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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

Pieris brassicae’DEN iZOLE EDIiLEN Serratia ficaria BAKTERISINE AiT
KiTINAZ PROTEINLERININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU VE
VIRULANS ETKISININ BELIRLENMESI

Merve Almula BAKIRDOGEN

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Gézde Biisra EROGLU

Brassicae familyasina ait sebzelerden biri olan lahana hem saglik degerleri hem de ekonomik
degeri bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Baslica zararlis1 olan Pieris brassica ile miicadele i¢in giiniimiizde
kimyasala alternatif yeni ¢oziim arayist dogmustur. Genomda boceklerin dis iskeletlerinin ve bagirsak
epitel dokusunun pargalanmasina sebep olan kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz D genleri bulunmasiyla Serratia
ficaria potansiyel bir biyoinsektisit ajandir. Erzurum ilinde lahana ekili alalardan toplanan Pieris brassicae
larvalarinin aniden toplu olarak oldiikleri gézlemlenmistir. Enfeksiyon sebebini anlamak {izere 16S rRNA
geninin yeni nesil dizilemesi yapilmistir. Analiz sonucuda enfeksiyon nedeninin S. ficaria bakterisi oldugu
anlagilmistir. Bu tez ¢alismasinda, yerel ve etkili S. ficaria entomopatojen izolatinin kitinaz genleri Gibson
klonlama yontemiyle ¢ogaltilarak Kitinaz A, B ve D enzimlerinin {retimi ve saflastirilmasi
gerceklestirilmistir. Ardindan P. brassicae larvalarina Kitinaz enzimleri damlacik yedirme yoéntemiyle
uygulanarak larvalar enfekte edilmistir. Oliim oranlar sirastyla %100, %82 ve %90 olarak belirlenmistir.
En etkili enziminin Kitinaz A oldugu bulunmustur. Kitinaz A enzimiyle yapilan doz denemesi sonucunda
LDso degeri 1095,31 ng/pl ve LTso degeri 2,17 giin olarak tespit edilmistir. Sonug olarak S. ficaria’ya ait
kitinaz enziminin P. brassicae ile miicadelede kullanilabilecek etkili bir potansiyel biyoinsektisit oldugu

belirlenmistir.
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ABSTRACT

MS. Thesis

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF CHITINASE PROTEINS OF
Serratia ficaria BACTERIA iSOLATED FROM Pieris brassicae AND
DETERMINATION OF THEIR VIRULENCE EFFECTS

Merve Almula BAKIRDOGEN

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Gézde Biisra EROGLU

Cabbage, one of the vegetables belonging to the Brassicae family, is very important in terms of
both its health values and economic value. Today, a search for new alternative solutions to chemicals has
emerged to control Pieris brassica, which is its main pest. Serratia ficaria is a potential bioinsecticide agent
due to the presence of chitinase A, chitinase B and chitinase D genes in the genome, which cause the
destruction of insect exoskeletons and intestinal epithelial tissue. It was observed that Pieris brassicae larvae
collected from cabbage cultivated fields in Erzurum province suddenly died en masse. Next-generation
sequencing of the 16S rRNA gene was performed to understand the cause of infection. As a result of the
analysis, it was understood that the cause of the infection was S. ficaria bacteria. In this thesis study, the
chitinase genes of the local and effective S. ficaria entomopathogenic isolate were amplified by the Gibson
cloning method, and the production and purification of Chitinase A, B and D enzymes were carried out.
Then, chitinase enzymes were applied to P. brassicae larvae by droplet feeding method and the larvae were
infected. Mortality rates were determined as 100%, 82% and 90%, respectively. It has been found that the
most effective enzyme is Chitinase A. As a result of the dose trial with Chitinase A enzyme, the LDs, value
was determined as 1095.31 ng/pl and the LTso value was 2.17 days. As a result, it was determined that the
chitinase enzyme of S. ficaria is an effective potential bioinsecticide that can be used in the fight against P.

brassicae.
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1. GIRIS

1. GIRIS

Brassicae (Lahanagiller) familyasinda bulunan sebzeler, saglik ve besin degeri
acisindan oldukca énemlidir. Ozellikle bu familyadan olan lahananmn iilkemiz ve Diinya
tarim arazilerinde yetistiriciligi siklikla yapilmaktadir. Bu nedenle hem diinya hem de
tilkemiz ekonomisi i¢in ciddi bir oneme sahiptir. Diinya genelinde lahana grubu
sebzelerin yillik iiretimi yaklagik 71.000.000 tondur. 2022 yih TUIK verilerine gore
lilkemiz tarim arazilerinde lahana tiirleri 47.000 ha alanda 964.296 ton iiretilmektedir
(Olmez vd 2021).

Lahanagiller tim diinyada temel gida maddesi olarak kabul edilmektedir.
Brassicae veya hardal ailesi, diinya ¢apinda dagilan yaklasik 338 cins ve yaklagik 3.709
tiirden olugan monofiletik bir gruptur. Ekonomik a¢idan énemli pek ¢ok siis ve mahsul
tirtinii (sebzeler veya endiistriyel ve yemeklik yag kaynaklari, yem ve c¢esniler)
icermektedir (Al-Shehbaz et al. 2006). Brassicae familyas1 sebzeleri diinya ¢apinda genis
bir dagilima sahiptir ve Antarktika hari¢ tiim kitalarda bulunabilmektedir (Ramirez et al.
2006).

Brassicae tiirleri sadece insan ve hayvan tiikketimi icin yiiksek yag ve protein
icerikleriyle taninmakla kalmaz, ayn1 zamanda vitaminler, mineraller, karbonhidratlar,
amino asitler ve farkli fitokimyasal gruplar1 da icermektedirler. Igerdikleri
fitokimyasallar, Brassicae familyasi sebzelerinin bildirilen antioksidan, antikanserojenik

ve kardiyovaskiiler koruyucu aktivitelerine katkida bulunmaktadir (Jahangir et al. 2009).

Ulkemizde vyetistirilmekte olan lahana tiirleri ise bolgesel olarak farklilik
gostermektedir. Karadeniz bdlgesinde yogun olarak yaprak lahana (Brassice oleraceae
var. acephala) yetistirilirken, Dogu Anadolu’da beyaz bas lahana (Brassice oleraceae
var. capitata), bati ve giiney bolgelerine bakildiginda siklikla kirmizi bas lahana

(Brassice oleraceae var. rubra) yetistirildigi goriilmektedir (Bekircan 2012) .

Birgok zararli ve hastalik etmeni gerek tarim ve ekonomi gerekse saglik ve besin
degerleri agisindan oldukca 6nemli olan lahana tiirlerinin {iretim, iiriin kalite ve veriminde

diisiise neden olmaktadir. Bu zararli etmenler temel olarak iki gruba ayrilarak abiyotik ve
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biyotik etmenler olarak siniflandirilmaktadirlar. Lahana yetistiriciligine olumsuz etki
eden biyotik etmenlerin baslicas1 pest olarak adlandirilan zararli boceklerdir. Bu

familyanin en 6nemli zararlilar1 Lepidoptera takiminda yer almaktadir.

Biiyiik lahana kelebegi, Pieris brassicae lahana iiretimi ve iiriin kalitesini ¢ok
olumsuz etkileyen ciddi bir zararlidir. Ulkemizin yani sira Diinya genelinde de lahana
tirlerinin yan1 sira karnabahar ve brokoli zararlis1 olarak kaydedilmigtir. Ayrica salgam,
turp ve hardala da saldirmaktadir. Istila ettikleri bitkinin yaprak, dal, tohum gibi tiim
kisimlarin1 yiyerek ekonomik agidan ciddi zararlara neden olmaktadirlar (Sharma and

Gupta 2009).

Biiyiikk lahana kelebegi, istila ettigi bitkinin yapraklarinin tiiketebilecegi
kisimlarinin tamamini tiikettikten sonra beslenmesine devam etmek icin alandaki diger
bitkilere yayilmakta ve hizli bir sekilde alanin biiylik bir kismindaki bitkilere zarar
vermektedir. Yapraklarim1 kaybetmis olan lahana bitkileri gelisimleri icin ihtiyag
duyduklart1 151k ve nem gibi hayati unsurlardan mahrum kalarak gelisimi
tamamlayamamaktadir. Bunun sonucu olarak lahana tiirleri {retimlerinde ciddi

miktarlarda yillik tiriin kayiplari meydana gelmektedir.

Hem Diinyada hem de iilkemizde biiyiik lahana kelebeginin neden oldugu zararin
Oniine gegmek igin biiyiik miktarda emek, zaman ve maddi gii¢ harcanmaktadir. Lahana
tirlerinin  yetistirilmesinde zararli boceklerle miicadele etmekte de diger tarim

ariinlerinde oldugu gibi kimyasal insektisitler olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir.

Pestisitler, bitkileri zararlilardan, yabani otlardan veya hastaliklardan korumak
icin esas olarak tarimda kullanilan maddeler veya madde karisimlaridir. Pestisitler,
mantar Oldiiriiciiler, herbisitler, kemirgen oldiiriiciiler ve bitki biliyiime diizenleyicileri
tipik Orneklerdir. Pestisitlerin bircogu saglik ve ¢evre sorunlari ile yakindan
iliskilendirilmistir. Bu nedenle bazi pestisitlerin tarimsal kullanimi terk edilmistir.
Pestisitlere maruz kalma, ciltle temas, yutma veya soluma yoluyla olabilmektedir (Onaran
vd 2000). Pestisit tiirii, maruz kalma siiresi ve yolu ve bireysel saglik durumu olasi saglik
sonuclarinda belirleyici faktorlerdir. Bir insan veya hayvan viicudunda, pestisitler viicut

yagida metabolize edilebilmekte, atilabilmekte, depolanabilmekte veya biyolojik olarak
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birikebilmektedir. Kimyasal pestisitlerle iliskilendirilen sayisiz olumsuz saglik etkisi,
diger etkilerin yan1 sira dermatolojik, gastrointestinal, ndrolojik, kanserojen, solunum,
tireme ve endokrin etkileri icermektedir. Ayrica, pestisitlere mesleki, kazara veya kasith
olarak yiiksek diizeyde maruz kalma, hastaneye yatis ve 6liimle sonuglanabilmektedir.
Genellikle uygulanan konsantrasyonlar yasal olarak belirlenmis gilivenli seviyeleri
asmamaktadir. Bununla birlikte, bu "gilivenli sinirlar" sinerjistik etkilere sahip olabilecek
iki veya ikiden fazla kimyasal maddeye ayni anda maruz kalma durumunda oldugu gibi
ciddi saglik riskleri yaratabilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda insanlarda anne siitii
orneklerinde pestisit kalintilar1 tespit edilmistir. Bebeklerde dogum 6ncesi anne karninda
maruz kalma ve ileri donemdeki ¢ocuklarda saglk etkileri hakkinda endiseler ortaya

cikmistir (Eroglu 2020).

Bunlara ek olarak kimyasal pestisit kullaniminin sinirlandirici sonuglarindan bir
digeri ise zamanla gelismis olan direngtir. Tarim zararhlarina 6zellikle de kontrolsiiz
uygulanan kimyasal pestisitler zaman igerisinde boceklerde diren¢ mekanizmasinin
gelismesine neden olmustur. Bahsedilen bu direng gelisimi sonucu uygulanan yasal
kimyasal pestisit miktar1 ne yazik ki zararlilar1 6ldiirmemekte bu nedenle iireticilerin daha
fazla kullanmasma neden olmaktadir. Bu durum bir kisir dongiiyli dogurarak direngle
artan kimyasal pestisit uygulamasi sonucu daha fazla diren¢ gelisimi meydana
gelmektedir. Kazanilan bu diren¢ mekanizmas: yeni dogacak bocek nesline de
aktirilmaktadir. Yeni dogan larvalar dogal olarak direncle geliserek ileri evrelerde de

kimyasal pestisitlerden etkilenmemektedir (Ozcan 2010).

Kimyasal ilaglarin, zamanla boceklerde direng olusturmasiyla birlikte hedef
organizmaya 6zgii olmadiklar i¢in yararli boceklerin 6lmesine sebep olmasi artan talebe
neden olarak gdosterilebilir. Ayrica uygulama sonrasinda toprakta birikerek, havaya ve
suya karigarak, insan sagliginin yani sira bitkilere ve diger omurgali canlilara da zarar

verdigi bilinmektedir (Eroglu 2020).

Kimyasal pestisitlerin kullanimin neden oldugu bu ciddi saglik tehditlerinin yan1
sira ig giicii ve ekonomik ylikii gbz oniline alindiginda, bir siiredir tarimda kimyasal
pestisitlerin kullaniminda ciddi bir azalmay iceren yeni bir konsepte olan acil ihtiyag

giindeme gelmistir (Nicolopoulou-Stamati et al. 2016). Tarim zararlilarini kontrol etmek
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icin kimyasal iriinlere alternatif olarak kullanilan c¢evre dostu entomopatojenik
mikroorganizmalara olan talep bu dogrultuda giin gegtikge artmaktadir. Giiniimiizde
mikrobiyal biyopestisitlere olan ilgi, gidalarda kimyasal icermeyen kalintilara yonelik
toplumsal, hiikiimetsel ve pazar odakli talepler, kimyasal pestisitlere bagimliligin
azalmasi ve organik tarimin artan biiyiimesi ile diinya ¢apinda biiyiik bir ivme kazanmistir

(Mascarin and Jaronski 2016).

Alternatif miicadele yontemlerinden hem insan ve ¢evreye karsi zararl etkilerinin
hem de maliyetinin minimum diizeyde olmasi beklenmektedir. Bu nedenle son
zamanlarda biyolojik insektisit gelistirilmesi iizerine yapilan ¢alismalar daha fazla 6nem
kazanmistir. Bu calismalarda zararli bocekleri dogal sekilde hasta edecek ve ekonomik

zarar esiginin altina diistirecek etmenler {izerinde durulmaktadir.

1.1. Pieris brassicae L. (Lepidoptera: Pieridae) (Biiyiik Lahana Kelebegi)

Pieris brassicae L.; hayvanlar (Animalia) alemi, eklem bacaklilar (Arthropoda)
subesinde yer almaktadir. Biiyik Lahana Kelebegi ismiyle taninan bu tiir, bocekler
(Insecta) sinifindaki pul kanatlilar (Lepidoptera) takimina aittir ve Pieridae familyasinin

Pieris cinsinin i¢inde bulunmaktadir (Bekircan 2012).

Alem: Hayvanlar (Animalia) Altalem: Bilateria

Sube: Eklem bacaklilar (Arthropoda) Alt Sube: Hexapoda
Smif: Bocekler (Insecta) Altsiif: Dicondylia

Usttakim: Panorpida

Takim: Pul kanatlilar (Lepidoptera)

Familya: Pieridae

Altfamilya: Pierinae

Cins: Pieris

Tur: Pieris brassicae



1. GIRIS

1.1.1. Biyolojisi

Kanatlar1 kremimsi beyaz renktedir. Ust kanadin 6n kenarinin dis kdsesinden
itibaren asag1 kisma inen yarim daire seklinde siyah bir leke yer almaktadir. Ek olarak
disilerde 6n kanatlarin ortasina dogru 2 siyah yuvarlak sekilde leke vardir. Erkeklerde ise
alt kanatlarin {lizerinde kiiciik siyah leke vardir. Yumurtalar birakildiklar ilk donemde
acik sar1 renkte olup, daha sonra koyulagarak limon sarisi rengine doniigmektedir.
Yumurtalar grup olarak, birbirine paralel siralar halinde dizili bulunmaktadir. Uzerlerinde
12 sira ¢izgi yer almaktadir. Bu ¢izgiler yumurtanin {ist ucunda birlesir. Ayrica
yumurtalar kendi aralarinda enine yer alan ¢ok sayida ¢izgiler ile baglanmistir. Larvalarin
yumurtadan ¢ikist yaklagik 6-10 giin slirmektedir. Larvalar yumurtadan ¢iktiklarinda
sarims1 renklidir. Bas bolgesi koyu renk ve 1 mm uzunlugundadir. Yumurtadan ¢ikan
larvalar koloniler halinde bitkinin yapraklar1 {izerinde bulunur ve yapraklar yiyerek
beslenirler. Koloniler ikinci gdmlek degisimi sonrasinda dagilir. Ardindan 4 veya 5 larva
gruplarn seklinde beslenmeye devam ederler. Larva olgunlastiginda 4-5 cm boyuna erisir.
Yesil-gri renkli viicut ve siyah basa sahiptir. Viicut bolgesinde uzunlamasina yer alan ti¢
sar1 renkli ¢izgi vardir. Karm kismi ise sirt bolgesine kiyasla agik renklidir. Ayrica karin
bolgesinde siyah beneklere sahiptirler. Lahana kelebegi pupalarinin gogiis bolgesi bir
yere baglh sekilde bulunmaktadir. Pupalarin boyutu 3 cm olup ¢ok sayida kosesi vardir.

Yesil renklidir ve tizerinde siyah-sar1 lekeleri vardir (Anonim 2008).

Biiyiik lahana kelebekleri kis mevsimini pupa donemine girerek gecirmektedir.
Ulkemizde pupa evresinden sonra ergin kelebek cikisi bolgelere ve bolgelerin iklim
sartlarma gore farklihk gostermektedir. Iklimi diger bolgelere kiyasla daha iliman olan
ege bolgesinde subat aymin son yarisinda pupadan ergin ¢ikist gézlenmektedir. Ege
bolgesine kiyasla daha soguk diger bolgelerimizde erginlerin ¢ikisi nisan ayini
bulmaktadir. Yine ergin c¢ikist gibi dol sayist da iklime bagl olarak farklilik

gostermektedir. Ulkemiz iklim kosullarinda ise 2-6 dol vermektedir (Anonim 2010).

Larvalar ileri evrelerde gelisimini tamamladiktan sonra, bulunduklar bitkiyi terk
etmekte, cevredeki aga¢ govdeleri ya da cesitli bitkisel atiklarin iizerinde pupa
olmaktadir. Biiyiik lahana kelebegi pupalart bulunduklar yerde gdgiis bolgelerinden
zemine tutunmaktadir. Pupa donemini tamamlamalar1 ise yaklasik 10-15 giin

stirmektedir. Biiyiik lahana kelebeklerinin hayat dongiileri larvalarin yumurtadan ¢ikisi
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ile baslamaktadir. Yumurtadan ¢ikan biiylik lahana kelebegi larvalari, konak bitkinin
iizerinde beslenmeye baslarlar ve 20 giin sonunda uygun yeri bularak metamorfoz
slirecini gecirecegi pupa evresine girmektedirler. Pupa evresindeki degisim siirecini
tamamlamalart 20 giin kadar siirer. Pupa evresini tamamladiktan sonra kelebek halinde
kozadan ¢ikmaktadirlar. Kelebek olarak ise yaklasik 1-2 ay yasamaktadirlar (Sekil 1.1 ve
Sekil 1.2). Ergin bireyler yumurta biraktiginda yasam dongiisii tekrar baslamaktadir
(Bekircan 2012).

Sekil 1.1. Pieris brassicae 'nin yasam dongiisii (Papazian 2017)



1. GIRIS

Sekil 1.2. P. brassicae larvasinin yumurtadan ¢ikmasindan itibaren kelebek olana kadar
larva evreleri. a) yumurta, b) 1.donem, c) 2.dénem, d) 3.donem, ¢) 4.dénem ve
f) pupaya girmeden onceki son evre 5.donem larva.

1.1.2. Zarar sekli, ekonomik 6nemi ve yayilisi

Biiyiik lahana kelebegi bitkilere larva evresinde zarar vermektedir. Yumurtadan
cikiglarini takip eden iki evrede larvalar bitki yapraklarinda toplu sekilde yer almaktadir.
Bitki yapraklarindaki damar aralarin1 kemirerek beslenmektedir. Sonraki larva
evrelerinde ise bitkinin tamamima dagilarak beslenmeye devam etmektedirler. Bitki
yapraklarinin kalm damarlar diginda tamamini yerler. Larva istilast sonucunda yogun

zarara ugramis alanlardaki bitkiler ¢alilagmis bigimde goriinmektedir (Sonmez 2015).

Larvalar beslenme sonrasi bitki yapraklarini digkilar ve yagmurun etkisiyle bu
digkilar bitkilerin ortasinda birikmektedir. Bu da bitkinin cazip halde olmamasi ve
yenemez duruma gelmesine sebep olur. Bodylece larvalar hem bitki yapraklarini
kemirerek zarar verirken hem de bitkinin kirlenmesine neden olmaktadir. Bunun
sonucunda ise bitkilerde iiriin kayiplar1 yasanmakta ve bitkinin ekonomik degeri

diismektedir.
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Biiyiik lahana kelebegi larvalan bitkilerin yapraklarini yiyerek birincil biiyiik
zararlar1 olusturmaktadir. Bununla kalmayip ayni zamanda salgam kirisiklik ve salgam
sart mozaik viriisii gibi virlis hastaliklarmin vektorliigiinii yaptiklar1 bilinmektedir

(Anonim 2010).

Biiyiik lahana kelebegi polifag beslenme sekline sahip olmasi nedeniyle hem
iilkemizde hem de diinya genelinde bir¢ok sebzenin iiretiminde biiyiik zarar ve kayiplara
sebep olmaktadir. Zararlis1 oldugu sebze tiirlerinin yillik tiretiminde yaklasik %40 kadar
tirlin kayiplarina neden oldugu kaydedilmistir (Arshad and Parvez 2007).

Biiyiik lahana kelebegi, diinya geneline bakildiginda Ingiltere, Cin, Afrika giiney
sahilleri ve Sili dahil olmak iizere genis alana yayilim gostermekte ve {iretimi
sinirlandirmaktadir. Larvalar ayni ekili arazide bir bitkiden digerine gegerek yakin
bolgelere hizla yayillmaktadir. Ayni1 zamanda ergin bireyler daha uzak alanlara topluca
goc edebilmekte ve bunun sonucunda ise genis alanlara yayilarak hizla iiriinleri istila

edebilmektedir (Bekircan 2012).

1.1.3. Miicadele yontemleri ve dogal diismanlar

Diger tarim bitkilerinde oldugu gibi, Brassicae familyasma ait sebzelerin
tiretimlerinde verim ve kalitenin arttirilmasi i¢in, giibreleme, sulama gibi bazi tarim
teknikleriyle beraber hem hastaliklar hem de zararlilarin tespiti ve miicadelesi oldukca

Onemlidir.

Hem iilkemizde hem de diinya genelinde P. brassicae ile miicadelede bir¢ok farkli
cesit kimyasal insektisit yaygin olarak kullanilmaktadir (Cizelge 1.1). Kimyasal pestisit
kullanim1 zararlilarla miicadelede her zaman basarili olamamakta ve Brassicae
sebzelerinin yapraklari ve ¢icekleri gibi ilaca direkt temas eden kisimlan tiiketildigi i¢in
baslica insan sagligina zarar vermektedir. Ek olarak kalint1 birakarak ¢evreyi kirletmekte
ve hedef organizmaya yonelik olmadigi i¢in ¢evrede yasayan diger canlilarin da 6liimiine

neden olmaktadir (Tozlu vd 2002).
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Sebzelerin belirlenen standartlar dogrultusunda son ilaglama ile hasat zamani
arasinda ge¢mesi gereken uygun siire iireticiler tarafindan dikkate alinmamaktadir. Bunun
sonucunda insan ve ¢evre sagligi acisindan dogru siklik ve miktardan daha fazla kimyasal
pestisit uygulamas: yapilmaktadir. Kimyasal pestisitlerin uzun vadede bu yanlis

kullaniminin zararlinin diren¢ mekanizmalari gelistirmesi ile sonuglandig1 bilinmektedir.

Kimyasal pestisit kalintilart igeren bu {riinlerin piyasaya sunulmasi ile dogrudan
insan tiiketiminin sonucu olarak kronik zehirlenme vakalar1 basta olmak tizere baska pek
cok saglik sorunlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebepler géz oniine alindiginda son yillarda
sebze zararlilar1 ile miicadelede kimyasal pestisitlere alternatif olacak ¢esitli yontemlerin

tespiti onem kazanmis ve aragtirmalara agirlik verilmistir (Akdagcik 2010).

Pieris brassiae’nin dogal diismanlarindan biri ise Pieris brassiace graniiloviriis
olarak adlandirilan bakiiloviriis ailesine ait bir viriistir. Bakiiloviriisler, boceklerde
hastalik olustururlar ve boceklerin 6liimlerine neden olurlar. Viriislerin etrafinda yer alan
protein Ortiiye ek farkli bir protein yap1 olan inkliizyon cisimcigi i¢ine gomiilii sekilde
bulunmaktadir. Bakiiloviriisler larvalar tarafindan agiz yolu ile tiliketildiginde
enfeksiyona neden olur. Omurgali canlilarda ise enfeksiyona neden olmazlar. Konak
spektrumlar1 dardir. Larvalar tarafindan viriisiin agiz yoluyla tiikketiminin ardindan orta
bagirasaktaki uygun pH ile inkliizyon yapilarindan kurtularak enfeksiyonu baslatirlar.
Kitin yapidaki peritrofik membrani parcalarlar. Orta bagirsak epitelini gectikten sonra
enfeksiyon hizla tim viicuda yayilir ve siireg kisa siirede larva Olimii ile
sonuglanmaktadir (Eroglu 2020). Pieris brassicae graniiloviriisii biyolojik miicadelede
yiiksek kullanim potansiyeline sahip olmasina ek doga sartlarina dayanimi agisindan

zayiftir.
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Cizelge 1.1. Kimyasal insektisitler ve formiilasyonlar1 (David 1978)

Etken Madde Formiilasyon Miktar
Bromophos 360 g/l SIVI 100 ml
Carbaryl %5 TOZ 3 kg/da
Carbaryl %50 TOZ 200 g/da
Chlorpyrifos Methyl 227 g/l SIVI 150 ml
Diazinon 185 g/l SIVI 200 ml/da
Dichlorvos 550 g/l SIVI 200 ml/da
Fenitrothion %3 TOZ 3 kg/da
Fenitrothion %40 TOZ 200 g
Malathion %25 TOZ 400 g/da
Malathion %5 TOZ 3 kg/da
Malathion 190 g/l SIVI 500 ml/da
Malathion 650 g/l SIVI 170 ml/da

Mekanik miicadele teknikleri tarim zararlilariyla miicadelede kimyasal
miicadeleye alternatif tekniklerden biri olarak gdsterilebilir. Bu yontem biiyiik lahana
kelebegi yumurtalarinin ve larvalarmin alanlarda toplu sekilde bulunmasindan
faydalanilarak toplanip imha edilmesi yoluyla uygulanmaktadir. Bu yontemin yiiksek is
giici ve zorlugu nedeniyle ozellikle genis tarim arazilerinde uygulanabilirligi cok
siirhdir. Uygulanabilirligi, hedefe yonelik olmasi ve kalintt birakmamasi gibi birgok
avantajlar1 diisliniildiigiinde “Biyolojik Miicadele” ¢evre ve saglik acisindan giiniimiizde

en verimli miicadele yontemidir.

Son yillarda yapilan arastirmalar ile biiyilik lahana kelebeginin yumurta, larva ve
pupa donemlerinde c¢ok sayida paraziti, parazitoidleri ve patojenleri oldugu
kesfedilmistir. Boylece biyolojik miicadele yontemleri ile ilgili ¢aligmalara yonelim

artmistir.

Biyolojik Miicadele, zararlilarin bazi bitkiler ve diger canli organizmalarin

yardimu ile ilgili zararlmin ekonomik zarar esiginin altinda tutulmasidir (Oztemiz 2008).
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Larva, pupa ve yumurta parazitoidleri, nematodlar, bazi mikrosporadia ve
entomopatojenik bakteriler biiyilik lahana kelebegi ile miicadelede halihazirda kullanilan
ve kullanilma potansiyeli olan biyolojik miicadele ajanlaridir. Simdiye dek Cotesia
rubecula, Cotesia glomeratus, C. nothus, Exorista larvarum, Exorista segregata,
Allothrombium sp, A. glomeratus, Chrysoperla carnea, Chelonus oculator, Pontia
dablidice, Phryxe vulgaris, Hyposoter didymator, Hyposoter ebeninus tiirleri larva

parazitoidleri olarak literatiirde tanimlanmistir (Bekircan 2012).

P. brassicae’ya kars: etkili Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae tiirii
funguslara ait lipaz, proteaz ve kitinaz aktiviteleri tespit edilmistir (Dhawan and Joshi

2017).

Steinernema carpocapsae tiirii ise entomopatojenik nematot olarak literatiirde
aragtirmada yer almakta ve biiylik lahana kelebegi ile miicadelede potansiyel

biyoinsektisit olarak tanimlanmaktadir (Kasi et al. 2021).

Biiyiik lahana kelebegine karsi kullanilma potansiyeli tespit edilmis ve hastalik
olusturdugu bilinen entomopatojenik bakteri tiirleri de mevcuttur (Yaman ve Demirbag
2000). Bunlar; Bacillus spp. suslari, Micrococcus sp., Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa,ve Xanthomonas campestris tiirleridir (Sewak et. al. 2021)

1.2. Kitinaz Enzimi

Kitin, birgok canli organizma tarafindan iiretilen 6nemli bir dogal polisakkarittir ve
selilozdan sonra en bol bulunan ikinci karbon polimeri olarak kabul edilir.
Eklembacaklilarin dis iskeletinde, mantar hiicre duvarlarinda ve yengegler, karidesler,
istakozlar, diatomlar, nematodlar, kabuklular ve diger omurgasizlar gibi diger bircok
canli organizmada bulunan ve esas olarak gii¢lendirme ve takviye maddesi olarak gorevli
yapisal bir polimerdir (Williams et al. 2022). Ayrica bocek bagirsaklari peritrofik
membran olarak adlandirilan koruyucu bir zarla kaphdir. Kitin ise bir¢ok bdcegin
bagirsagimi kaplayan koruyucu kilif olan peritrofik zarin ana bilesenidir. Bu membran,
bdceklerdeki bagirsak epitelini hem fiziksel hasar hem de patojenlere kars1 koruyan bir

bariyer gorevi gormektedir. Boceklerin orta bagirsaginin epitel dokusu onlar i¢in

11
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hayatidir. Bocek beslenmesi, peritrofik membran tarafindan korunmaktadir. Bu bariyer
kitinazlar tarafindan kolayca parcalanabilir. Bu bariyerdeki bozulma nedeniyle bocek
beslenmesi durdurulabilmekte ve epitel savunulamaz hale gelebilmektedir. Bu durumun

sonucu ¢ogunlukla béceklerde 6liimdiir (Bahar vd 2012).

CHs3
OH 02(
\ NH
HO O 43

O:< OH

CHs n

Sekil 1.3. Kitin molekiiliiniin formiilii (Sreeraman et al. 2016)

Kitinazlar, yukarida bahsedilen c¢esitli canlilar tarafindan iiretilen her yerde
bulunan bir polimer olan kitinin par¢alanmasini katalize etmektedir. Tipta, tarimda, gida
ve ila¢ endiistrilerinde ve cevre yoOnetiminde giderek daha fazla ilgi gérmektedir.
Endiistriyel olarak faydali {iriinlerin iiretimi i¢in kitinin par¢calanmasindaki ve mantar
patojenleri ile bocek zararlilarinin kontroliindeki rolleri, onlar1 bu tiir amaglar i¢in ilgi
¢ekici kilmaktadir (Kumar et al. 2022). Kitinaz enzimi kitinin monomerlerine hidrolizini
kataliz etmektedir. Kitinazlar, kristalin polisakkaritlerin parcalanmasinda oynadiklar
anahtar rollerden dolay1 faydali pratik uygulamalara sahip enzimler arasindadir. Protein
mithendisligi ¢calismalar icin cazip kilan ilging 6zelliklere sahiptirler ve arastirmacilar
arasinda giderek artan bir ilgi gérmektedirler. Kitinazlar, seliillozdan sonra bol miktarda
bulunan ve mantar hiicre duvarlarinin, boceklerin dis iskeleti ve bagirsak duvarinin
yapisal c¢ergevesinin ana bileseni olan kitin (C8H130O5N)n'deki B-1—4-baglarinin
bozunmasini kataliz etmektedir. Bu enzimler, Metarhizium
anisopliae gibi mantarlar, Bacillus ~ cereus, Bacillus pumilus ve Serratia  cinsi
bakteriler tarafindan dogal olarak sentezlenmektedir (Oyeleye and Normi 2018). Bir dizi
saprofitik bakteri ve mantarin yani sira mikoparazitik ve entomopatojenik mantarlar,
farkl roller oynayan kitinazlar liretmektedir. Kitinolitik enzimler, bitki patojenlerinin ve

bocek zararlilarmin biyolojik kontroliine 6nemli dl¢lide katkida bulunmaktadir. Kitinaz
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enzimi giiniimiizde biyoteknolojik olarak 6nem kazanmaya baglamistir. Son yillarda,
kitin pargalayic1 enzimler, insan saghg ile ilgili arastirmalarda yiiksek maliyetli, diisiik
hacimli iirlinler olugturmaktadir. Ayrica kitinazlar tarimda bitki patojeni mantarlar1 ve
bocekleri kontrol etmek i¢in oldukga yiiksek potansiyele sahiptir. Kitinazlarm 6zellikle
tarim i¢in yiiksek hacimli, diisiik maliyetli bir {iriin olarak kullanilabilmesindeki basari,
makul bir maliyetle oldukga aktif preparasyonlarin iretimine baglidir. Bu nedenle,
kitinolitik enzimlerin uygulamalarda, 6rnegin biyokontrol uygulamalarinda, konak-
patojen etkilesimi, kitinin pargalanmasinin farkli mekanizmalari ve degisen 6zgiilliiklere
sahip yeni enzimlerin tanimlanmasi, onlar1 yakin gelecekte cesitli ticari uygulamalari i¢in

daha yararl hale getirebilir.

Bacillus, Serratia, Pseudomonas, Streptomyces ve Aeromonas cinsi bakteriler
siklikla toprakta bulunur ve kitin atiklariin geri doniisiimii i¢in potansiyel olarak uygun
enzim kaynaklaridir. Kitinolitik bakterilerin ¢esitliligi zengindir ve farkli kitinazlar igin

kesfedilmemis birkag kiiltiirlenebilir kaynak olasiligi mevcuttur (Aggarwal et al. 2015).

Dogada ti¢ farkl kitin kristal formu bulunur,

(1) Giiglii hidrojen bagina ve antiparalel zincirlere sahip en bol bulunan ek olarak
daha kompakt olan a-Kitin,

(11) Molekiiller aras1 zayif paralel zincirlere sahip nadir ve gevsek bir sekilde
paketlenmis olan B-Kitin

(i)  Son olarak paralel ve antiparalel zincirlerin bir karigimma sahip y-Kitin.

Ayrica kitinolitik enzimler, glikosil hidrolaz (GH) aileleri 18, 19 ve 20 olarak
siniflandirilmaktadir (Yaman ve Demirbag 2000). Bakteriyel kitinazlarin boyutlari 20 ila
60 kDa arasinda degismektedir. GH 18 kitinaz ailesi, bakteriler, mantarlar ve boceklerde
karakterize edilmistir. Bunlar, gelisimsel islevler veya savunma mekanizmalar1 olarak
kitini parcalamak icin birden fazla ¢esitli kitinaz enzimlerinin sinerjistik olarak
salgilandigi olduk¢a verimli bir kitin hidroliz mekanizmasi gelistirmistir. Bu sinerjistik
ozellik, Ozellikle dort adede kadar Kkitinolitik enzim treten Serratia marcescens'te
deneysel olarak kanitlanmistir. Bakteriyel kitinazlar, A ve B alt ailelerine ayrilmaktadir.

Bu gruplar, yalnizca A alt ailesinde bulunan bir kitin yerlestirme alaninin varliginda

13



1. GIRIS

farklilik gostermektedir. GH 18 ailesine ait kitinazlari tireten bakteriler, Serratia, Vibrio,
Bacillus, Chromobacterium ve Yersinia cinslerini igermektedir. Cogu kitinaz enzimi yine
A, B ve C olmak iizere li¢ alt aileye ayrilan GH 18 ailesine girmektedir. A alt ailesi,
katalitik alanda a + B ekleme alanini igerirken, B ve C alt ailelerinde bu alan yoktur
(Oyeleye and Normi 2018). S. marcescens gibi bazi Serratia tiirleri tarafindan
sentezlenen o kitinaz enzimlerinden bir digeri Kitanaz D’dir. Kitinaz D de GH 18 ailesine
aittir. Kitinaz D diger kitinaz enzimleri gibi tarimsal biyolojik ve ¢evresel uygulamalar

icin kullanilma potansiyeline sahiptir (Vainkuntapu et al. 2016).

Kitinazlar 3 enzim kompleksi ihtiva etmektedir. Bunlar endokitinazlar,
ekzokitinazlar ve kitobiazlardir. Bu 3 grupta siniflandirilan kitinazlarin kitin ve kitin
tirevlerini pargaladiklar1 bilinmektedir. Endokitinazlar kitin polimerlerini igten
parcalamaktadir. Ekzokitinazlar ise kitobiozu bir ugtan salarak islev gormektedirler.
Beta-Nasetil glikozaminidaz N-asetil glikozamin monomerlerini kitinden ¢ikarir ve
kitobiaz da kitobiozu N-asetil glikozamine hidroliz etmektedir. Kitinazlar ¢ok sayida

mikroorganizma tiirleri tarafindan sentezlenmektedir (Kuzu 2008).

Serratia tiirii bakteriler tarafindan tretilen kitinazlar, en etkili kitinazlardir. Bu
tirtin birka¢ susunun, Chit-A, Chit-B, Chit-C1, Chit-C2 (Chit-C1 iizerinde proteolizin
sonucu), CBP21 (varsayilan kitin baglayic1 protein) ve Chit-D (transglikosile edici
kitinaz) gibi GH 18'e ait farkli tipte kitinazlar iirettigi bilinmektedir (Dawid 1978).
Serratia tiirleri pek ¢ok farkli kaynaktan izole edilmektedir. Cizelge 1.2’de Serratia
tirlerine ait izolasyon kaynaklar gosterilmektedir. Serratia tiirleri iginde konak

spekturumu en genis olan Serratia marcescenst’tir (Williams 2022).
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Cizelge 1.2. Serratia’ya ait her tiirlin sik goriilen izolasyon kaynaklari
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Kitin insanlarda ve bitkilerde bulunmamaktadir. Simdiye dek memelilerin kitini
sentezledigi ya da onu bir besin maddesi olarak metabolize ettigi bilinmemektedir. Buna
karsm insan genomu GH 18 ailesi iiyeleri olarak siniflandirilan proteinler i¢in kanitlanmis
sekiz geni kodlamaktadir. Protein ailesi, kitinazlarin yani sira kitolektinler olarak
adlandirilan homolog proteinleri de igerir. Bunlar hidrolitik enzim aktivitesi i¢in gereken
bir protonu veren, ancak oligosakarit baglanmasinda ve genel {i¢ boyutlu yapida yer alan
yiiksek oranda korunmus rezidiileri koruyan anahtar aktif bolge glutamat reziidiilerinden
yoksundur._Insan genomu tarafindan kodlanan GH 18 proteinlerinden iicii enzimatik
aktivite  gOstermistir.  Bunlar:  asparajine  bagh  glikoproteinlerin  lizozomal
parcalanmasinda aktif olan di-N-asetilkitobiaz; aktive edilmis makrofajlar tarafindan
iiretilen ve Gaucher hastalig1 olan hastalarin kan serumunda oldukea yiiksek diizeyde
yikselen vezikiiler ve salgilanan bir protein olan kitotriosidaz; ¢ogunlukla
gastrointestinal sistem ve akcigerde eksprese edilen asidik memeli kitinaz (AMCase) ve
yakin zamanda astimin aeroallerjen modelinde Th2 yardimci hiicreler tarafindan
indiiklendigi gosterilmistir. Ug insan geni (OVGP1, CHI3L1 ve CHI3L2), iltihaplanma
ve/veya gelisgme sirasinda doku yeniden sekillenmesinde rol oynamasi muhtemel
kitolektinleri kodlar. OVGP1 geni, Ostrojene yanit olarak yumurta kanali epitel hiicreleri
tarafindan salgilanan biiyiik bir glikoproteini kodlar. Insan GH 18 proteinlerinin ¢ogunun
biyolojik fonksiyonlar1 heniiz tanimlanmamistir. Buna ragmen, memeli proteinleriyle

ilgili son veriler, bunlarin mantarlara veya diger patojenlere kars1 savunmada,
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iltihaplanma ve yeniden sekillenme siireclerinde 6ne ¢ikan rollerine isaret etmektedir

(Aggarwal et al. 2015).

GH 18 ailesi viriislerden, bakterilerden, mantarlardan ve hayvanlardan elde edilen
kitinazlarm yan1 sira bitkilerden elde edilen smif III ve V'i de icerir. GH 19 kitinazlar
cogunlukla bitkilerde (smif I, IT ve IV), nematodlarda ve baz1 bakterilerde tanimlanir.
Kitin iretmeyen bazi bakteri tiirleri ve bitkiler, ¢ziinmeyen kitinin metabolize edilebilir
besin kaynaklarina doniistiiriilmesi ve patojenlere kars1 savunma i¢in sirasiyla kitinazlar

kullanir (Dikbas vd 2023).

Bahsedildigi lizere cesitli mikroorganizmalar tarafindan salgilanan enzimlerden
biri olan Kitinaz, boceklerin viicut duvarlarinda, peritrofik matrislerinde, tiikiiriik
bezlerinde, soluk borusunda, yumurta kabuklarinda ve kas baglanma noktalarinda
bulunan kitini pargalayabilir. Kitinin bazi mikroorganizmalar ve kitinolitik enzimler
tarafindan pargalanmasi, dis ylizeylerinde polimer iceren patojen ve haserelerde ciddi
zararlara ve hatta 6liime neden olmaktadir. Bu baglamda, kitinolitik mikroorganizmalar
ve enzimler, tarimda biyokontrol ajanlar1 ve patojen diismalari olarak hasat sonrasi
zararlilarin kontroliinde ve diger bircok biyoteknolojik uygulamada oldukga yiiksek
potansiyele sahiptir (Chavan and Deshpande 2013).

Kitinazlar, kitin icermeyen bitkiler, bakteriler, viriisler ve omurgalilar gibi ¢esitli
organizmalarda ve ayrica mantarlar, bdcekler ve kabuklular gibi kitin igeren
organizmalarda eksprese edilmektedir. Bu organizmalar onlar ¢esitli fizyolojik islevler
icin iiretmektedir. Bakteriler, dogada kitin bozunmasinda 6nemli dlgiide yer alir, biiylik
Ol¢iide biyojeokimyasal geri donilisiime katkida bulunur ve ekosistemde karbon ve
nitrojen arasindaki dengeyi korumaktadir. Bakterilerde kitinaz {iretimi, ozellikle
entomopatojenik bakteri tiirlerinde viriilansin gdstergesi olabilir. Kitin igeren
konakgilarda patogenez sirasinda veya kitinli atiklarin hidrolizi sirasinda birden fazla
cesitli kitinazlar salgilayarak kitinden tek karbon ve enerji kaynagi olarak

yararlanmaktadirlar (Dikbas vd 2023).
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Sekil 1.4. Kitinaz enziminin bocek bagirsagindaki etki mekanizmasi. Referans gorsel
degistirilerek hazirlanmistir (Dukare et al. 2021).

1.3. Biiyiik Ol¢ekli Enzim Uretimi

Enzimler, katalitik acidan aktif proteinlerdir. Deterjan endiistrisi, nisastanin
doniistiirtilmesi, yakit alkol iiretimi, tekstil uygulamalari, gida ve yiyecek endiistrileri,
kat1 ve siv1 yag islenmesi, organik sentezler, kagit ve kagit hamuru {iretimi ve benzeri
bir¢ok alanda endiistriyel kullanimlar1 hizli sekilde artmaktadir. Enzim kaynaklari, bitki,
hayvan ve mikroorganizmalar gibi canlilardir. Enzimlerin ticari amacla biiyiik 6l¢ekte
iretilmesinde biyoreaktorler kullanilmaktadir. Fakat, ticari uygulamalarin baglica
endiistriyel enzim kaynaklart mikroorganizmalardir. Mikroorganizmalarm {rettikleri
enzim miktar1, bitki ve hayvan kaynaklarina kiyasla daha yiiksek olmasi nedeniyle daha
fazla tercih edilmektedir. Giiniimiizde mikroorganizmalardan enzim {iretimi, derin
fermentasyon ve kati faz fermentasyon prosesleri uygulanarak basarili sekilde

gerceklestirilmektedir (Ozlem ve Dursun 2022).

1.3.1. Derin fermentasyon

Enzim {retimi, kapali biyoreaktorlerde (fermentdr) derin kiiltiir fermentasyonu
olarak adlandirilan yontem ile gerceklestirilmektedir. Derin kiiltiir fermentasyonu ile
mikroorganizmalar, enzim {retimini optimize edecek sekilde tasarlanmig tanklar
kullanilarak (biyoreaktor/fermentdr) ¢ogaltilmakta ve cogalma ortamlarina enzim
salgilamaktadir. Biyoreaktorler, mikroorganizmanin gelismesi ve cogalabilmesi i¢in

uygun ortami saglamak amaci ile igerisinde mikroorganizmalarin ihtiya¢ duyduklari
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besin maddelerini  bulunduran besiyerleri ile doldurulmaktadir. Ik olarak
mikroorganizmalar tohum kiiltlir olarak bilinen ve iiretim Olgegine gore daha kiiclik
Olgekteki biyoreaktorlerde ¢ogaltilmaktadir. Daha sonra yeterli ¢ogalmay1
gosterdiklerinde ise asil tiretimin gergeklesecegi biiyiik dlgekli biyoreaktorlere transfer
edilmektedirler. Fermentasyonda mikroorganizmalar1 etkileyecek, sicaklik, pH,
¢Oziinmils oksijen miktar1 gibi parametreler ciddi bir sekilde kontrol altinda
tutulmaktadir. Iyi kanstirilip havalandirilan  biyoreaktdrlerde optimal kosullar
saglandiginda ¢ogalmakta ve fermentasyon sivisina irettikleri enzimi salgilamaktadir

(Dursun ve Giilsen 2019).

1.3.2. Kat1 faz fermentasyonu

Kati faz fermentasyonu (KFF), sivi ortam olmadigi durumda fiziksel olarak
destekler ve besin bilesikleri i¢in kaynak olarak kullanilarak ¢6ziiniir nitelikte olmayan
materyal tizerinde gerceklestirilen fermentasyon islemidir. KFF’in kati substrati
mikroorganizmalarin gelisim ve metabolizmasmi desteklemek i¢in yeterli oranda nem
icerigine sahiptir. Kati faz fermentasyon yontemi, sivi faza kiyasla diisiik nem igerigi
nedeniyle maya ve kiifler gibi baz1 smirli sayida mikroorganizma tarafindan
gergeklestirilebilir. Buna ek olarak birkag bakterilerin gelisimi i¢cin de KFF’nin
kullanilabildigi kaydedilmistir. Japonya’da KFF endiistriyel enzimleri ticari olarak tireten
iilkelerin arasinda ilk sirada yer almaktadir. KFF teknolojisi gida, yem, ilag ve tarim
sanayi triinlerinin tiretilmesindeki ekonomik potansiyeli oldukga yiiksektir (Raimbault
1998).

KFF’nin uygulanmast icin gerekli olan kosullar ve bu prosesin &zellikleri
literatiirde ayrintili bir sekilde belirtilmistir. KFF yontemi uygulanirken kullanilan kati
materyalin genis yiizey alam1 saglamasi ve mikroorganizmanin gelisimine elverisli
olmasi, gézenekli yapisi ile de biyokimyasal olaylarin yiiksek hizlarda gergeklesmesi icin
yeteri miktarda suyu absorbe edebilmesi sarttir. Ek olarak fermentasyon ortami diisiik
basing ile havalandirilmalidir. Substratlar yapigma egilimi olamayan ve kiigiik lifler
icerecek sekilde secilmelidir. Substratta mikrobiyal aktiviteyi inhibe edebilecek maddeler

ile kontamine olmayacak, karbonhidrat kaynag: (seliiloz, nisasta, seker), azot kaynagi
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(amonyak, iire, peptit) ve mineraller gibi besin maddelerini bulundurmalidir (Konak vd
2012).

1.4. Serratia ficaria

Serratia kelimesi ilk kez 19. yiizyin baslarinda Italya'da bir il olarak
tamimlanmustir.  Serratia tiirleri Enterobacteriaceae familyasina ait gram negatif
proteobakteriler olarak bilinmektedir. Serratia marcescens oldukca yaygin ve popiiler
olmasina ragmen Serratia ficaria ile yapilan ¢alismalar oldukga sinirlidir. Birgok Serratia
tiriiniin konakgis1 insan olarak bilinse de bazi Serratia tiirleri bocekleri enfekte
etmektedir. Konakgisi bocek olan Serratia ficaria tiirtiniin ilk olarak incir ve incir arilari
arasindaki tozlasma ve yumurtlama dongiisi ile iliskili oldugu belirtilmistir. Bununla
birlikte, bu tiirlin her yerde varolabilen dogasi nedeniyle ¢ok sayida cevresel niste

bulundugu bildirilmistir (Williams 2022).

S. ficaria’nin komple genom dizilemesi yapilmis olup, NCBI (National Center for
Biotechnology Information) veri tabaninda bulunmaktadir (ulagim numarasi: LT906479).
Genomda boceklerin dig iskeletlerinin ve bagirsak epitel dokusunun pargalanmasina
sebep olan kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz D genleri olmak tizere 3 adet kitinaz geni ve 7
adet kitobiaz geni bulunmaktadir. Bu nedenle S. ficaria tiirii potansiyel biyoinsektisit
ajani olarak bilinmektedir (Vaughan et al. 2022).
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Sekil 1.5. Serratia ficaria bakteri genom haritasi. NCBI veri taban1 LT906479 ulasim
numarali genomun haritas1 benchlingde hazirlanmastir.

2020 yilinda yayman bir caligmada Serratia vespertilionis susu Serratia
ficaria’nm heterotipi olarak tanimlanmustir. Onceki ¢alismalarda Serratia vespertilionis
susunun Serratia ficaria bakterisi ile 16S rRNA gen sekans karsilagtirmasi yapilarak
%99,5 benzerlik tespit edilmistir. Daha sonra Serratia vespertilionis bakteri DNA’sinin
NextSeq 500 cihazi kullanilarak tam genom dizilimi yapilmistir. Bunun sonucunda S.
ficaria kromozomal DNA'smin LT906479 genom verileriyle karsilastirildiginda yalnizca
iki genom arasinda birkag farklilk kanitlanmistir. Ayrica dijital DNA-DNA
hibridizasyon hesaplamasi sonucunda iki susun yakindan iliskili oldugu dogrulanmustir.
Sonu¢ olarak yapilan g¢alisma ve hesaplamalarin 1513inda Serratia vespertilionis’in
Serratia ficaria’nin heterotipik sinonimi olarak kabul edilmesi 6nerilmistir (Garcia-Fraile
et al. 2020).

Onceki yapilan ¢alismalar Serratia tiirii bakterilerin Botrytis cinerea, Rhizoctonia
solani, Fusarium oxysporum ve Sclerotinia minor gibi bitki patojenlerinin biiylimesini
farkli ekin tarlalarinda baskiladigmi gostermektedir. Baska bir calismada sera
kosullarinda S. marcescens kitinaz genini ifade eden rekombinant Escherichia coli'nin
fasulyede S. rolfsii ve pamukta R. solani'nin neden oldugu hastalik insidansini azaltmada
etkili oldugu bulunmustur. Lamine ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alisma
sonucunda ¢ekirge kontrolii icin S. marcescens kitinaz kullanimini Onermistir

(Funkhouser and Aronson 2007).
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Serratia entomophila ve S. proteamaculan, Costelytra zealandica (White)’ nin
patojenleridir. Bocek tarafindan agiz yolu ile alinmalarindan hemen sonra 6n bagirsakta
kolonize olarak konak¢inin beslenmesinin  kesilmesine neden olmaktadirlar.
Enfeksiyonun ilerleyen evrelerinde alt bagirsagi da kolonize ederler ve son evrelerinde
hemokole penetre olarak genel septisemiye neden olmaktadirlar. Sonucunda ise bocek

aclik ve/veya genel septisemi nedeniyle dlmektedir.

Simdiye kadar Serratia bakterisi orijinli iiretilmis ticari tek biyoinsektisit, Yeni
Zelanda’da retilmektedir. C. zealandica’nin kontrolii igin Serratia entomophila
(Invade®) bakterisinin yiiksek yogunluklu kiiltiiriinii igermektedir. Invade®, diger toprak
mikroorganizmalariyla rekabet edebilen ve dogada uygulama sonrasi hedef zararh
popiilasyonunda bir hastalik dongiisiinii baglatacak kadar uzun siire canliligini
koruyabilen bakterilerin topraga verilmesiyle uygulanmaktadir. Yiiksek yogunluklu S.
entomophila kiltirleri, toplu fermentasyon yoluyla in vitro olarak tiretilmektedir, sivi
formdaki Invade® iiriinii depolama sirasinda hiicre 6liimiinii 6nlemek i¢in sogutma
altinda tutulmasi gerekmektedir. Bu durumun 6niine gegilmesi i¢in 2001 yilinda graniil
formdaki yeni bir formiilasyon gelistirilmistir. S. entomophilanin yeni graniiler
formiilasyonu, buzdolabinda depolama ve tagima ile uzman uygulama makinelerine olan
ihtiyac1 azaltarak, sivi Invade® formiilasyonuna uygulanan kisitlamalarin tistesinden

gelinmistir (Johnson et al. 2001).

Bu yiiksek lisans tezinde hem Diinyada hem de iilkemizde 6nemli bir tarim
zararlist olan biiyiik lahana kelebeginde dogal olarak enfeksiyon olusturan yerel bir
bakteri tiiriiniin izolasyonu ve basta 151k mikroskobisi kullanarak molekiiler ¢aligmalarla
karakterizasyonunun yapilmasi, ardindan bakteri izolatina ait ii¢ Kitinaz geninin
cogaltilmast ve enzimlerin sentezlenerek biiylik lahana kelebegine karsi viriilans

etkilerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.
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Ozgen ve arkadaslari (2013), yapmis olduklar1 bir c¢alismada Bacillus
thrungiensis'in virtilansmi arttirmak igin S. marcescens kitinaz B ve C genlerini
kullanmiglardir. Rekombinant olarak tirettikleri B. thrungiensis'in Galleria mellonella
larvalar1 ve Drosophila melanogaster erginleri iizerindeki viriilansinin yabani tipe gore
daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Ozgen vd 2013).

Danigmazoglu ve arkadaslar1 (2015) yaptilar1 c¢alismada ise Helicoverpa
armigera'dan izole edilen S. marcescens kitinaz A, B ve C genlerinin Malacosoma
neustria ve H. armigera larvalar tizerindeki viriilans etkilerini aragtirmistir. En yiiksek
mortalite M. neustria i¢in Kitinaz A’nin (%80), H. armigera i¢in ise kitinaz C'nin (%66)

oldugunu bulmustur (Danismazoglu vd 2015).

Singh ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilmis ¢alismada ise Paenibacillus sp.
D1 susunun, Helicoverpa armigera tarim zararlisi ile miicadelede basarisi incelenmistir.
Yiiksek kitinaz iirettigi bilinen bu bakterinin hem kendinin hem de kitinaz enziminin
larvalarin beslenme hizini ve viicut agirligini azaltan giiclii bir beslenme 6nleyici oldugu

goriilmistiir (Singh et al. 2016).

Korany ve arkadaglar1 (2019) Misir, Siwa Oasis’teki act sudan alinan 6rnekteki
Aeromonas hydrophila bakteri izolatinin tirettigi ham kitinazlarin bal mumu giivesi olan
Galleria mellonella larvalarina uygulanmasi sonucu larva ve pupalarda 6liimiine neden
oldugu belirlemislerdir. Ayrica ¢alisma sonucunda yetiskinlerin ortaya ¢ikma oraninda

ve dogurganliginda 6nemli 6l¢iide bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir (Korany et al.
2019).

Mahmood ve arkadaslart (2020) yaptiklar1 bir ¢alismada Xenorhabdus
nematophila bakterisinin kitinaz A geni klonlanarak iretilip saflagtirilmig ve Kitinaz A
enzimi 6nemli bir tarim zararlis1 olan Helicoverpa armigera larvalarina agiz yoluyla
uygulanmistir. Uygulama sonucu kitinazin larvalar {izerinde toksik etkileri oldugu
goriilmiistiir. Larvalarin biiylime ve gelismesinde gerileme oldugu ve agirliklarinin

kontrole kiyasla 9 kat azaldig1 kaydedilmistir (Mahmood et al. 2020).
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Abulikemu ve arkadaslart (2021) tarafindan yapilan bir calismada H.
armigera'‘dan izole edilen S. marcescens bakterisinin kitinaz C enziminin G. mellonella
larvalar1 tizerindeki viriilans etkisini test etmis ve %50 bocek oldiiriicii etkisi oldugu tespit

edilmistir (Abulikemu et al. 2021).

Tao ve arkadaglar1 (2022) Cin’de yapmis olduklar1 bir ¢aligmada fistik tarlasindan
toplanan dogal olarak enfekte Anomala corpulenta kurtguklarinda S. marcescens TC-1
susu tanimlanmistir. Bu susun kitinaz aktivitesi ve virlilans etkisi incelenmistir. A.
corpulenta, Plutella xylostella, Spodoptera exigua, Helicoverpa armigera ve Bombyx
mori’nin oldugu bes tarim zararlisina kars1 viriilans etkisi oldugu gosterilmistir (Tao et al

2022).

Son olarak Baranek ve arkadaslart (2023), Polonya’da bulunan bir tropikal
seradan izoleden etmis olduklar1 Bacillus thuringiensis bakterisine ait ii¢ susun (BG11,
BG12 ve BG15) kitinaz A ve B genleri igerdigi gormiislerdir. Elde ettikleri sonuglar
dogrultusunda ekonomik agidan zararli iki bocek tiirii olan Cydia pomonella ve
Spodoptera exigua’ya karsi her ti¢ susun da bocek oldiiriicii etkisi oldugu ancak BG12 ve

BG15 susglarinin etkisinin daha yiiksek oldugu kaydetmislerdir (Baranek et al. 2023).
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Bu tez ¢alismast Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek Teknoloji ve Arastirma
Merkezi Laboratuvarlarinda (YUTAM) yapilmustir. Yapilnus olan ydntemlerin is akist
asagida verilmektedir (Sekil 3.1).

Bécelderin Elde Edilmesi

=7
Enfeksivonun Tespiti
7
PCRile Kitinaz Genlerinin Cogaltilmasi
w7
Gibson Klonlama Yontemivle Kitinaz Genlerinin Cogaltlmas:
__ 7
Plazmid Ornelderinin Sekanslanmasi
w7
Peptit Sentez

7

Peptidlerin  Saflastrilmasi
7

Miktar Tavini ve Bivotestler

Sekil 3.1. Tezde kullanilan yontemlerin is akisi

Cizelge 3.1. Tez ¢aligmasinda kullanilan cihazlar ve modelleri

Sogutmali Santrifiij Hettich Zentrifugen Universal 320R
Jel Goriintiileme Sistemi Bio-rad Chemidoc MP imaging
Elektroforez Sistemi BioRad Mini ReadySub-Cell™
Calkalamal1 Inkiibator Zhicheng-ZHWY-2102C

Vorteks Wisd Wisemix VM-10

Ultra Saf Su Cihazi Millipore, Q-3W

Mikrobiyolojik Steril Kabin ESCO NordicSafe™

PZR Cihazi SensoQuest Thermocycler

Isik Mikroskobu Leica DM750

Mini Santrifiij WiseSpin

Mikroplaka okuyucu Thermo Fisher Scientific uDrop™
Otoklav WiseSpin
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3.1. Orneklerin Elde Edilmesi

300 adet P. brassicae larvasit ve 7 adet yumurta paketi, Erzurum ili, Pasinler
ilcesinde yer alan karalahana ekili alanlardan 2022 yili Temmuz-Agustos aylarinda
toplanarak larvalarin yasamasma elverigli uygun kaplar icerisinde laboratuvara

getirilmistir (Sekil 3.2). Ayni giin larva sayisi, tarih ve lokalite bilgileri not edilmistir.

Sekil 3.2. a) Saha ¢aligmasinda larva ve yumurta toplanmasi. b) Bitki yapraklari izerinde
yer alan 1.donem larvalar. ¢) Larvalar tarafindan zarar gérmiis lahana bitkisi.

3.2. Enfeksiyonun Tespiti

3.2.1. Isik mikroskobisi

Larvalar araziden toplandiktan bir siire sonra toplu Oliimler, pembe renkli
diskilama ve gelisim gerilikleri gozlemlenmistir. Bu nedenle kendiliginden 6len larvalar
ependorf tiiplerine alinarak 250u1 dH20 eklenerek homojenizator ile parcalanmistir. Isik
mikroskobu (Leica DM750) ile incelemede bakteri varlig1 tespit edilmistir.

3.3. Bakterilerin Kiiltiire Edilmesi

Bakteri varlig1 ve tiirliniin kesin olarak anlasilmas1 amaciyla Nutrient agar besiyeri
bulunan petrilere homojenize edilmis larvalardan alinan 6rnekler kullanilarak ¢izgi ekim
yapilmistir. Petriler 28°C olan inkiibatore alinarak 4 giin inkiibe edilmis ve bakteri

gelisimi gbzlenmistir.
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3.3.1. Gece kiiltiiri

Bakteri tiiriiniin anlasilmasi i¢in petride yetisen kiiltiirden alinan siirlintii 3 ml
Nutrient Broth besiyeri igeren 15 ml’lik steril falkon tiiplerine alinmistir. Kontaminasyon
ihtimalini ortadan kaldirmak amaciyla siiriintii igermeyen fakat besiyeri igeren bir kontrol
tipli de hazirlanmigtir. Her iki tiip de 28°C’ye ayarli kanistiric1 inkiibatorde gece boyu

inkiibe edilmistir.

3.4. DNA izolasyonu

Bakteri tiir tespiti amaciyla yapilacak sekanslama icin bakteriyel DNA izolasyonu
yapimistir. Gece kiiltiirlinden alman bakteriler Ecopure genomic DNA izolasyon kiti
(Ecotech Biotechnology cat. No: E1075) kullanilarak yapilmistir. Kit protokolii su
sekildedir; 1 ml bakteri kiiltiirii, 1,5 ml'lik steril bir tiipe aktarilmistir ve bakteriler, oda
sicakliginda 3 dakika boyunca mikrosantrifiijde 6000 rpm'de santrifiij edilmistir.
Stipernatan alitmis ve pelet, 200 ul resiispansiyon tamponu eklenerek vortekslenmistir.
200 pl lizis tamponu ve 20 pul RNaz-A ilave edildikten sonra oda sicakliginda 3 dakika
inkiibe edilmistir. 20 ul Proteinaz-K eklenerek ters g¢evrilerek karigmasi saglanmig ve
55°C'de 30 dakika inkiibe edilmistir. 400 pl binding tamponu eklenmis ve kolona
aktarilmigtir. Mikrosantrifiijde oda sicakliginda 1 dakika maksimum hizda santrifiij
edildikten sonra iizerine 500 pl yikama tamponu 2 eklenmis ve ayni kosullar altinda tekrar
santrifiij edilmistir. Bu islem bir kez daha tekrarlanmistir. Kolon, temiz bir 1,5 ml
mikrosantrifiij tiipline aktarilmis ve membraninin merkezine 35 pl eliisyon tamponu
eklenerek oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. Son olarak masa isti
mikrosantrifiijde maksimum hizda 30 saniye santrifiij edilerek pDrop ile miktar1 ve safligi

belirlenmistir.

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA izolasyonunun tamamlanmasinin ardindan konvansiyonel PZR teknigi
kullanilarak DNA amplifikasyonu gergeklestirilmistir. PZR ¢alismalarinda evrensel 16S
rRNA primerleri 27F (ileri: 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') ve 1492R (Geri: 5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3) kullanilmistir. PZR reaksiyonlari, toplam hacim 50 pl

olacak sekilde hesaplanarak gerceklestirilmistir. PZR amplifikasyonlar1 98°C’de 30
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saniye, her biri 35 dongii olacak sekilde 94°C’ de 10 saniye, 55°C’de 1,5 dakika, 72°C’de
15 saniye ve son dongiiyli takiben son uzama reaksiyonu 72°C’de 15 dakika olacak
sekilde tamamlanmistir. Elde edilen PZR iiriinii % 1’lik etidyum bromiir (EtBr) eklenmis
olan agaroz jelde ytriitillerek UV jel goriintiileme cihazinda varligi belirlenmistir. PZR
tirtint Illumina Miseq yeni nesil baz dizi analizi yapilmasi igin Intergen, Ankara firmasina
gonderilmistir. Tir tespiti amaciyla tamamlanan dizi analiz sonuglart NCBI (National
Center for Biotechnology Information) BLAST (The Basic Local Alignment Search
Tool) internet ara yiizii kullanilarak GenBank’ta bulunan verilerle karsilastirilmis ve

sonuglar degerlendirilmistir.

3.6. Bakteri Kitinaz Geninin Cogaltilmasi

3.6.1. Kitinaz genlerini cogaltmak iizere uygun primerlerin dizaym

Bakteriye ait kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz D genlerinin klonlamasi igin PZR
yontemi ile cogaltilmasi gerekmektedir. Bu amacla genlere spesifik primerlerin
tasarlanmasina ihtiya¢ duyulmustur. Her {i¢ gene de uygun primerler S. ficaria
genomundaki kitinaz genleri referans alinarak in silico olarak Primer3 programinda
(https://primer3.ut.ee/) tasarlanmig ve Oligomer, Ankara firmasina sentez ettirilmigtir

(Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Vektore spresifik primer sekanslari

Primer Sira(5°-3")

kitinaz D
AGAAGGAGATATACATATGAGCACCCATAATATTATCAATGC

Tleri pET 3a overlap sekans

kitinaz D
TAGTTATTGCTCAGCTCAGTGGTGATGGTGATGATGGACGGTCGGTTGCCAC
AGG

Geri PET_3a overlap sekans

kitinaz A
AGAAGGAGATATACATATGCGCAAACTTAATAAACCGCTG

Ileri pET _3a overlap sekans

kitinaz A

TAGTTATTGCTCAGCTTAGTGGTGATGGTGATGATGTTGAACGCCGGCGCCG
TTGCC

Geri pET_3a overlap sekans

kitinaz B
AGAAGGAGATATACATATGTCTACACGTAAAGCCGTTATTGG

Ileri pET _3a overlap sekans

kitinaz B

TAGTTATTGCTCAGCTCAGTGGTGATGGTGATGATGGGCCGCGCGGCCCACC
TTC

Geri PET_3a overlap sekans

3.6.2.Kitinaz genlerinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasi

S. ficaria bakterilerinden izole edilen DNA’lar Kitinaz A, Kitinaz B ve Kitinaz D
genleri i¢in yukarida belirtildigi gibi ayr1 ayn tasarlanan primerler kullanilarak PZR
yapilmistir. Her primer ayr ayr tiiplerde reaksiyona alinmis ve genlerin ¢ogaltilmasi
saglanmustir. 12,5ul PZR mixi, 1ul forward primer, 1ul reverse primer, 9,5ul dH20 ve
1ul DNA 6rnegi eklenerek reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Daha sonra PZR reaksiyonu
onceki adimda verildigi sekilde uygun programda PZR cihazinda gerceklestirilmistir.
Reaksiyon bitiminden sonra agaroz jel elektroforezi yapilarak bantlarin varlig

gbzlemlenmis ve dizi analizine gonderilmistir.
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3.6.3. Gibson klonlama yontemi ile kitinaz genlerinin ¢ogaltilmasi

PZR ile ¢ogaltilan Kitinaz A, Kitinaz B ve Kitinaz D gen balgelerinin klonlama
vektoriine ligasyonu gercgeklestirilmistir. Bu islem igin, “NEBuilder HiFi DNA Assembly
Kit” (cat. no: E55208) kullanilmistir. Kit igerisinde DNA uglarmin birlestirilmesi igin
gerekli olan enzim karigimi ve transformasyon basamaginda kullanilan alici hiicreler

bulunmaktadir. Vektor ve klonlanacak hedef sekans ayrica elde edilmistir.

Ifade ¢alismalarinda kullanilan vektdr pET-3a’ dir. pET-3a vektorii, T7 promotor
bolgesi iceren ve bakteriyel gen ifadesine imkan veren bir vektordir. Vektorin elde
edilmesi igin, vektoriin iki ucuna spesifik olacak sekilde tasarlanan bir ¢ift primer
kullanilarak, PZR yardimiyla vektér amplifiye edilmistir. Elde edilen iriin agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edildikten sonra manyetik beadler kullanilarak PZR
pirifikasyonu gerceklestirilmistir. Hedef bolge ve vektor PZR iriinleri elde edildikten
sonra enzim karigimi ile hedef plazmit yapisi elde edilmistir. Enzim karigimi 10 pl (vektor
50 ng, hedef bolge 1:3 oraninda vektor:insort) ve 10 pl su olmak tizeri toplam hacim 20
pl’dir. Elde edilen karisim, 50°C’de 15 dakika inkiibe edilerek buza aktarilmistir. Alici

hiicreler -80°C derin dondurucudan buza aktarilip ve 10 dakika bekletildikten sonra 2 pl
plazmit drini eklenmistir. 20 dakika buzun iizerinde bekletilen karisim 42°C’de 30
saniye 1s1 sokuna maruz birakilarak transformasyon gergeklestirilmistir ve tekrar buza
alinmigtir. Transformasyon tiriinlerinin tzerine 950 ul 37°C’ye 1sitilmig SOC sivisi
aktarilarak 220 rpm 37°C’de 1 saat calkalanmistir. Bakteri biiytime soliisyonundan 50
ul’lik ornekler alimarak 50 mg/ml amfisilin igerecek sekilde hazirlanmms LB Agar
petrilere yayilmistir. Ornekler 37°C’de 1 gece inkiibe edilmistir. Takip eden giinde agar
izerinde gozlenen koloniler, steril pipet ucu yardimiyla, antibiyotik igeren sivi ortama
aktarilarak, 37°C 220 rpm’de 1 gece ¢alkalayicida birakilmistir. Sonraki giinde biiyiime
gozlenen tiipler koloni PZR’11¢in takip eden ¢alismalara alinmistir. Sivi ortamda biiyiime
gosteren koloni 6rneklerinin, hedeflenen insort’i tastyip tasimadigmin anlagilmasi igin,
hedef 6zgii primer ciftleri ve biiyiime sivisindan alinan 1 pl’lik 6rnekler ile koloni PZR
gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri %1 Agaroz Jel ile gorsellestirilmis ve
pozitif sonug veren kolonilere ait sivi biiyiime érneklerinden Plazmit DNA izolasyonu
gergeklestirilmistir. Plazmit DNA izolasyonu i¢in NEB Monarch Plasmid Mini Prep Kiti
kullanilmustir (Kat. No: T1010S). 1-5 ml aras1 biiylime tiriinleri 800 g 1 dakika santrifiij
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edilerek tistte kalan sivi atilacak ve pellet lizerine Siispansiyon Tampon Cozeltisi
eklenerek  bakteri  6rneklerinin  patlatilmast  saglanmistir.  Plazmit  DNA

konsantrasyonunun tayini i¢in pDrop kullanilmistir.

Sekil 3.3. pET3-a vektori

3.7. Peptitlerin sentezlenmesi

Hiicre dis1 peptid sentezi i¢in “NEBExpress Cell Free E. coli Protein Sentez
Sistemi” (cat. No: E5360S) kullanilmistir. Sistemde kullanilan E. coli susu; 10 x 50 pl
vials of NEB® 5-alpha Competent E. coli’dir NEB #C2987). Kit igerisinde bulunan A
ve B soliisyonlari ile 250 ng kalip Plazmit DNA 6rnegine 1 ul RNAse Inhibitor (BLIRT,
40 U/ul) eklenmis ve 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Elde edilen peptid tiriinii devam

eden siireglerde kullanilmak tizere -20°C’de saklanmustir.

3.8. His-tag yardimiyla peptidlerin saflastirilmasi

Klonlama basamaginda hedef peptidlerin son niikleotid sekansi ve “stop codon”
arasina yerlestirilen 6-His tag yardimiyla, dretilen peptid diger E. coli iriinlerinden
“NEBExpress Ni spin Columns” kullanilarak ayrilmistir. Peptit sentezi {irtintinlin hacmi,
liziz/baglant1 ¢ozeltisi ile 500 pl'ye tamamlanmig ve spin kolona aktarilmistir. His-tag

proteinleri kolondaki membrana 800 g’de 1 dakika santrifiijlenerek baglanmis ve yikama
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soliisyonlar1 ile baglanmayan diger peptit {riinleri uzaklastirilmistir. Son asamada
imidazol bakimindan zengin bir ¢dzeltinin kolona aktarilmasiyla bagli proteinler
kolondan eliie edilmistir. Elde edilen peptid {iriiniiniin konsantrasyonu pDrop ile
Olglilmiistiir. Kitinaz bantlarin1 gorsellestirmek igin SDS-PAGE jel (%210 sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid) elektroforezi yapilmis ve daha sonra bantlar1 Coomassie brillant

mavi boya kullanilarak goriintiilenmistir.

3.9. Larvalarin Damlacik Yedirme Yontemi ile Enfeksiyonu

3.9.1. En etkili enzimin belirlenmesi

Sentzlenen Chit-A, Chit-B ve Chit-D enzimlerinin P. brassicae larvalarinin en
etkili mortaliteye sahip olaninin tespiti amaciyla her enzim i¢in 10’ar adet 3. donem
larvalar1 kullanilmistir. Bu ¢alisma igin Erzurum’da kara lahana ekili olan alanlardan P.
brassicae larvalart toplanmis ve iklim odasinda kiiltiire alimmustir (16:8 1sik/karanlik,
%60 nem ve 25°C) Dogal alanlarindan toplanan larvalarin herhangi bir enfeksiyon
etmenine sahip olmasina karsin en az 2 jenerasyon kiiltiir dongiisii yapildiktan sonra elde
edilen larvalar ¢aligmada kullanilmigtir. Tarama testi i¢in yaklagik 16 saat a¢ birakilan
larvalara, droplet soliisyonu (gida boyasi + %10 siikroz) ile karistirilmig olan 1000 ng/ pl
Chit-A, Chit-B ve Chit-D enzimleri larvalara yedirilmistir. Larvalarm kitinaz enzimlerini
almasinin hizlandirilmasi ig¢in %10’luk siikroz ve siispansiyonun larvalar tarafindan
alindiginin anlagilmasi i¢in de %]1°lik kirmizi gida boyasi eklenmistir. 10 adet larva
kontrol grubu olarak deneye dahil edilmistir. Kontrol larvalarma ise, 5 pl su ile %10’ luk
stikroz ve stispansiyonun larvalar tarafindan alindiginin anlagilmasi i¢in de %1°lik kirmiz
gida boyasi verilmistir. Stispansiyon her bir larvaya 1 pl’lik kiigiik damlaciklar seklinde
yedirilmistir. Kitinaz enzimlerinin konsantrasyonunun larvalar tarafindan alinmasi
binokiiler mikroskop altinda larvalarin kirmizi renk kazanmasiyla da tespit edilmistir.
Chit-A, Chit-B ve Chit-D enzimleri ile muamele edilen larvalar taze ve temiz lahana
yapraklart ile beslenerek 25 ml’lik plastik kaplara tek tek yerlestirilmistir. Larvalar
25°C’de, 16:8 1sik:karanlik periyodunda ve %60 nem ortamindaki iklim odasinda
inkiibasyona birakilmistir. Larva 6liimlerinin olup olmadigi 10 giin boyunca her giin takip
edilmistir. Deneme siiresince Oliim oranlar1 kaydedilerek en etkili kitinaz enzimi

belirlenmistir.
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3.10. Doz Denemesi

Doz denemeleri i¢in bir onceki uygulamada en etkili olarak belirlenen kitinaz
enziminin bes farkli dozu kullanilarak larvalara damlacik yedirme yontemi ile verilmistir.
Bu amagla belirlenip uygulanan dozlar; 3.000 ng/ul, 2.000 ng/ul, 1.000 ng/ul, 500 ng/ul
ve 250 ng/ul’dir. Her doz grubu i¢in 10’ar adet 3.donem larvaya uygulama yapilmustir.
Uygulama oncesi larvalar 16 saat a¢ birakilmistir. En etkili enzimin se¢iminde
uygulandig1 sekilde 10 adet kontrol grubuna da uygulama yapilarak deneye dahil
edilmistir. Uygulama sonrasi larvalardaki 6liim sayilar1 10 giin boyunca her giin takip
edilmistir. Deneme sonlandirildiktan sonra 6liim oranlarn kaydedilerek en etkili kitinaz
enzimi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore SPSS programi kullanilarak LDsg ve

LTso degerleri belirlenmis, mortalite grafikleri ise Graph-Prism programinda ¢izilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Larvalarm Kkiiltiire edilmesi

Saha calismalarinda yumurta paketlerinden toplanan saglikli larvalar ve yeni
dogan larvalar iklim odasinda (%60 nem, 16:8 aydmlik: karanlik, 28°C) beyaz lahana
yapraklariyla beslenmistir. Larvalarin ¢ogunda biliyiime geriligi ve pembe diski gdzlenmis
ve bes gilin sonra tlim larvalarin viicutlari sivilagarak 6lmeye baslamislardir (Sekil 4a). Bu
toplu oliimlerin nedenini arastirmak amaciyla rastgele segilen ti¢ larva, 250 ul dH2O ile
karigtirllmig ve slayt-lamel preparati ile 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Yapilan

inceleme sonucunda ¢ubuk seklinde bakteriler gozlemlenmistir (Sekil 4b).

4.1.2. Bakterilerin kiiltiire edilmesi

Olen larvalar homojenize edildikten sonra mikroskop altinda incelendiginde
bakteri varligindan siiphelenilmis ve ornekler Nutrient Agar besiyeri bulunan petrilere
¢izgi ekim yontemiyle ekilmistir. Inkiibasyon sonrasinda petrilerde hizli ve yogun sekilde

bakteri gelisimi goriilmiistiir.

» '{ 10 um

Sekil 4.1. a) Laboratuvar ortaminda kendiliginden olen larvalarin fotografidir. b)
Homojenize edilmis larvalarin 1.000X 151k mikroskop goriintiisiidiir.
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4.1.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu yapmak i¢in izolasyondan bir giin 6nce petrilerden alinan bakteri
stirlintisiic Nutrient broth bulunan 15 ml’lik falkon tiipiine alinip gece kiiltiiriine
birakilmistir. Kontaminasyon ihtimaline kars1 bir adet bakteri siirlintiisli igermeyen fakat
besiyeri igeren falkon tiipii kontrol olarak hazirlanip ayni sartlarda inkiibe edilmistir.
Calkalayici inkiibatorde bir gece biiylimeleri beklenmis ve 16 saat dolmadan bakteriler
DNA izolasyonuna alinmustir. Bakteri siiriintiisii igeren tiipte gelisim gozlenmis, kontrol
tiipiinde ise kontaminasyon olusmamis, besiyerinin berrakligin1 korudugu goriilmiistiir.
DNA izolasyonunun ardindan saflik ve kontaminasyon tayini i¢in pDrop cihazi ile 6l¢iim
yapimistir. DNA saflig1 ve konsantrasyonu PZR yonteminde kullanmak ic¢in uygun
bulunmustur. Daha sonra DNA %1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiilerek

kontrol edilmistir.

4.1.4. 16S rRNA kismi bolgesinin amplifikasyonu ve dizilemesi

Bakterinin molekiiler tanimlanmasi i¢in 16S rRNA evrensel kismi gen (1535 bg)
bolgesi PZR yontemi ile ¢ogaltilmistir. 16S rRNA bolgesi sekans analizi sonucunda S.
ficaria ile %99,87 oraninda benzerlik gosterdigi goriilmistiir. Bakterinin 16S rRNA dizisi
verileri NCBI'ya kaydedilmistir (Erisim numarasi: OQ600706).

4.1.5. Kitinaz genlerinin PZR ile cogaltilmasi

S. ficaria bakterisine ait kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz D genleri NCBI
veritabaninda tespit edilmistir. Bu genler uygun primerler kullanilarak PZR ile
cogaltilmistir. PZR iriinleri elde edildikten sonra %]1°lik agaroz jel elektroforezinde

yirtitilmiistiir.

kitinaz A (1.692 bg), kitinaz B (1.500 bg) ve kitinaz D (1.446 b¢) bolgeleri, spesifik

primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifiye edilmistir (Sekil 4.2).
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M 1 2 3
3000
2000 Kitinaz B
1500 Kitinaz D
1250 Kitinaz A

1000

Sekil 4.2. S. ficaria’ya ait PZR ile ¢ogaltilmis kitinaz genleridir. M: marker, 1: Kitinaz B,
2: Kitinaz D ve 3: Kitinaz A’ya aittir.

4.1.6. Plazmit 6rneklerinin sekanslanmasi

Petrilerde olusan koloniler segilerek gece kiiltiiriine alinmistir. Bu koloniler ile
kitinaz genlerine ait spesifik primerler kullanilarak PZR yapilmistir. Agaroz jel
elektroforezi sonrasinda bant goézlenen kolonilerden izole edilen ve konsantrasyonu
belirlenen plazmit o6rnekleri, peptid sentezi basamagindan o6nce sekanslamaya
gonderilmis ve hedef dizinin plazmit igerisine dogru olarak yerlestigi gosterilmistir (Sekil
4.3).

Sekil 4.3. Koloni tarama PZR sonucunun agaroz jel elektroforez goriintiisii

35



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1.7. Peptidlerin saflagtirilmasi

Dizi analizi sonucunda S. ficaria genomu veri tabanindaki tam genomu ve tim
kitinaz bolgeleri ile %100 benzerlik gostermistir. Kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz D
bolgeleri, sirasiyla 0Q674223, 0Q674222 ve OQ674224 numaralartyla NCBI veri
tabaninda kayithidir. His-taq ile saflastirilmis kitinaz enzimleri %10 SDS-PAGE ile analiz
edilmistir. Elektroforez sonucunda Coomassie Brilliant Blue ile boyanmustir. Jelde
beklendigi gibi sirasiyla 62, 56 ve 53 kDa boyutlarinda Chit-A, Chit-B ve Chit-D
gbzlenmistir (Sekil 4.3).

Cizelge 4.1. Pieris brassicae orijinli S. ficaria’ya ait kitinaz A, B ve D genlerine ait
niikleotid siralarinin literatiirdeki siralar ile karsilagtirma sonuglari.

Erisim numarasi Adr Benzerlik
CP032738.1 Serratia sp. (1D1416) Chi A %99,82
CP074347.1 S. entomophila 626 susu Chi A %93,74
CP032738.1 Serratia sp. (1D1416) Chi B %99,87
CP082787.1 S. entemophila A1 susu Chi B %91,91
CP032738.1 Serratia sp. (1D1416) Chi D %99,86
CP082787.1 S. entemophila A1 susu Chi D %90,46
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Sekil 4.4. His-taq ile saflastirilmis kitinaz enzimlerinin SDS-PAGE analizi. Bant 1: Chit-
D (53 kDa); bant 2: Chit-B, (56 kDa) ve bant 3: Chit-A (62 kDa). M, Protein

marker (Thermo Scientific).

4.1.8. Viriilans testi

Kitinaz enzimlerinin 3. donem larvalardaki viriilans ve mortalite etkinligini
belirlemek amaciyla damlacik besleme yontemiyle 1.000 ng/pl saf protein verilmistir. 10
giin boyunca giinliik olarak temiz lahana ile beslenmeye devam edilen larvalarda 6liim
oranlart gézlemlenmistir. Biyotest sonunda Chit-A, Chit-B ve Chit-D enzimlerinin

larvalardaki 6liim oranlar sirasiyla %100, %82 ve %90 olarak belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. Saflastirilmig Chit-A, Chit-B ve Chit-D enzimlerinin 3. donem P. brassicae

larvalar1 lizerinde tarama testi verileri.

4.1.9. Doz denemesi

Bu siire sonunda viriilansi en yiiksek enzimin Chit-A oldugu belirlendiginden bu
enzimle doz denemeleri yapilmistir. 3. donem larvalarin 5 farkli dozda Chit-A enzimi ile
beslenmesi sonucunda 10. giiniin sonunda en yiiksek dozda (3.000 ng/ul) %100 mortalite
gozlenmistir (Sekil 4.5). LDsg degeri 1.095.31 ng/ul'dir (Cizelge 4.2). 3.000 ng/ul
konsantrasyonunda Chit-A'nin P. brassica larvalarinin yarisini (LTsp) 2,17 giinde (1,97 —
2,88) oldiirdiigi tespit edilmistir. Kitinaz uygulamasi sonrasinda kitinaz grubu ile kontrol
grubuna ait rastgele birer larva segilerek yan yana konumlandirilmis ve tek karede
fotograflandirilmistir. Boylece kitinaz uygulamasi sonrasi larvada gelisim geriligi acikca

goriilebilmektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Saflastirllmig Chit-A enziminin 3. dénem P. brassicae larvalan {izerinde doz
testi verileri.

Cizelge 4.2. En etkili enzim olan Chit-A’nin LD50 degeri
Kitinaz LDso (ng) Slope+SE df X?

Chit-A 1095.31 2.543+0.058 2 0.578

Sekil 4.7. Ayn1 anda yumurtadan c¢ikan iki larva. A) kontrol grubuna ait, b) kitinaz
uygulamasi yapilmis larva.
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4.2. Tartisma

Son yillarda kimyasal pestisit kullanimimin artmasi ve kontrolsiizce kullanilan bu
kimyasallarin ekosistem iizerindeki ciddi olumsuz etkileri canlilara ve dogaya biiyik
zararlar vermektedir. Bu nedenle pest dedigimiz tarim zararlis1 boceklerle miicadele
kullanilmak tizere kimyasal pestisitler gibi etkili olmasinin yani sira ¢evreye ve canlilara
zarar vermeyecek alternatif ¢6ziim arayisi baglamistir. Boylece bilim insanlari yeni
biyolojik miicadele ajanlar1 bulmak tizere arastirmalara yogunlasmistir. Arastirlamalar
umut vadeden, kimyasal pestisitlerin yerine kullanilabilecek potansiyel biyopestisitler

kesfetmektedir.

Biyopestisitler ii¢ ana grupta incelenmektedir. Bunlar; mikrobiyal pestisitler,
bitkisel pestisitler ve biyokimyasal pestisitlerdir. Kimyasal pestisitlerin yerine
biyopestisitlerin kullaniminin ¢ok sayida avantaji bulunmaktadir. Biyopestisitler dogasi
geregi geleneksel pestisitlere kiyasla ¢ok daha zararsizdir. Geleneksel pestisitler genis
spektrumludur. Bu nedenle kuslar, bocekler ve memeliler gibi bir¢ok canliyr olumsuz
olarak etkilemektedir. Bunun aksine biyopestisitlerin spekturumu g¢ok dardir ve biiyiik
cogunlukla yalnizca hedef zararliyr dogrudan etkiler. Biyopestisitlerin geneline
bakildiginda kii¢iik miktarlar1 etkilidir. Bu sayede daha diisiik maruziyet saglanarak
geleneksel pestisitlerin neden oldugu kirlilik ve kalint1 sorunu da énlenmis olur (Yarsan
ve Cevik 2007).

Biyopestisitlerden olan mikrobiyal biyopestisitler viriis, bakteri, fungus, protozoa
veya nematot gibi canli mikroorganizmalarin kendilerini veya bu mikroorganizmalarin
iretmis olduklar cesitli protein ve iriinlerini igerebilmektedir. Mikrorganizma tiriinleri
arasinda baglica Serratia marcescens olmak tizere ¢ok sayida bakteri tiirleri ve bazi
fungus tiirleri tarafindan {iretilen kitinaz enzimi yer almaktadir. Mikroorganizma ve bitki
gibi canlilarin kendi tiriinleri olan enzimler veya metabolitler giiniimiizde zararli bocekler
ile miicadelede alternatif bir yol olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Huang and Chen 2008).
Bakteriyel kitinazlarin biyokimyasal o6zellikleri, kitinazlar1 kodlayan genler, katalitik
mekanizmalar1 ve ii¢ boyutlu yapilari {izerine yapilan calismalar giin gectikce
cogalmaktadir (Watanabe et al. 1997). Bakteriyel kitinaz ¢alismalari ise siklikla Serratia
cinsi bakterilerle yapilmaktadir. Literatiirde birden fazla kitinaz genine sahip bakteri

ornekleri goriilmektedir. Bacillus circulans WL-12 susu kitinaz A, C ve D genlerine

40



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

(Alam et al. 1996), Serratia marcescens 2170 susu kitinaz A, B ve C1 genlerinin igiine
de sahiptir (Suzuki et al. 2002).

Bahsedilen mikroorganizmalar ve iriinlerin tek baslarina veya farkli driinlerle
kombinasyon halinde kullanimmin kimyasal pestisitlerin ¢evre ve canlilar tizerindeki
zararh etkilerini ve pestisitlere kars1 gelisen direng problemini ¢ozebilecek potansiyele
sahip oldugu diistiniilmektedir (Sulaiman 2020).

P. brassicae larvalar {ilkemizde hem kis hem de yaz aylarinda gesitli bolgelerde
ve iklimde yasayabilen, oldukga aktif bir tarim zararlisidir. Ayrica disi birey bir yaprak
iizerine ¢ok sayida yumurta biraktigi i¢in larvalar bitkiyi kisa siirede koloni halinde istila
ederek bitki yapraklar ile beslenir. Miicadelesinde giiniimiize kadar kimyasal triinler
kullanilmistir. P. brassicae zararlisindan izole edilen ve organik biyopestisit haline

getirilerek ticarilestirilen bir iiriin heniiz bulunmamaktadir (Kasi et al. 2021).

Serratia cinsinin en bilinen tiirii olan S. marcescens konak spektrumu genistir.
Insanlarda, bitkilerde, boceklerde ve suda goriilmektedir. Diger Serratia tiirleri arasinda
S. entomophila, S. rubidaea, S. proteamaculans, Serratia liquefaciens ve S. ficaria bocek
patojenleri olarak bilinmektedir (Williams et al. 2022). Bugiine kadar Serratia tiiriinden
tarim zararhlarma karsi dretilen formilasyon ile ilgili literatiirdeki tek c¢alisma, S.
entomophila bakterisinin Costelytra zealandica'ya karsi gelistirilen sivi ve graniil
formiilasyonunu icermektedir. Serratia tiirlerinin biyolojik miicadelede kullanimi

genellikle kitinazlarla ilgilidir (Townsend et al. 2004).

Literatiir ozetlerinde bahsedildigi tizere kitinaz enziminin entomopatojenik
kullanimia yonelik ¢alismalar S. marcescens tiirleri ile smirl olup farkli konakgilar
tizerindeki etkisi nispeten distiktiir. Bu tez ¢alismasinda ilk kez S. ficaria'dan izole edilen
kitinazlari molekiiler 6zellikleri belirlenmistir. Bakterinin, kendi konakgisi P. brassciae
tizerindeki viriilans etkisi tespit edilmistir. S. ficaria nin NCBI veri tabnindaki genom
haritas1 incelenmistir. Kitinaz A, B ve D olmak tizere kitinaz enzimine ait ti¢ gene sahip
oldugu goriilmistiir. P. brassicae’ya karsi en etkili enzimi tespit etmek tizere tarama testi
yapilmistir. Tarama testi sonuglari, P. brassicae larvalar iizerinde %2100 6liim oraniyla
en etkili kitinazin, Kitinaz A oldugunu gostermistir. Kitinaz uygulamasi sonrasinda
larvalarda kontrol grubuna kiyasla gelisim geriligi goriilmistiir. Ardindan Doz tarama

testi yapilarak Kitinaz A enziminin en etkili dozu belirlenmistir. Doz deneyinde Kitinaz
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A enziminin larvalara 5 farkli dozda uygulanmasindan 10 giin sonra larvalarin yarisimni

oldiiren konsantrasyon olan LDsp degeri 1095,31 ng/ul olarak belirlenmistir.

Ozgen vd (2013) yapmus olduklar calismada Bacillus thrungiensis'in viriilansini
arttirmak igin S. marcescens’e ait kitinaz B ve C genlerini kullanmiglardir. Rekombinant
olarak trettikleri B. thrungiensis'in Galleria mellonella larvalari ve Drosophila
melanogaster erginleri lizerindeki viriilansinin yabani tipe gore daha yiiksek oldugunu

bildirmislerdir (Ozgen vd 2013).

Danigsmazoglu vd (2015) S. marcescens'ten eksprese edilen kitinaz A, B ve C
enzimlerinin Helicoverpa armigera ve Malacosoma neustria larvalarina karsi virtilans
etkilerini arastirmigtir. Caligma sonucunda en yiiksek 6liim oranina sahip enzimlerin; M.
neustria i¢in kitinaz C (%66) ve H. armigera igin kitinaz A (%80) oldugu tespit edilmistir
(Danigsmazoglu vd 2015).

Abulikemu et al. (2021) tarafindan yilinda yapilan c¢alismada, Serratia
marcescens bakterisine ait Kitinaz C enziminin Galeria mellonella larvalar tizerindeki
etkisi incelenmistir. Kitinaz uygulamasi sonrasi larvalar 14 giin takip edilmis ve
sonucunda popiilasyonun yarisini éldiiren dozun 2095,064 ng/ul oldugu kaydedilmistir.
S. ficaria genomundaki kitinaz A geninin blast analizi yapildiginda S. marcescens, S.
entomophlia, S. ureilytica ve Serratia nematodphilia genomlarindaki kitinaz A genine
%90-100 benzer oldugu belirlenmistir (Abulikemu et al. 2021).

Bu sonug, izole edilmis olan S. ficaria’ya ait kitinaz A geninin Serratia tiiriinde
ortolog oldugunu diisiindiirmektedir. Yapilan tez ¢aligmasinda en etkili bulunan kitinaz
olan Kitinaz A’nin 10 giin igerisinde popiilasyonun yarisin1 6ldiiren konsantrasyonun
1095,31 ng/ul oldugu tespit edilmistir. Literatiirden anlasilacag {izere kitinaz enziminin
entomopatojenik kullanimina yonelik ¢aligmalar S. marcescens tiirleri ile sinirli olup
farkli konakgilar tizerindeki etkisi nispeten diisliktlir. Kitinaz enzimi iizerine yapilmis
diger ¢aligmalarla kiyaslandiginda dogal olarak enfekte olan Pieris brassicae’den izole
edilmis Serratia fiacaria’ya ait kitinaz enziminin daha kisa siirede ¢ok daha az

konsantrasyonda etkili oldugu goriilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Kitinazlarin viriilansta énemli bir rolii vardir ve ¢ogunlukla belirli bir siirecin
parcasidirlar. Bu durumda, peritrofik membranin vb. bozulmasi yoluyla patojenlerin
girigini saglayabilirler. Bu nedenle ilave laboratuvar deneyleri ve arastirmalar yapilmasi

siirecin daha iyi anlagilmasina yardimci olacaktir.

Bu ¢alismada literatiirden farkli olarak ilk kez S. ficaria bakterisinin kitinaz geni
kullanilarak kitinaz enzimi tiretilmis ve tarim zararlis1 olan P. brassicae larvalarina karsi
viriilans etkisi incelenmistir. Ulkemizde boyut olarak en biiyiik lahanalar Erzurum ilinde
yetistirilmektedir. Gerek iilkemizde gerekse Erzurum ilinde lahana yetistiriciligi
ekonomik acidan 6dneme sahiptir. Ayrica lahana besin degerleri yoniinden ¢ok besleyici
ve saglikli bir sebzedir. P. brassicae ise bu sebzenin en 6nemli zararlisidir ve yil iginde
iretimi etkileyen etmenlerin basinda gelmektedir. Buna ragmen bu zararliya karsi
miicadele i¢in kullanilacak kimyasal pestisit disinda alternatif ve ¢evreye kars1 duyarl
pestisit yok denecek kadar azdir. Calisma sonucunda elde edilen veriler S. ficaria'nin
Chit-A enziminin P. brassicae larvalarinin biyolojik kontrolii i¢gin umut verici oldugunu
gostermektedir. Boylece, Chit-A enziminin biiyiik 6l¢ekli tiretimi ve P. brassicae'ya karsi
biyolojik bir preparat haline getirilmesi i¢in arastirmalara devam edilebilir. Bakteriyel
kitinazlarin insektisit amagli kullanimi i¢in ayni ortami paylasan diger zararlilar ve

faydal1 bocekler lizerinde ileri biyotestlerin yapilmasi gerekmektedir.
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