyotik faktoriin (sicaklik, nem, solar radyasyon ve
onemli c¢evresel faktorler) entamopatojen funguslarin hayatta kalmalarim
etkiledigini, sicaklik etkisinin patojenin ¢imlenmesi, biiyiimesi, virulanshigini ve
konukgu-patojen iliskisini etkiledigi bilinmektedir (Benz, 1987; Inglis et al., 2001;
Ekesi et al., 1999; Dimbi et al., 2004).

Laboratuvar kosullarinda domates oOriimcegi akarina karsi (Tetranychus
evansi) yapilan bir arastirmada B. bassiana’ nin virulansi arastirilmistir. Sicakligin
¢imlenmeye etkisi, radyal segilmis izolatlarin biiyimesi ve viriilans1 T. evansi
tizerinde laboratuarda da incelenmistir. Tiim fungus izolatlarinin test edilenler T.
evansi'nin yetiskin disileri i¢in patojenik oldugu goriilmiistiir. Segilen izolatlarin
timiintiin viriilent oldugu, ancak virulans degerinin sicaklik ile degistigi

gozlemlenmistir (Bugeme et all., 2008).

Beauveria bassiana Brezilya’da muz kurduna (Cosmopolites sordidus),
Cin’de ¢cam tirtilina (Dendrolimus spp.), Avrupa’da ise afidlere ve misir kurduna

(Ostrinia nubilalis) kars1 basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Goettel vd., 2005).

Bal arilarinin paraziti olan akarlardan elde edilen B. bassiana izolati, bu
akarlarla parazitlenen bal arilarinin (Apis mellifera) tedavisinde kullanilmis ve

basarili sonuglar elde edilmistir (Tucker et al., 2010).
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6. SONUC VE ONERILER

Kimyasal miicadele, kolay wuygulanabilmesi ve sonucunun hemen
alimabilmesi gibi 6zellikleri nedeniyle, kimyasallarin uzun vadede g¢evreye
yaptiklari olumsuz etkiler geriye doniigsliz olusu goz ardi edilerek digerlerine
oranla ¢ok daha fazla kullanilan bir yontem haline gelmistir. Fakat tarimsal
zararlilara kars1 yapilan kimyasal miicadelenin dogal yasama kars1 olumsuz etkileri
bilimsel ¢aligmalarla tespit edilmistir. Uriin kayiplarinda artis yasanmast,
zararlilarda ilaglara karsi dayanikliligin artmasi, potansiyel zararlilarin ekonomik
zararli durumuna gegmesi ve dogal diismanlarin 6ldiiriilmesi nedeniyle dogal denge
giderek daha fazla bozulmakta, ekosistem biiyiik oranda zarar gormektedir. Bunlara
insan ve hayvan sagliginin tehdit edilmesi, gida maddelerindeki ila¢ kalintilari,
cevre kirlenmesi ve yliksek ilag fiyatlar1 da eklenince, kimyasal miicadeleye
alternatif ¢evre dostu ve daha ucuz miicadele yontemlerine ge¢ilmesi zorunlu hale
gelmistir. Bu yontemlerden en {imit verici, en g¢evre dostu, en ucuzu ve en
stirdiirtilebilir olani ise bir ¢ok gelismis lilkede de uygulanan “Biyolojik Miicadele”
dir

Ulkemizde biyolojik miicadele ¢alismalar1 yeni yeni hiz kazanmaktadir.
Bizim arastirma konumuz olan Beauveria bassiana dogada yiiksek oranda yayilim
gdsteren entomopatojen bir fungus olup biyolojik miicadelede ¢ok sayida zararliya

kars1 basaril1 bir sekilde kullanilmaktadir.

Halen ticari olarak kullanilan entomopatojen ilaglarin ithal oldugu goz
Oniine alinirsa, uygulama bolgelerinde dogal partner olarak yerlesebilen {ilkemiz
mikrobiyotasina ait izolatlarla yapilacak ¢aligmalara Oncelikle gereksinim
duyuldugu agiktir. Ayrica basarili olanlarin sektore tanitilmasi ve kullanilmasini
igeren ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu goz ardi edilmemelidir. Biyolojik miicadele daha
yaygin olarak kulanilabilir hale gelirse, ithal mikrobiyal miicadele ajanlari ile
yapilan uygulamalarda karsilasilan baz1 ekolojik sorunlarin  Onlenmesi
amaclanmaktadir ve bunun sonucunda da ithal edilen iirlinlerdeki ekonomik
kayiplar goz oniine alininca fiyatlandirmada diisiis saglanarak iilke ekonomisine

katki saglanacagi diistiniilmektedir.
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