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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ENTOMOPATOJENIK FUNGUSLARIN iZOLASYONU, KARAKTERIZASYONU
VE ESANSIYEL YAGLA KOMBINASYONUNUN DEPO ZARARLISI
Tenebrio molitor UZERINDEKI ETKILERI

Cevdet Baris BEYAZGUL

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Aydin TURKEC
ikinci Damsman: Dog. Dr. Ardahan ESKI

Depolanmis tahillarda yaygin olarak goriilen Tenebrio molitor (sar1 un kurdu) zararlisi,
ciddi ekonomik kayiplara neden olan polifag bir tiirdiir. Kimyasal pestisitlerin ¢evresel
zararlari, insan sagligi iizerindeki olumsuz etkileri ve direng gelisimi gibi faktorler,
biyolojik miicadele yontemlerinin énemini artirmaktadir. Bu ¢alismada, Bilecik ilinden
alman toprak Orneklerinden toplam sekiz entomopatojenik fungus izole edilmistir.
Gergeklestirilen tarama biyotestleri sonucunda, larvalara karsi en yiiksek oldiiriiciilitk
etkisi gosteren iki izolat CBF-2 ve CBF-7 olarak belirlenmistir. Secilen bu izolatlar
tizerinde spor morfolojisi, koloni karakteristikleri ve mikroskobik analizlere ek olarak
ITS ve EF1-a gen bolgelerinin dizilenmesiyle molekiiler diizeyde de karakterizasyon
yapilmis; CBF-2 ve CBF-7 izolatlari, sirasiyla Beauveria bassiana ve Metarhizium
robertsii olarak tanimlanmistir. CBF-2 susunun LCso degeri 1,8 x 10° spor/mL, CBF-7
susunun ise 1,6 x 10° spor/mL olarak hesaplanmistir. Mikrodalga ekstraksiyon
yontemiyle elde edilen C. serpyllifolium esansiyel yaginin fumigant uygulamasinda ise
LCso degeri 12,3 pL olarak hesaplanmistir. CBF-2, CBF-7 ve esansiyel yagin
kombinasyon halinde uygulanmasi sonucunda, yiiksek mortalite oranina ulasilmis ve
kombinasyonlarin istatistiksel olarak sinerjik etki olusturdugu belirlenmistir. Bu
calismanin sonuglari, entomopatojenik funguslarin ve bitkisel esansiyel yaglarin depo
zararlist 7. molitor ile miicadelede alternatif biyokontrol ajanlar1 olarak
kullanilabilecegini ortaya koymus, segilen CBF-2 ve CBF-7 izolatlarmin C.
serpyllifolium yag1 ile kombinasyonu yiiksek biyolojik aktivite gostermistir. Elde edilen
bulgular, entomopatojenik funguslarin ve esansiyel yaglarin bireysel ve kombine
kullaniminin, depo zararlilarinin kontroliinde ¢evre dostu, giivenilir, siirdiiriilebilir ve
etkili bir zararli kontrol stratejisi sunabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Entomopatojen, Biyokontrol, Esansiyel Yag, Sinerjik Etki
2025, viii + 75 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI
AND THEIR COMBINED EFFECTS WITH ESSENTIAL OILS ON
THE STORAGE PEST Tenebrio molitor

Cevdet Baris BEYAZGUL

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Aydin TURKEC
Second Supervisor: Assoc. Prof. Ardahan ESKI

Tenebrio molitor, commonly known as the yellow mealworm, is a polyphagous pest
frequently found in stored grains and is responsible for significant economic losses. The
environmental hazards of chemical pesticides, their adverse effects on human health, and
the development of resistance have increased the importance of biological control
strategies. In this study, a total of eight entomopathogenic fungal isolates were obtained
from soil samples collected in the province of Bilecik. Based on preliminary screening
bioassays, two isolates CBF-2 and CBF-7 exhibited the highest larvicidal activity. These
selected isolates were further characterized by spore morphology, colony characteristics,
and microscopic examinations. Molecular identification was performed through
sequencing of the ITS and EF1-a gene regions. As a result, isolates CBF-2 and CBF-7
were identified as Beauveria bassiana and Metarhizium robertsii, respectively. The LCso
values were calculated as 1.8 x 10 spor/mL for CBF-2 and 1.6 x 10° spor/mL for CBF-
7. In fumigant applications using the essential oil of Clinopodium serpyllifolium extracted
via the microwave-assisted extraction method, the LCso value was determined to be 12.3
nL. The combined application of CBF-2, CBF-7, and the essential oil resulted in high
mortality rates, and statistical analyses confirmed that the combinations exerted a
synergistic effect. The findings of this study demonstrate that entomopathogenic fungi
and plant-derived essential oils can serve as alternative biocontrol agents against the
storage pest 1. molitor. Notably, the combination of the selected CBF-2 and CBF-7
isolates with C. serpyllifolium oil exhibited strong biological activity. These results
suggest that the individual and combined use of entomopathogenic fungi and essential
oils offers an environmentally friendly, safe, sustainable, and effective pest management
strategy for controlling storage pests.

Key words: Entomopathogen, Biocontrol, Essential Oil, Synergistic Effect
2025, viii + 75 pages.
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TESEKKUR

Lisans ve lisanstistli egitimlerim siiresince destegini esirgemeyen, bilgi ve tecriibesi ile
akademik hayatima 1s1k tutan ve akademik gelisimimde biiyiik katkilar1 olan hocam
Sayin; Prof. Dr. Aydin TURKEC e tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim sirasinda beni yonlendiren, laboratuvar ¢aligmalarimla yakindan ilgilenen,
her tiirlii destegi ve imkan1 saglayarak ¢alismalarimin tamamlanmasini saglayan hocam
Sayin; Dog. Dr. Ardahan ESKI’ye en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Bu siiregte calismalarima destek saglayan, kurulan iletisimlerde bana referans olarak
karsihikli iliskilerde giiven ortaminin olusmasin1 saglayan ve bu ¢alismanin
gerceklesmesine Onemli katkilar1 olan Sayim; Prof. Dr. Nabi Alper KUMRAL’a
tesekkiirlerimi sunarim.

Beni bir bilim insan1 olarak yetistiren, bulundugum konuma ulagsmamdaki en biiyiik

destegi saglayan, en zor giinlerimde dahi en biiyiikk destek¢im olan canim aileme
tesekkiirlerimi sunarim.

26/06/2025
Cevdet Baris BEYAZGUL
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1. GIRIS

Insan niifusunun hizla artmasi, gida giivenligi konusunu kiiresel 6lgekte Snemli bir mesele
haline getirmektedir. Giiniimiizde diinya niifusu yaklasik 8,1 milyar olup, bu sayinin
2030’da 8,6 milyara, 2050°de ise 9,8 milyara ulagmas1 6ngoriilmektedir (United Nations
Department of Economic and Social Affairs, Population Division [UN DESA], 2017). Bu
baglamda, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), kiiresel gida iiretiminin 2050
yilina kadar %70 oraninda artirilmamasi durumunda ciddi bir gida kitlig1 yasanabilecegi
konusunda uyarida bulunmaktadir (Food and Agriculture Organization of the United
Nations [FAO], 2009). Bu tahminler, tarimsal iiretimin siirdiirtilebilirligini saglamak ve
artan niifusun besin ihtiyacini karsilamak i¢in tarim sektoriinde verimliligi artirmaya

yonelik politikalarin ve stratejilerin 6nemini vurgulamaktadir.

Tahillar, diinya genelinde en fazla tiiketilen besin gruplarindan biri olup, insan
beslenmesinde temel bir role sahiptir (Allai vd., 2022; Canay vd., 2022; Ferreira vd.,
2022). Yiksek kalori igerigi nedeniyle gida giivenligi agisindan kritik bir konumda
bulunan tahillar, 6zellikle niifus artistyla birlikte daha da biiyliik bir 6neme sahip
olmaktadir (Mir vd., 2020). Tiirkiye’de de tahil iiretimi, bitkisel {iretim i¢inde en yiiksek
paya sahiptir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore, 2024 yili itibartyla
toplam tahil iiretimi 39 milyon ton olarak kaydedilmis olup, bunun 20,8 milyon tonu
bugday, 8,1 milyon tonu arpa, 257 bin tonu ¢avdar, 390 bin tonu yulaf ve 8,1 milyon tonu
misirdan olusmaktadir (Tiirkiye Istatistik Kurumu [TUIK], 2024).

Tahil tiretiminin siirdiiriilebilirligi, yalnizca liretim miktariyla sinirli kalmayip, uygun
depolama kosullarinin saglanmasini da gerektirmektedir. Tahillar, genellikle uzun siire
saklandiktan sonra tliketilmekte (Mir vd., 2023) ve iiretilen tahillarin %70’ten fazlasi,
ozellikle kirsal kesimde geleneksel yontemlerle (toprak kaplar, silolar, ¢uvallar, celik
variller ve sepetler vb.) saklanmaktadir (Mobolade vd., 2019). Kiiresel 6l¢ekte uzun siireli
tahil depolama siireglerinde, mikroorganizmalar ve bocekler gibi biyolojik etmenlerin
ciddi zararlar olusturdugu bilinmektedir (Kumar ve Kalita, 2017). Ozellikle bocek istilasi,
tahillarin hem miktar hem de besin degerinde kayiplara neden olarak gida giivenligini

tehdit etmektedir.



Bu durum gelismekte olan iilkelerde daha biiyiik bir sorun teskil etmekte olup, bocek
zararlilar1 tiim biyotik faktorler arasinda en 6nemli kayip sebebi olarak kabul edildigi ve
bu iilkelerde tahil kayiplarinin %30 ila %40 arasinda degistigi bildirilmistir (Abass vd.,
2014). Bu kayiplar agirlik kaybi, estetik ve besin degerinde azalma gibi niceliksel ve
niteliksel etkilere sebep olmaktadir (Mesterhazy vd., 2020; Begemann vd., 2021).
Yapilan gesitli arastirmalarda, depolama siirecinde meydana gelen bu kayiplarin oldukga
yuksek seviyelere ulasabildigi gosterilmistir (Aulakh vd., 2013; Buzby vd., 2014;
Majumder vd., 2016).

Bocekler, bir milyondan fazla belgelenmis tiirliyle oldukea gesitli bir hayvan grubunu
olusturmaktadir (Sharma vd.,2023). Bunlarin ¢ogu insanlar i¢in faydali olsa da bir kism1
tarimsal iretimi, saghigi ve insan refahini olumsuz etkileyerek zarar vermektedir.
Herbivor bocekler, diinya capindaki tarimsal {iretime verilen zararin %]18’inden
sorumludur (Jankielsohn, 2018). Bocek zararlilari, diinya ¢capinda piring, bugday, arpa ve
musir gibi temel tahillara biiyiik zararlar vermektedir (Banga vd., 2018). Ayrica, bocek
istilast tohumlarin ¢imlenme yetenegini diislirerek ekonomik deger kaybina neden
olmakta ve tahillarin fizikokimyasal o6zelliklerinde olumsuz degisikliklere yol
acmaktadir. Bu degisiklikler arasinda serbest yag asitlerinin artisi, nem seviyesinin
yiikselmesi, protein miktarinin azalmasi ve pH degerindeki diisiis yer almaktadir (Paul et

al., 2020).

Bocekler, dogrudan tanecikleri tiilketme veya derilerini dokme (exuviae), ag orme
(webbing) ve Olii bocek kalintilarinin birikmesi gibi yollarla tahillara biiyiik zarar
vermektedir (Singh vd., 2021). Depolama sirasinda en yaygin goriilen zararli bocekler
arasinda; sar1 un kurdu (7Tenebrio molitor (Linnaeus)) (Coleoptera: Tenebrionidae),
kirmizi un bocegi (Tribolium castaneum (Herbst)) (Coleoptera: Tenebrionidae), hububat
hortumlu bocegi (Rhyzopertha dominica (Fabricius)) (Coleoptera: Bostrichidae), hint un
giivesi (Plodia interpunctella (Hubner)) (Lepidoptera: Pyralidae), piring hortumlu bocegi
(Sitophilus oryzae (Linnaeus)) (Coleoptera: Curculionidae) ve tahil giivesi (Sitotroga
cerealella (Olivier)) (Lepidoptera: Gelechiidae) gibi bocekler yer almaktadir (Mir vd.,
2023).

Bu zararlilar arasinda sar1 un kurdu bocegi, Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera:

Tenebrionidae), tahillar, un, kepek ve makarna gibi depolanmis gida iiriinlerine zarar



veren polifag bir bocektir. Ayrica, Zea mays (L.) (Poales: Poaceae), Triticum aestivum
(L.) (Poales: Poaceae) ve Glycine max (L.) (Fabales: Fabaceae) gibi tahillar1 da istila
edebilmektedir (Plata-Rueda vd., 2017). Bu zararli, yalnizca dogrudan iiriinii tiiketmekle
kalmayip, ayn1 zamanda 6lii bécek parcalar1 ve diskilar ile besinleri kirleterek ticari
degerinin diismesine de yol agmaktadir (Plata-Rueda vd., 2017). T. molitor, diinya
genelinde tahil ve un iiretiminde %15’e varan kayiplara neden olmaktadir (Neethirajan

vd., 2007).

Depolama sirasinda tahil kalitesinin korunmasi biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu nedenle,
bocek istilasinin kontrol altina alinmasi, tahil endiistrisinde meydana gelen kayiplarin
onlenmesi icin temel bir gereklilik olarak goriilmektedir. Cesitli yontemler, depolanan
tahillarda bocek istilasinin kontrolii amaciyla arastirilmis olup bu konuya yonelik
calismalar devam etmektedir (Moirangthem ve Baik, 2021). Giinlimiizde arastirmacilar
ve ticari kuruluslar, bocek kontrolii i¢in uygun maliyetli, etkin, verimli ve gida tahillarinin
kalitesine minimum etki eden yeni yontemlerin gelistirilmesi yolunda c¢aligmalar

yiiriitmektedirler (Mir vd., 2023).

Bu tiir tarim zararlilarin yonetimi, biiylik zaman ve emek gerektiren bir siirectir. Her y1l,
diinya capinda bakterisitler, fungisitler, herbisitler ve insektisitler gibi iki milyar tondan
fazla pestisitin kullanilmasi, zararli kontroliinde kimyasal miicadelenin yayginligini
gostermektedir (Baron vd., 2019). Geleneksel miicadele yontemleri, organofosfatlar,
sinerjize piretrinler ve piretroid bilesikleri gibi kimyasal insektisitlerin kullanimina
dayanmaktadir (Athanassiou vd., 2015). Tahil endiistrilerinde depolama yapilan
yapilarda bocek istilasini kontrol etmek amaciyla genellikle aliiminyum fosfid ve metil
bromiir gibi fumigantlara bagvurulmaktadir (Arora vd., 2021). Bununla birlikte, sentetik
pestisitlerin kullanimi, zararlilara karsi miicadelede etkin olmasinin yani sira su
kaynaklarii ve toprag: kirletme, ozon tabakasini tahrip etme, gida maddelerinde kalint1
birakma ve uzun vadede boceklerin direng gelistirmesi gibi pek cok soruna yol
acmaktadir (Sakka vd., 2021; Sharma vd., 2023). Ayrica, genis spektrumlu insektisitlerin
kullanimi, tarim zararlilarinin dogal yirticilart gibi hedef dis1 ve faydali bocekleri de
olumsuz etkileyerek ekolojik dengeyi bozabilmektedir (Sandhu vd., 2012; Sinha vd.,
2016). Bu nedenlerden otiirli, bilim insanlar1 daha giivenli ve ¢evre dostu kontrol

teknikleri gelistirmeye odaklanmaktadir.



Bu dogrultuda kimyasal miicadeleye alternatif olarak yirticilar, parazitoitler veya
patojenler kullanilarak uygulanan biyolojik miicadele, en basarili kontrol stratejilerden
biri olarak kabul gérmektedir (Sharma vd., 2023). Bocek patojenleri (entomopatojenler),
bocekleri enfekte edip sonunda oldiiren viriisler, bakteriler, funguslar, protistler veya
nematodlar gibi mikrobiyal biyokontrol ajanlarindan olusmaktadir (Silva vd., 2020).
Entomopatojenik funguslar, bocekleri enfekte etmek i¢in bakteriler ve viriislerden farkli
bir mekanizma kullanmaktadir. Fungus sporlar1 bécegin kitikulasina tutunarak ¢imlenir
ve dogrudan viicut bosluguna girerek bocegi enfekte etmektedir (Mannino vd., 2019;
Mantzoukas vd., 2022). Sar1 un kurdu (7enebrio molitor L.), entomopatojenik funguslar
ve konak etkilesimleri lizerine yapilan ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan bir bocek
tirii olarak ©One ¢ikmaktadir (Rodriguez-Gémez vd., 2009). T. molitor iizerinde
funguslarin basarili bir sekilde kullanildig1 pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Adatia vd.,
2010; Maistrou vd., 2018; Altahawi vd., 2020).

Kimyasal miicadeleye alternatif bir diger yontem ise bitkisel esansiyel yaglarin
kullanimina dayanmaktadir. Bitkisel esansiyel yaglar, insanlar i¢in diisiik toksisiteye
sahip olmalari, hizli bozunmalar1 ve ¢evresel etkilerinin diisiik olmas1 gibi nedenlerden
dolay1 ekotoksikolojik agidan avantajli 6zelliklere sahiptir ve zararli yonetimi i¢in uygun
alternatiflerdir (Chermenskaya vd., 2010; Zanuncio vd., 2016). Bu esansiyel yaglar,
bitkilerin ikincil metabolitleri olmakla birlikte alkaloidler, amidler, kalkonlar, flavonlar,
kawapironlar, lignanlar, neolignanlar veya fenoller gibi bilesenler igermektedir ve bu
bilesenler, bocek-bitki iliskilerinde énemli roller iistlenmektedirler (Parmar vd., 1997;
Isman, 2000; Martinez vd., 2015). Bitkisel esansiyel yaglar, bocekler tizerinde itici etki
(repellent), yumurta birakmay1 ve beslenmeyi engelleme (deterrent), biiylime diizenleyici
ve toksik etkiler gostererek bocek miicadelesinde alternatif bir yontem sunmaktadir
(Plata-Rueda vd., 2017). Depolanmis tahillardaki zararlilar1 kontrol etmek i¢in bitkisel
esansiyel yaglarin kullanimina dair gesitli ¢alismalar yapilmistir (Zapata ve Smagghe,

2010; Stefanazzi vd., 2011; Jemaa vd., 2012).

Bu calismada, depolanmig tahillarda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan Tenebrio
molitor (sart un kurdu) zararlisina karst biyolojik miicadele potansiyeli tasiyan
entomopatojenik funguslar ile bitkisel kaynakli esansiyel yaglarin bireysel ve

kombinasyon halinde etkinlikleri arastirilmistir. Bu amagla, Bilecik ilinden toplanan



toprak orneklerinden entomopatojenik funguslar izole edilmis, morfolojik ve molekiiler
yontemlerle tanimlamalar1 yapilmistir. Izolatlarin biyolojik etkinlikleri, laboratuvar
kosullarinda yetistirilen 7. molitor larvalar1 {izerinde farkli spor konsantrasyonlarinda
ylriitiilen biyotestlerle degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda, Clinopodium serpyllifolium
subsp. serpyllifolium bitkisinden mikrodalga ekstraksiyonu yontemiyle elde edilen
esansiyel yagin fumigant etkisi belirlenmis ve s6z konusu esansiyel yag ile en etkili
fungus izolatlarinin birlikte kullanimi sonucunda olusan sinerjik, antogonistik veya
additif etkiler istatistiksel analizlerle ortaya konmustur. Boylece, ¢evre dostu ve alternatif
zararli yonetim stratejileri kapsaminda, biyolojik etmenlerin tek basina ve birlikte

kullanim potansiyelleri degerlendirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Tenebrio molitor

Tenebrionidae familyasi, Coleoptera takiminin en biiylik familyalarindan biridir ve diinya
genelinde yaklagik 30.000 tiir icermektedir (Bouchard vd., 2021). Gilinimiizde
Tenebrionidae tiirleri ¢esitli habitatlarda bulunabilmektedir ancak bu familyanin iiyeleri
ozellikle ¢ol ve kuru iklimlerde bol miktarda goriilmektedir (Ragionieri vd., 2023). Bu
familyanin 6nemli temsilcilerinden biri Tenebrio molitor (L.), un kurdudur. 7. molitor
ergin formunun parlak siyah bir viicuda sahip olmastyla birlikte, yan taraflar1 paralel olan
elytra (6n kanatlar) tasimakta ve clypeus, frons, pronotum bolgeleri tizerinde noktali bir
yapiya sahiptir (Adamaki-Sotiraki vd., 2024). Toraks ince noktalidir ve 6n kanatlar
boyuna ¢izgili veya olukludur (Adamaki-Sotiraki vd., 2024). 7. molitor erginleri, 14
mm’yi asan biiyiik boyutlar1 ve 100 mg’1 asan agirliklar1 ile diger tenebrionidlerden

kolayca ayirt edilebilmektedir (Robinson, 2005).

Yeni ¢ikan erginler baglangigta beyaz renkte olup, yumusak bir dis iskelete sahiptir ve
zamanla koyulasarak sert bir kitikiil olusturmaktadir (Ribeiro vd., 2018). 7. molitor’da
cinsiyet ayrimi gézlemlenmistir ve erkeklerin 6n tibia kemiginin ventral agis1 kiiciik bir
cikint1 olustururken, disilerde bu ac¢1 yuvarlaktir (Bosquet, 1990). T. molitor yumurtalari
ise, lizerlerine un ve diger pargaciklarin yapismasina neden olan yapiskan bir salgi ile
kaplhidir (Capinera, 2008). Larvalar elateriform yapidadir, 25-30 mm uzunlugundadir,
acik sar1 renktedir ve erginlere kiyasla daha az sertlesmis bir viicut yapisina sahiptir
(Capinera, 2008). Pupa evresi hareketsizdir ve krem-beyaz renktedir (Adamaki-Sotiraki
vd., 2024).

T. molitor tam bagkalasim (holometabolik gelisim) gostermekte ve gelisimi sirasinda
bircok degisim gecirmektedir (Sekil 2.1) (Adamaki-Sotiraki vd., 2024). Larvalar,
yumurtadan ¢ikmasinin ardindan biiylimelerine uyum saglamak amaciyla dis iskeletlerini
dokerek bir dizi ekdizis (deri degisimi) gerceklestirmektedir (Adamaki-Sotiraki vd.,
2024). Pupasyon siirecinde ise koruyucu bir koza olugsmaktadir (Vommaro vd., 2024).
Pupadan c¢ikan erginlerin tamamen gelismis olmalarina ragmen, cinsel olgunluga
ulagmalar1 i¢in tamamen siyah renge doniismeleri gerekmektedir (Morales-Ramos vd.,
2012). Ciftlesmenin ardindan disiler yumurtalarini tek tek veya kiiciik gruplar halinde
birakmaktadirlar (Adamaki-Sotiraki vd., 2024). Yumurtalar, beslenme substrati



icerisinde veya boceklerin yasadigi kaplarin yiizeylerine yapisik halde bulunabilmektedir
(Ribeiro ve ark., 2018). Optimum kosullarda, disiler haftada 30 ila 100 arasinda veya
glinde 10 ila 13 yumurta birakabilmektedir (Adamaki-Sotiraki vd., 2023a, b; Morales-
Ramos vd., 2012). En yiiksek yumurtlama oraninin ¢iftlesmeden sonraki ilk haftalarda
gerceklestigi ve yaglanma ile birlikte liretilen yumurta sayisinin azaldig: diisiiniilmektedir
(Berggreen vd., 2018; Morales-Ramos vd., 2012). Kulugka siiresi, 26—30,8°C sicaklikta
4 ila 12 giin arasinda degismektedir (Adamaki-Sotiraki ve ark., 2022b). Ancak, daha
diisiik sicakliklarda kulucka siiresi 34 giline kadar uzayabilmektedir (Kim vd., 2015). T.
molitor larvalarinin yumurtadan ¢ikma orani oldukea yiiksektir ve %65 ila %80 arasinda

degismektedir (Adamaki-Sotiraki vd., 2022a).

YUMURTA

>1,5 mm

Yumurtlama donemi Yumurta kulucka dénemi
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Sekil 2.1 Tenebrio molitor’un yasam dongiisii (Zunzunegui vd., 2024’ten degistirilerek
alimustir).



Bazi ¢aligsmalar, 7. molitor erginlerinin kendi yumurtalarin1 yeme egiliminde oldugunu
ve bdylece popiilasyon dengesini sagladigini bildirmektedir (Berggreen vd., 2018;
Halliday vd., 2015). Son arastirmalar, larva evresinin siiresinin, larva agirliginin ve
hayatta kalma oraninin beslenme substratinin kalitesine ve miktarina bagli olarak énemli
Olciide degistigini gostermektedir (Harsanyi vd., 2020; Bordiean vd., 2022; Rumbos vd.,
2022). Ayrica, beslenme substratinin ergin bireylerin dogurganligini da etkiledigi rapor

edilmistir (Rumbos vd., 2020; Andreadis vd., 2021).

Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae) tiirii, yaygin olarak un kurdu olarak
bilinmektedir ve depolanmusg iiriin zararlis1 olarak kabul edilmektedir (Adamaki-Sotiraki
vd., 2024). Diisiik nem igerigine sahip tahillar ve nisastali substratlara belirgin bir egilim
gostererek bircok dayanikli tarimsal {iriinii istila ettigi tespit edilmistir (Hagstrum vd.,
2013). Bu bocek ayrica kirilmis Zea mays (L.) (Poales: Poaceae), Triticum aestivum (L.)
(Poales: Poaceae) ve Glycine max (L.) (Fabales: Fabaceae) tanelerini de istila
edebilmektedir (Punzo ve Mutchmor, 1980; Fazolin vd., 2007; Cosimi vd., 2009). T.
molitor 'un depolanmis tahil ve kepek i¢inde bulunmasi, viicut pargalari, diski ve dolayl
olarak saprofit mikroorganizmalar yoluyla gida kalitesinin diigmesine neden olan bir
kontaminasyona da yol agabilmektedir (Schroeckenstein vd., 1990; Barnes ve Siva-Jothy,
2009). T. molitor, diinya capinda tahil ve un iiretiminde %15’e varan kayiplara sebep

olmaktadir (Flinn vd., 2003; Neethirajan vd., 2007).

2.2. Zararhlarla Miicadele

Pestisitler, sentetik olarak iiretilen veya dogal yollarla elde edilen ajanlar olup
insektisitler, fungisitler, herbisitler, nematositler ve rodentisitler gibi ¢esitli kategorilere
ayrilmaktadir. Kiiresel tarimda yillik yaklagik 2 milyon metrik ton pestisit kullaniimakta
olup, Cin, ABD ve Arjantin en biiyiik pestisit tiiketicileri arasinda yer almaktadir
(Dassanayake vd., 2016). Yapilan tahminlere gore, kiiresel pestisit kullaniminin yakin
gelecekte yillik 3.5 milyon metrik tona ulagsmasi beklenmektedir (Zhang, 2018). Diinya
genelinde kullanilan pestisitlerin %47.5’ini herbisitler, %29.5’ini insektisitler, %17.5’ini
fungisitler ve geri kalan %5.5’ini diger hasere kontrol ajanlar1 olusturmaktadir (Sharma

vd., 2019).



Sentetik pestisitlerin asir1 kullanimi ciddi saglik ve ekolojik tehlikelere yol agmaktadir.
Kanser riskinin artigi, kardiyovaskiiler, norolojik ve endokrin sistemle ilgili saglik
sorunlar1 gibi olumsuz etkiler, ayrica uygulanan ajanlarin hedef dis1 organizmalara ve
ekosisteme verdigi zararlar bu riskler arasindadir (Aktar vd., 2009). Ornegin,
hekzaklorosikloheksan (HCH) igeren pestisitlerle ¢alisan is¢ilerde norolojik semptomlar
yasadig bildirilmistir. Hindistan Ulusal Is Saglig1 Enstitiisii’niin (NIOH) 1992°de yaptig1
bir arastirmaya gore, metomil igeren insektisitleri piliskiirten piring tarlasi is¢ilerinde EKG
anormallikleri, serum LDH ve kolinesteraz seviyelerinde degisiklikler tespit edilmistir
(Saiyed vd., 1992). Tarimsal uygulamalarda en yaygin kullanilan sentetik pestisitlerden
biri olan klorpirifos, topragi ve yeralt1 suyunu kirletmekte olup sucul organizmalar i¢in

yiiksek derecede toksiktir (Sanders, 1969).

Sentetik pestisitlerin ¢evresel, ekotoksikolojik ve saglik iizerindeki olumsuz etkileri, ayni
zamanda bu ajanlara kars1 gelisen direng, aragtirmacilar ve tiiketiciler arasinda dogal ve
stirdiiriilebilir {irtinlere yonelme egilimini artirmistir. Yapilan tahminlere gore, diinya
genelinde hasat edilen misir, arpa, bugday, piring, patates, seker pancari ve soya fasulyesi
mabhsullerinin %40-50’si1, biiyiik dlclide bu iirlinleri tiikketen zararli boceklerde gelisen

pestisit direnci nedeniyle kaybedilmektedir (Popp vd., 2012).

Bu problemlerin yani sira, sentetik pesitisitlerin sahip oldugu tek bir bilesik i¢in bile ¢ok
sayida verinin {iiretilmesi ve dogrulanmasi yillar stirebilmektedir ve olduk¢a maliyetli
olabilmektedir (Damalas ve Eleftherohorinos 2011). Bir sentetik pestisit, kullanildig:
siire boyunca kaydmin desteklenmesi i¢in; {iriiniin igeriginde bulunan aktif bilesenin
kimligi, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, analitik yontemler, 6nerilen etiket ve kullanim
talimatlari, insan ve cevre toksisitesi, giivenlik veri sayfalari, hedeflenen kullanima
yonelik etkinlik, ambalaj yonetimi, pestisit kullanimindan kaynaklanan kalintilar ve iiriin

atiklarinin bertaraf edilmesi gibi veriler gerekmektedir (FAO, 2002; WHO, 2010).

Bu baglamda, sentetik pestisitlerin daha az kullanildig1, yeni etki mekanizmalarina sahip
ve dogal kaynaklardan elde edilen alternatiflere yonelik ilgi ve talep giderek artmaktadir.
Bu durum biyolojik miicadeleyi 6n plana ¢ikarmaktadir. Biyolojik miicadele; farkli
organizmalar kullanilarak zararli bir organizmanin popiilasyon yogunlugunun veya
zararli etkisinin olabildigince aza indirilmesi i¢in yapilan miicadele yontemidir

(Eilenberg vd., 2001). Biyolojik miicadele yontemi, etkisinin uzun silirmesi, yan



etkilerinin olmamasi, boceklerde direng olusumunu tetiklememesi, ¢evreyi ve insan
sagligint olumsuz etkilememesi nedeniyle avantajlidir (Shahid vd., 2012; Islam vd.,
2021). Biyolojik miicadelede amag zararli populasyonunu ekonomik esik degerinin
altinda tutmaktir. Biyolojik miicadelede mikroorganizmalardan omurgalilara kadar,
birgok organizma kullanilabilmektedir. Biyolojik miicadelede kullanilan ajanlar genel
olarak predatorler, parazitoitler ve patojenler olmak iizere li¢ gruba ayrilabilmektedir

(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Yaygin olarak kullanilan biyokontrol ajan gruplar1 (Sandhu vd., 2012).

Biyolojik Yaygin ornekleri Biyolojik etkileri

miicadele ajam

Parazitoitler Trichogramma chilonis, Konukgulari {izerinde veya
Epiricania melanoleuca icinde yasar ve beslenirler.

Predatorler Chrysoperla carnea, Konukgularint  (avlarini)
Cryptolaemus montrouzieri yiyerek Oldiiriirler.

Bakteri: Bacillus thuringiensis

Fungus: Trichoderma spp.,
Konukgularinda  hastalik
Nomuraea spp., Paecilomyces
Entomopatojenler olusturarak onlar1 zayiflatir
spp., Verticillium spp.,
veya oldiirtirler.
Metarhizium spp., Beauveria spp.

Viriis: Nuclear Polyhedrosis Virus

Boceklerin de diger canli organizmalar gibi dogada diismanlari vardir. Boceklerde dogal
yollarla enfeksiyon olusturabilen bakteri, viriis ve funguslara entomopatojen denmektedir
(Elkhateeb VD., 2021). Bu patojenler icerisinde 6nemli bir yeri olan entomopatojen
funguslar (EPF), pek ¢ok zararli bocegin dogal olarak kontrol altina alinmasinda rol
oynamaktadirlar. Bu funguslar, diger fungus gruplarinda oldugu gibi, heterotrof,
okaryotik, tek hiicreli veya ¢ok hiicreli (filamentli), eseyli/eseysiz veya iki tiir sporla da
cogalabilen bir gruptur (Mora vd., 2017). Diinya iizerinde 1,5- 5,1 milyon oldugu tahmin
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edilen fungus tiirli icerisinde yaklasik 100 000’1 tanimlanmis ve bunlardan yaklasik 100
cinse ait 750-1000 civarinda tiiriin EPF tiirleri oldugu bildirilmistir (Vega vd., 2012).

Entomopatojen funguslar; genis konak dagilimina sahip olmalar1 ve boceklerde yalnizca
beslenme yoluyla degil, direkt olarak solunum deliklerinden ve bdcek kutikulasindan
enfeksiyon yapabilme kabiliyetine sahip olmalar1 sebebiyle diger bocek patojenlerine
gbre avantaj saglamaktadirlar (Um vd., 2018). Ornegin; baz1 fungus tiirleri bocekleri
enfekte ederek bakteri ve viriislerin neden oldugundan daha siddetli epizootiklere neden
olabilmektedir (Sandhu vd., 2012). En 6nemli entomopatojen funguslar Ascomycetes
filumuna bagli; Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium ve Paecilomyces cinslerine ait

fungus tiirleridir (Alyokhin vd., 2013).

Entomopatojen funguslarlarin; zararli organizmalarin kontroliinde yiiksek derecede
spesifite gostererek faydali biyokontrol ajanlarina zarar vermeden zararlilari kontrol
altina alabilmeleri, insektisitler kadar risk barindirmamalari, boceklerde direng
olusturmamalar1 ve uzun vadeli miicadele saglamalart EPF’lerin avantajlar1 olarak

siralanabilmektedir (Wan, 2003).

2.3. Entomopatojenik Funguslar

Son 400 milyon yil boyunca, funguslar ve bdcekler bir arada yasamis ve farkli etkilesim
bicimleri gelistirmistir (Blackwell ve Vega, 2005; Araujo ve Hughes, 2016). Bu
etkilesimler arasinda, patojenlik, biiyiilk fungus ailelerinde evrimlesmis bir ozellik
olmustur (Lacey vd., 2015; Lovett ve Leger, 2017). Funguslar sekiz ana sinifa
ayrilmaktadir ve bunlardan Zygomycota, Basidiomycota, Ascomycota ve Microsporidia
smiflar1 entomopatojenik funguslar (EPF) igermektedir (Bergman vd., 2019). Bunlar
arasinda Zygomycota ve Deuteromycota, énemli EPF tiirlerini barindirmakta olup, bu

tiirler genis ¢apta belgelenmistir (Sinha vd., 2016).

Entomopatojenik funguslara olan kesif ve ilgi, insanlarin biiylik miktarlarda bocek
yetistirmesiyle baslamustir (Shin vd., 2020). ilk bilimsel raporlar, ipekbdcegi (Bombyx
mori) hastaligina neden olan Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. ve Metarhizium
anisopliae (Metschn.) Sorokin tiirlerine aittir (Singh, 2004; Xiao vd., 2012). Bu kesif,

entomopatojenik funguslar alaninda bocek patolojisinin baslangicini olusturmustur.
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Funguslar aleminin siiflandirma sisteminde, Ascomycota subesine ait olan Beauveria
bassiana ve Metarhizium anisopliae, ginimiizde en linlii entomopatojenik fungus tiirleri
olarak kabul edilmektedir (Shin vd., 2020). Yaklasik 180 yil 6nce baslayan bu ilgiyle
birlikte, bugiine kadar toprak ve bocek kadavralarindan 100 cinse ait 700'den fazla fungus
tiirii izole edilmistir (Shin vd., 2020). Bu funguslarin genellikle insanlar ve hedef dis1
organizmalar i¢in zararsiz oldugu bilinmekte olup, ¢evreye olumsuz etkileri olmamasi
nedeniyle bocek zararlilari i¢in biyolojik kontrol ajani olarak incelenmektedir (Tanada ve

Kaya, 2012).

Entomopatojenik funguslar, konak bdceklerde enfeksiyon olusturarak oOliimlerine ve
dolayistyla zararli popiilasyonlarinda epizootige neden olarak dogal biyokontrol
mekanizmalarina katki saglamaktadir (Islam vd., 2021). Entomopatojen fungusun
epizootik olusturmasi; fungusun bocekle olan etkilesimine, fungus sporunun viriilansina,
sporun yogunluguna ve dagilimma baghdir (Qayyum vd., 2021). Entomopatojen
funguslarda yasam dongiisii konaklarinin gelisme donemleriyle ile es zamanli olarak

meydana gelmektedir (Shah ve Pell, 2003).

Entomopatojenik funguslar, boéceklerin viicutlarina girerek c¢ogalabilmekte ve bir
bocekten digerine yayilabilmektedir (Kaya ve Vega, 2012). Bu funguslarin sporlari,
konak bocek ile temas ettikten sonra bocegin kutikulast iizerinde ¢imlenerek ig
katmanlara dogru ilerlemekte, ikincil konidileri liretmekte ve i¢ organlari pargalayarak

bdcegin 6liimiine neden olmaktadir (Shin vd., 2020; Vega vd., 2012) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Entomopatojenik funguslar tarafindan konak bdcekte enfeksiyon ve
sporiilasyon dongiisii (Sinha vd., 2016’dan degistirilerek alinmistir).

Entomopatojenik funguslarin en belirgin 6zelligi, bakteriler veya viriisler gibi diger bocek
patojenlerinden farkli olarak, konakg¢ilarini enfekte etmek i¢in sindirim sistemine girmeye
gerek duymadan dogrudan kutikula yoluyla enfeksiyon baglatabilmeleridir (Mannino vd.,
2019). Bu nedenle, tarim zararlilar1 (6rnegin, yaprak bitleri, yaprak pireleri, pis kokulu
bocekler, tripsler) ve hastalik vektorleri (6rnegin, sivrisinekler, tsetse sinekleri) gibi emici

boceklerin kontroliinde biiyiik bir potansiyele sahiptirler (Mannino vd., 2019).

Entomopatojenik funguslarin bollugu ve ¢esitliligi, stirdiiriilebilir zararli bocek yonetimi
acisindan 6nemli bir potansiyel barindirmaktadir (Sinha vd., 2016). Bu funguslarin konak
ozgiilliigi, tiir ve sus diizeyinde farklilik gostermekle birlikte, Lepidoptera, Coleoptera,
Hemiptera, Diptera, Orthoptera ve Hymenoptera takimlarina ait bir¢ok bocek tiirtinii
enfekte edebilmektedir (Ramanuja vd., 2014). Ozellikle Beauveria bassiana ve
Metarhizium anisopliae, en genis konak dagilimina sahip entomopatojenik funguslar
arasinda yer almaktadir (Goettel vd., 2010). Sekil 2.3, farkli EPF tiirlerinin konak

bdcekleri nasil istila ettigini gdstermektedir.
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Sekil 2.3. Farkli entomopatojenik funguslarin konak bocek tizerindeki etkileri. Beauveria
bassiana (A), Metarhizium anisopliae (B) ve Isaria fumosorosea (C), patates dekstroz
agar (PDA) plakalarinda biyiitiilmistiir. Sekil D-H, seker kamisi kurdu Diatraea
saccharalis’in sirasiyla B. bassiana (D ve G), M. anisopliae (E ve H) ve 1. fumosorosea
(F) tarafindan kolonize edilmesini gdstermektedir (Baron vd., 2019°dan degistirilerek
alimmustir).

EPF'nin rejenerasyon kapasitesi, uygulama sikligint 6nemli dlgiide azaltarak kimyasal
insektisitlere kiyasla daha diisiik maliyet ve daha yiiksek verimlilik saglamaktadir (Ortiz-
Urquiza ve Keyhani, 2013; Gul vd., 2014; Mwamburi, 2020). Bir¢ok entomopatojenik
fungus ticari olarak iiretilmekte, zararli boceklerle miicadelede basariyla kullanilmakta
ve genis bir nem ve sicaklik araliginda etkili olabilmektedir (Wraight ve Carruthers,
1999). EPF’lerin ticari iiriinleri, bahgecilik, ormancilik ve tarimda entegre zararli
yonetimi (IPM) programlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Inglis vd., 1997). Ancak,
su ana kadar depolanmig tahil zararlilarinin biyolojik miicadelesine yonelik herhangi bir

entomopatojenik fungus iirlinii ticari olarak tescillenmemistir (Batta, 2016).
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2.3.1. Entomopatojenik Funguslarin Etki Mekanizmasi

Entomopatojenik  funguslarin  boceklerde enfeksiyon olusturma bigimi, diger
patojenlerden farkli olarak konidiyumlarin konak iizerine yapismasi ve daha sonra kesit
yoluyla giris yapmasi seklinde gerceklesmektedir (Sekil 2.4). EPF enfeksiyon siireci
genellikle altt temel asamadan olugmaktadir: (1) konidiyumlarin konak ylizeyine
yapismasi, (2) konidiyumun ¢imlenmesi ve appressoryum olusturmasi, (3) penetrasyon,
(4) hemolenf i¢cinde fungus gelisimi, (5) konak iizerinde sekonder konidiyum iiretimi ve

(6) yeni konidiyumlarin ¢evreye yayilmasi (Shin vd., 2020).

Konidia Germ, tiip

Y ® Appresornum Y
Epikutikil - =
Prokutikal

[ ]
p ©
Qosporein g “w
Beauvensin Blastospor L J ®
Bassiatin ®
» Okzalik asit >

e "o Hemolenf

Sekil 2.4. Entomopatojen fungusun enfeksiyon semasi (Ulusoy, 2022)

Fungus, bu agsamalar sirasinda farkli gen ve molekiiler mekanizmalar kullanarak konakta
enfeksiyonunu siirdiirmektedir. Bu agsamalar, konidiyum yapismasi ile baglamaktadir ve
EPF enfeksiyonunun ilk adimi, konidiyum denilen fungus sporlariin bdcek kutikulasina
baglanmasidir. Metarhizium anisopliae gibi tiirlerde, konidiyum yiizeyindeki hidrofobin
proteinleri ve rodlet (cubuk) tabakasi yapisma olayini kolaylastirmaktadir (Ment vd.,
2010; Butt vd., 2013; Tseng vd., 2014). Rodlet yapisinda bulunan hidrofobinler,
konidiyum ile konak kutikulas1 arasindaki hidrofobik etkilesimi artirmaktadir. Ornegin
M. anisopliae’de bulunan Mad1 geni, konidiyumun konak ylizeyine tutunmasini saglayan

bir adezin proteini kodlarken, M. acridum’da Hog1 kinazi ¢imlenme i¢in sinyal iletiminde
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rol oynamaktadir (Aw ve Hue, 2017). Yapismay1 etkileyen diger faktorler arasinda konak
ylizeyinin kimyasal yapisi, nem durumu ve konuk beslenme aligkanliklar1 da
sayilabilmektedir (Ment vd., 2010; Santi vd., 2010; Greenfield vd., 2014). Baska bir
deyisle, adhezyon asamasi pasif hidrofobik kuvvetler ve yiizey proteinlerinin ortak

calismasiyla gerceklesmektedir.

Daha sonra ¢imlenme ve appressoryum olusumu ile enfeksiyon siireci devam etmektedir.
Yapigsmis konidiyum belli bir siire sonra ¢imlenerek bir germ tiipli olusturmakta (Lovett
ve Leger, 2015) ve bu germ tipii uygun kosullarda kutikula tizerinde siserek
appressoryum adli 6zel bir penetre yapisi gelistirmektedir (Lovett ve Leger, 2015).
Appressoryum ic¢inde olusan turgor basinci ve mekanik gii¢, fungusin kesit yoluyla
kutikulaya niifuz etmesini saglamaktadir (Butt vd., 2013; Lovett ve Leger, 2015). Bu
siirecte fungus, ortam pH’s1, nem ve besin gibi c¢evresel sinyallere yanit veren icsel
genetik mekanizmalar kullanmaktadir. Ornegin appressoryum gelisiminde MAPK ve
cAMP yolagina bagl genlerin rol oynadig bilinmektedir (Aw ve Hue, 2017). Bu asamada
M. anisopliae, ¢cimlenme ve appressoryum gelisimini kontrol eden genler aracilifiyla

konak kiitikulasina niifuz etmeye hazirlanmaktadir (Shin vd., 2020).

Enfeksiyon sonrasinda penetrasyon ile devam etmektedir. Appressoryum tarafindan
olusturulan mekanik basingla baslatilan penetrasyon asamasi, enzimatik etkinlik
gerektirmektedir. Fungus bu asamada konak kutikulasini parcalayan ¢ok sayida hidrolitik
enzim salgilamaktadir ve 6zellikle subtilisin, tripzin, kimotripsin ve karboksipeptidaz gibi
proteazlar, bocek kutikulasinda yiiksek miktarda bulunan pro-kutikul proteinlerini
hidroliz ederek kesitin delinmesine yardime1 olmaktadir (Wang vd., 2008). Ornegin M.
anisopliae’de salgilanan Prl proteazi, kesit proteinlerini parcalayarak penetrasyona izin
vermektedir (Butt vd., 2013; Ledo vd., 2015). Ayrica kitinazlar da proteazlarla birlikte rol
oynamakta, kutikulada bulunan kitini degrede etmekte ve daha fazla penetrasyon
saglamaktadirlar (Santi vd., 2010). Bu ¢oklu enzim kullanimina bagli olarak, bazi tripzin
izoenzimleri yalnizca belirli boceklerin kuikula proteinlerine 6zgii olmasi gibi farkli
konaklar i¢in farkli enzim profilleri goézlemlenmistir (Butt vd., 2013). Bu asamanin
sonunda EPF, kutikulayr hem mekanik hem de kimyasal yontemlerle agarak hemolenfe

gecmeyi basarmaktadir (Aw ve Hue, 2017).
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Bir sonraki asama ise hemolenfte ¢ogalma ve toksin salinimidir. Kutikuladan hemolenfe
gecen fungus, burada hizla ¢ogalarak blastosit olarak adlandirilan hifal cisimcikleri
olusturmaktadir (Aw ve Hue, 2017). Bdylelikle fungusun yiizey/hacim orani artmakta ve
besin alimi daha etkin hale gelmektedir. Hemolenfte ¢ogalma asamasinda EPF, konak
bagisiklik savunmasini alt etmek i¢in ¢esitli molekiiler araglar kullanmaktadir ve bunlarin
basinda oksidatif stresi Onleyen antioksidan enzimler gelmektedir (Gao vd., 2011).
Ayrica EPF, bocege zehir etkisi gosteren bir dizi sekonder metabolit iiretmektedir
(Valero-Jiménez vd., 2016). Beauveria bassiana’dan elde edilen beauvericin, lakton
lcliisii yapisinda bir toksin olup ve sitotoksik bir etki olustururken; Metarhizium
anisopliae’den elde edilen destruksin, siklik depsipeptidler olup konak boceklerde giiclii

immiinstipresan etkiler gostermektedir (Molnar vd., 2010; Pedrini, 2018).

Bu cok asamali enfeksiyon siireci sonucunda EPF konagi 6ldiirmekte, ylizeyde spor
kiimeleri (konidiyum) iiretmekte, bu sporlar ¢evreye yayilmakta ve yeni konaklarin
enfekte olmasini saglamaktadir (Shin vd., 2020). EPF’nin tiim bu etki mekanizmalar1
molekiiler diizeyde karmasik bir gen ifadesi ve enzim sekresyonu ag1 gerektirmektedir.
Sonug olarak, entomopatojenik funguslar konidiyumlarin yapismasi ve ¢imlenmesinden
toksin salinimina kadar bir dizi 6zellesmis molekiiler strateji ile bocegi enfekte ederek
kontrol altina almaktadir. Bu mekanizmalarin ayrintili anlasilmasi, funguslarin biyolojik
miicadelede etkinligini artiracak genetik miidahaleler ve formiilasyon gelistirme

cabalarina temel teskil etmektedir.

Ek olarak bazi EPF’ler agiz yoluyla da enfeksiyon gerceklestirebilmektedir; toksin
salinimi, bocegin i¢ organlarinda sistemik bir enfeksiyona yol acarak Oliimle
sonuclanabilmektedir (Mannino vd., 2019). EPF enfeksiyonunda kabul géren yaygin yol,
kutikuladan geg¢istir. Ancak son yillarda yapilan genomik ¢alismalar, bazi1 EPF’lerin agiz
yoluyla da enfekte olabilecek genetik altyapiya sahip oldugunu ortaya koymustur
(Mannino vd., 2019). Ozellikle B. bassiana genomunda, bakteriyel delta-endotoksinlere
ve 1s1ya duyarli enterotoksin alt {initelerine benzer genler saptanmistir; bu durum da B.
bassiana’nin Bacillus thuringiensis gibi bakteriyel bocek patojenlerine benzer toksinlere
sahip olabilecegini diislindiirmektedir (Xiao vd., 2012). Agiz yoluyla enfeksiyon,
larvanin sindirim sistemine konidyum alinmasi ile baslamakta ve EPF, bakteri

endotoksinlerine benzer molekiiller sindirim kanalini tahrip ederek sisteme giris
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saglamaktadir. Mannino ve arkadaslar1 (2019) bu alternatif yolu Sekil 2.5’te 6zetlemis,
agiz yoluyla enfeksiyon potansiyelini yesil ok ile gostermistir. Bu mekanizmalar heniiz
tam olarak aydinlatilmamis olmakla birlikte, molekiiler ¢alismalarda bir¢ok toksin ve

enzim kodlayan gen takiminin agiz yoluyla enfeksiyona katki sagladigi goriilmiistiir.

Conidia
penetration

Anus

-
Ungerminated
conidia

Salivary duct

Conidia
ingestion

Mad1, Mad2 and Hyd1, Hyd2, Hyd3, SsgA, Cwp10 Heatdabile bacterialdike enterotoxins Mos1, Mch
@ CYP (CYP52X1, CYP52X2) /5) Cry-ike delta enterotoxins @ Antioxidant systems
Chit1, Chit2, Chit3, Chitd “—| Bacterial like zeta toxins Mrr1, Crr, Mest1, Atm1, Gat
Pr1, Pr2, Prd Secondary metabolites: Dix Secondary metabolites: Bea, Ten, Bsl, Op, Ditx

Sekil 2.5. Mannino vd. (2019) tarafindan 6nerilen alternatif enfeksiyon yollari. Mavi ok
(1) kesit-kutikula penetrasyon yolunu, yesil ok (2) agiz yoluyla enfeksiyon potansiyelini
ve kirmiz1 ok (3) hemolenf i¢i gelismeyi gostermektedir (Mannino vd., 2019).

2.4. Esansiyel Yaglar

Bitkiler ile diger organizmalar (bocekler, ot¢ul memeliler, funguslar, bakteriler vb.)
arasindaki ortak yasam, bitkilerin bu organizmalara kars1 ¢ok sayida adaptasyon ve direng
mekanizmasi gelistirmesine olanak tanimis ve dolayisiyla ¢esitli sekonder metabolitlerin
ortaya c¢ikmasina yol agmistir (Popescu vd., 2024). Bitkiler tarafindan sekonder
metabolitler olarak iiretilen esansiyel yaglar, milyonlarca yillik evrim siirecinde bitkiler

ile bocekler arasindaki etkilesimin diizenlenmesine etki etmistir (Popescu vd., 2024).

Esansiyel yaglar, aromatik ve lipofilik Ozellikleriyle karakterize edilen kokulu ve
esansiyel dogal yaglardir (Dhifi vd., 2016). Bu yaglar, bitkiler icin tozlasmay1 saglayan
bocekleri ve diger faydali organizmalar1 kendine ¢eken bilesikler olarak ya da zararh

boceklere karst savunma mekanizmalari olarak islev gormiistiir (Pavela ve Benelli, 2016).
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Insanlar, bitkilerden elde edilen maddelerin potansiyelini ve tarmmsal zararlilarla
miicadelede saglayabilecekleri faydalari, bu maddelerin kimyasal yapilarin1 ve
Ozelliklerini anlamadan ¢ok dnce fark etmistir. Tarihsel verilere gore, bitki ekstrelerinin
boceklere kars1 kullanimi yaklasik 3000 y1l 6ncesine dayanmaktadir (Pavela, 2016). Bilgi
birikiminin artmasi ve yakin dénemde kullanilan sentetik pestisitlerin ¢evreye verdigi
zararlar, son yillarda biyopestisit olarak kullanilan esansiyel yaglar lizerine ¢ok sayida

caligmanin yapilmasina yol agmustir.

Bitkiler hem birincil (6rnegin sekerler ve asitler) hem de ikincil metabolitler
tiretmektedirler ve esansiyel yaglar genellikle monoterpenler, esterler, seskiterpenler,
fenoller, aldehitler, oksitler ve ketonlar gibi biyoaktif ikincil metabolitlerden
olugmaktadir (Preedy, 2015; Pott vd., 2019). Bu bilesikler, bocek-bitki iligkilerinde
onemli bir rol oynamaktadir (Parmar vd., 1997; Isman, 2000; Martinez vd., 2015). Bu
baglamda esansiyel yaglar; bocekler iizerinde kovucu (repellent), yumurtlama ve
beslenmeyi caydirict (deterrent), bliylime diizenleyici (growth regulator) ve toksik
etkileriyle diisiik kirlilik riski ve hizli ¢evresel bozunma saglayan bir alternatif zararl
kontrol yontemi olarak degerlendirilmektedir (Plata-Rueda vd., 2017). Cesitli
aragtirmalar, depolanmis tahillara uygulanabilecek esansiyel yaglarin, zararli boceklerin
kontroliinde kullanilma potansiyeline odaklanmistir yapilmistir (Zapata ve Smagghe,

2010; Stefanazzi vd., 2011; Jemaa vd., 2012).

Su ana kadar 3000°den fazla esansiyel yag tiirli tanimlanmig olup, yaklasik 300’1 ticari
olarak pazarlamistir (Dhifi vd., 2016; Bhavaniramya vd., 2019; Sharmeen vd., 2021).
Lauraceae, Myrtaceae, Lamiaceae, Rutaceae, Apiaceae, Asteraceae, Poaceae,
Cupressaceae, Piperaceae ve Zingiberaceae gibi bitki aileleri, esansiyel yag iiretimi

acisindan sik¢a arastirilmaktadir (Fahn, 2000; Svoboda, 2003; Asgar ve Jalal, 2015).

Bitkilerden, sifali otlardan, meyve atiklarindan ve olgunlasan meyvelerin enzimlerinden
elde edilen esansiyel yaglar biyolojik miicadelede etkili bir potansiyeldir sunmaktadir
(Dassanayake vd., 2021). Gliniimiizde bu esansiyel yaglarin antioksidan, antikanser,
antimikrobiyal, antiviral ve pestisit etkileri gibi ¢esitli kimyasal 6zellikleri ve biyolojik
aktiviteleri Tlizerine arastirmalar ylritiilmektedir (Winska vd., 2019). Yapilan
calismalarda, 7. molitor un miicadelesinde Cymbopogon citratus, Citrus limonum,

Muristica fragrans, Litsea cubeba (Isman, 2006), Origanum vulgare ve Carum carvi
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(Petrovi¢ vd., 2019; Plata-Rueda vd., 2021) esansiyel yaglarimin kullanilabilecegi

gosterilmistir.

2.4.1. Bitki Kaynakh Esansiyel Yaglarin Etki Mekanizmalari

Bitki kaynakli esansiyel yaglar boceklerin biyokimyasal, fizyolojik ve metabolik
islevlerine miidahale edebilen Ozelliklere sahiptir ve bu organizmalarin hedef
bolgelerindeki biyolojik aktiviteleri degistirerek etkili olabilmektedirler (Daferera vd.,
2000; Borzoui vd., 2016). Bitki bazli esansiyel yaglardan elde edilen bocek oOnleyici
bilesenler, dar veya genis spektrumlu olabilmektedir. Dar spektrumlu ajanlar yalnizca
belirli tiir etkilerken, genis spektrumlu ajanlar cok sayida bdcege karsi etkili
olabilmektedir (Hermans ve Keys, 2004). Bocek Onleyici bitki bazli ajanlari, bécek
kovucular (insect repellents) ve insektisitler (insecticides) olmak iizere ikiye ayirabilmek
miimkiindiir (Dassanayake vd., 2016). Bocek kovucular kimyasal 6zellikleri sayesinde
bocekleri sadece uzaklastirma 6zelligine sahipken, insektisitlerin 6ldiiriicii etkisi vardir

ve boceklerin 6liimiine sebep olmaktadir (Niroumand vd., 2016).

Cesitli molekiiler caligmalar, esansiyel yaglarin pestisit ve bocek kovucu 6zelliklerinin
etki mekanizmalarin1  agiklamistir.  Esansiyel yag metabolitleri, bdceklerin
asetilkolinesteraz (AChE) ve oktopamin yollarin1 inhibe edebilmektedir (Sekil 2.6)
(Polsinelli vd., 2010; Pang vd., 2012; Jankowska vd., 2018).
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Acetylcholinesterase [AChE) pathway GABA receptor pathway Octopamine receptor pathway

Sekil 2.6. Bitkisel kaynakli esansiyel yaglarin bocek iizerinde etki mekanizmalar
(Jankowska vd., 2017°den degistirilerek alinmistir).

AChE enziminin, boceklerin néromiiskiiler ve noronal iletisiminde kritik rol oynamasi
ozelliginden dolayr AChE inhibisyonu, bu mekanizmalar i¢inde, ge¢mis yillarda en ¢ok
arastirilan konulardan biri olmustur (Bourguet vd., 1997; Marcel vd., 1998) AChE
inhibisyonu, sinaptik zarin bozulmasina neden olarak sinir akimina miidahale etmekte ve
boceklerde norotransmitter toksisitesi olarak adlandirilan olaya yol agmaktadir (Re vd.,
2000; Kostyukovsky vd., 2002; Marrs ve Maynard, 2013). Oktopamin hormonu ise,
bdceklerin sinir sistemiyle iligkili dnemli bir hormondur (Evans, 1980). Oktopamin-1, bir
norotransmitter ve Oktopamin-2 ise bir ndromodiilator olarak gorev yapmaktadir
(Dassanayake vd., 2016). Oktopaminin inhibisyonu, kas baglantilar1 ve boceklerin viicut
stvilariin homeostazi (dengelesim) ile iliskili fizyolojik diizenlemelerin bozulmasina yol
acmaktadir ve bu durum sinir sistemini olumsuz yonde etkilemektedir (Lange ve Orchard,
1986; Farooqui, 2007; Ohta ve Ozoe 2014). Bitki kaynakli esansiyel yaglar boceklerde
bulunan Gamma-Aminobiitirik Asit (GABA) reseptorlerini de inhibe edebilmekte ve
GABA  reseptorlerinin  sinaps dist  zarlarindaki  reseptorlere  baglanmasini
engelleyebilmektedir (Sattelle, 1990; Ben-Ari vd., 2012; Sigel ve Steinmann, 2012).

Ayrica, esansiyel yaglardan elde edilen fitokimyasal metabolitler, bdceklerin
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ksenobiyotik metabolizmast ve solunumu ile iligkili enzimlerin aktivitelerini
bozabilmekte veya inhibe edebilmektedir. Bu enzimler arasinda sitokrom P450'ler,
kitinazlar, karboksilesterazlar (CarEs), ATP-bagli kaset tasiyicilar1 (ABC tasiyicilari) ve
glutatyon S-transferazlar (GST'ler) bulunmaktadir (Merzendorfer, 2012; Yu vd., 2017;
Campolo vd., 2018).

Bitki kaynakli esansiyel yaglarin diger biyolojik ajanlarla birlikte kullanilmas1 ve sinerjik
etki gostermeleri de arastirilmistir. Ornegin, Radha ve arkadaslari (2014) tarafindan
yapilan bir arastirma, Chenopodium ambrosoides ve Thymus vulgaris bitkilerinden elde
edilen esansiyel yaglarin, Beauveria bassiana tarafindan iiretilen metabolitler ile
sinerjistik etki gostererek Callosobruchus maculatus (Fabr.) (cowpea bruchid) tiiriine

karsi insektisit ve bocek kovucu etki sagladigini ortaya koymustur (Radha vd., 2014).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Entomopatojenik Funguslarin Topraktan izolasyonu ve Saflagtirilmasi
3.1.1.Toprak Orneklerinin Toplanmasi

Toprak oOrnekleri Bilecik ilindeki tarim arazilerinden alinmistir. Toprak yiizeyi
kaldirilarak ornekler 5-20 cm derinlikten bir kiirek yardimiyla toplanmistir. 10 farkli
bolgeden, her bolgede 3 farkli yerden 6rnek alinmistir. Ayni bolgeden toplanan topraklar
bir kova igerisinde karistirilarak homojen hale getirilmistir. Karisimdan alinan yaklasik 1
kg toprak 25x42 cm boyutlarindaki polietilen torbalara yerlestirilmis, etiketlenmis ve
miimkiin oldugunca kisa siirede entomopatatojenik fungus yoniinden incelenmistir (Ali-

Shtayeh ve ark., 2002).
3.1.2. Toprak Orneklerinden Entomopatojenik Fungus izolasyonu

Topraktan EPF izolasyonu Zimmermann (1986)’1n onerdigi “Galleria tuzak metodu”
modifiye edilerek yapilmistir. Tuzak bocek olarak Galleria mellonella larvalar yerine
Tenebrio molitor (un kurdu) larvalar1 kullanilmistir. Her bir toprak 6rnegi 1 litrelik plastik
kaplar igerisine yerlestirilerek lizerine 10’ar adet 7. molitor larvasi eklenmistir. Topragin
cok kuru olmasi durumunda gerekli nemi saglamak icin topraga steril su ilave edilmistir.
Larvalarin topragin altinda kalmasmi saglamak icin kaplarin kapagi kapatilip ters
cevrilmistir. Daha sonra kaplar oda sicakliginda (20-25°C) bekletilerek bdceklerin
topraktaki bulunmasi muhtemel funguslarla maksimum temasmi saglamak amaciyla
siklikla sallanarak alt {ist edilmistir. (Zimmermann, 1986; Meyling ve Eilenberg, 2006).
Gozlemler sonucu 6ldiigii tespit edilen larvalar, fungus izolasyonu i¢in secilmistir. Bu
larvalar yiizey sterilizasyonu ig¢in steril kabine alimarak %1°lik sodyum hipoklorit
(NaClO) soliisyonunda 2-3 dk bekletilmis, ardindan 3 defa steril saf su ile yikanarak
kurutma kagid1 iizerine alinmigtir. Yiizey sterilizasyonu yapilan bocekler igerisinde nemli
filtre kagidi bulunan steril petrilere alinarak, 25°C’de inkiibasyona birakilmistir (Ali-
Shtayeh vd., 2002). Inkiibasyon periyodundan sonra mikozlanma goriilen boceklerin
ylizeyinden alinan funguslar %1 maya ekstrakt1 iceren Sabouraud dekstroz agar (Difco
Laboratories, Detroit, MI, ABD) besiyerine inokiile edilerek 25°C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonucu olusan koloniler birkag pasaj yapilarak saf kiiltiirler elde edilmistir.
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3.2. Entomopatojenik Funguslarin Makroskobik ve Mikroskobik Diizeyde

Morfoloji Analizleri

Funguslarin morfolojik tiir tayinleri Dr. Richard Humber (USDA-ARS Collection of
Entomopathogenic Fungi, Ithaca, NY, USA) tarafindan yayinlanan “Entomopathogenic
Fungal Identification” adli kaynaga goére yapimustir (Humber, 1997). izole edilen
funguslarin SDA ve PDA besiyeri lizerine ekimleri yapilarak stereomikroskop altinda
koloni sekilleri ve renkleri incelenmistir. Mikroskobik incelemeler i¢in agar blok yontemi
kullanilarak preperatlar hazirlanmistir. Bu yontemin ilk basamaginda PDAY hazirlanarak
bir petriye dokiilmiistiir. Daha Onceden steril edilmis petriler igerisinde bulunan lam,
lamel ve kiirdanlar kullanilarak bir diizenek hazirlanmistir. Kat1 hale gelmis olan kalin bir
agarl1 besiyeri parcasi (en az 0,5 cm kalinlikta) steril bistiiri ile kare seklinde kesilerek
kiirdanlar tizerinde bulunan lam iizerine birakilmistir. Kesilen bu kare besiyerinin her
kenarina igne uglu 6ze ile nokta ekim yapilmis ve {izeri lamel ile kapatilmistir (Sekil 3.1).
Bu diizenegin altinda bulunan kurutma kagitlar1 distile su ile nemlendirilmistir.
Hazirlanan kiiltiirler 28°C de 4-8 giin boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucu
besiyerinin lizerinden alinan lameller laktofenol cotton blue ile boyanarak mikroskop

incelemeleri gergeklestirilmistir.
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Kiirdan

Ureyen
fungus

Sekil 3.1. Fungal 6rneklerin agar blok yontemi ile mikroskobik incelenmesi.

3.3. Entomopatojenik Funguslarin Molekiiler Karakterizasyonu ve Filogenetik

Agac¢ Olusturulmasi
3.3.1. DNA izolasyonu

Fungal izolatlardan DNA izolasyonu i¢in Quick-DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep
Kit kullanilmus, iireticinin protokolii uygulanmstir. Izolasyon i¢in éncelikle funguslarin
PDA besiyerine ekimleri yapilmig ve 28°C’de 1 haftalik siire ile inkiibasyona
birakilmistir. Biiyiiyen fungus kolonilerinden 50-100 mg agirhiginda parga kesilerek
alinmistir. Parcalar ZR BashingBead™ Lysis lizis tiiplerine transfer edildikten sonra
tizerine 750 pl BashingBead™ Buffer sollisyonu eklenerek bead beater cihazi yardimiyla
maksimum hizda > 5 dk lizis edilmistir. Daha sonra tiipler 10.000 g’de 1 dk santrifiij
edilmistir. Pipet yardimiyla siipernetanttan 400 pl alinmis ve Zymo-Spin™ III-F
filtrasyon tiiplerine aktarilarak 1 dk 8.000xg’de santrifiij edilmistir. Filtrenin altinda kalan
ve toplama tiiplinde biriken siviya 1.200 ul Genomic Lysis Buffer soliisyonu eklenmistir.
Olusan karisimdan 800 pl, DNA’nin tutunabilecegi Zymo-Spin™ IICR Column filtreli
tiiplerine alinarak 10.000xg’de 1 dk santrifiij edilmistir. Toplama tiipiindeki sivi
dokiilerek bir 6nceki adim tekrarlanmigtir. Filtreli tiip yeni bir tiipe alinarak 200 ul DNA
Pre-Wash Buffer soliisyonu ile yikama islemi yapilmis ve 10.000xg’de 1 dk santrifiij
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edilmistir. Tiipiin altinda kalan s1vi uzaklastirilarak ikinci kez yikama yapmak i¢in 500 pl
g-DNA Wash Buffer yikama soliisyonu filtreli tiipe eklenmistir. Tiipler 10.000 g’de 1 dk
santrifiij edilerek, DNA’nin saklanacagi 1.5 ml mikrosantrifiij tiiplere alinmistir. Son
olarak filtrenin iizerine 50 ul DNA Elution Buffer direkt filtrenin iizerine birakilarak
DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA’lar, kullanilincaya kadar -
20°C’de saklanmustir.

3.3.2. {lgili Gen Bolgelerin PCR ile Cogaltilmasi

1990'lardan bu yana, ITS-rDNA bdlgesi fungus tanimlamasi ve molekiiler taksonomide
yaygin kullanilan genetik belirte¢ olmustur ve yakin zamanda fungus ¢aligmalar1 i¢in
evrensel DNA barkodlama yontemi haline gelmistir (Sekil 3.2) (Seifert, 2009; Schoch
vd., 2012; Koljalg vd., 2013). Bununla birlikte, alternatif belirte¢ olarak translasyon
uzama faktori-1 alfa (EF1-a), tir kompleksleri i¢indeki tiir sinirlarini giivenilir bir
sekilde degerlendirmek i¢in filogenetik belirteclerden biri olarak gelistirilmistir (Reeb ve
ark., 2004; Rehner vd., 2006; Hofstetter ve ark., 2007). Bu dogrultuda, Cizelge 3.1°de
belirtilmis olan ITS/-5.8S-1TS2 ve Translasyon Uzama Faktorii-1 alfa (EF1-0) gen

bolgelerine 6zgii primeler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir.

ITS5

5.85 _— .
Kiigtik alt birim (185) | ITS1 || .pna | ITS2 ‘ Biydl alt birim (28S)

ITS4

Sekil 3.2. ITS1-5.8S-ITS2 bolgesini cogaltmak icin kullanilan primerlerin pozisyonlari.
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Cizelge 3.1. Kullanilan primerler ve 6zellikleri.

Primer Uriin
Gen Primer Dizisi Kaynak
Ad1 Boyutu
ITS1-| ITS4 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
White vd.
5.8S- 600 bp
— ITSS | 5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ (1990)
EFI EF1T 5'-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3' 1150- Rehner ve
-a
1567R | 5'-ACHGTRCCRATACCACCSATCTT-3' | 1200 bp | Buckley (2005)

PCR reaksiyonu, Thermo Scientific DreamTaq™ DNA Polymerase kullanilarak

iireticinin talimatlar takip edilerek gerceklestirilmistir. Tek bir tiip (25x) i¢in; 2,5 pl

reaksiyon tamponu, 0,5 ul ANTP, 0,5 pl forward primer, 0,5 pl reverse primer, 1 ul kalip

DNA, 0,125 ul DreamTaq™ DNA Polymerase enzimi ve 19,875 pl ddH2O kullanilmistir.

Uygulanan PCR kosullar1 Cizelge 3.2°de gosterilmistir. PCR iglemi sonrasinda olusan

tirtinler, 0.5 pg/ml etidyum bromiir katkili %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.

Cizelge 3.2. Uygulanan PCR kosullar1.

PCR Asamasi Sicakhik (°C) Siire Dongii
[k Denatiirasyon 95 120 sn 1
Denatiirasyon 95 30 sn
Baglanma 53 30 sn 25
Uzatma 72 60 sn
Son Uzatma 72 600 sn 1
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3.3.3. Klonlama ve Sekanslama

PCR islemi sonrasinda olusan iirlinlerin klonlama vektoriine ligasyonu ve DHS5-a
kompotent hiicresine transformasyonu gergeklestirilmistir. Transformasyon sonucu canli
kalan koloniler secilip PCR ile dogrulama igin kullanilmistir. Istenen geni igerdigi
belirlenen kolonilerden plazmid izolasyonu yapilarak DNA dizi analizine gdnderilmistir.

Bu asama asagida belirtilen uygulamalarla gergeklestirilmistir.
a. Gen Bolgelerinin pJET1.2/ blunt Cloning Vektoriine Ligasyonu

PCR yontemi ile ¢ogaltilan gen bolgeleri CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific)
kullanilarak pJET1.2/ blunt Cloning vektoriine klonlanmistir. Klonlama igin tiipe; 10 pl
2x Reaction Buffer, 1 ul PCR {iriinii, 17 pl nucleaese-free su, 1 pl DNA Blunting Enzyme
eklenmis ve 70°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Sonrasinda tekrardan buzda sogutulmustur.
Daha sonra tiipe, 1 pl pJET1.2/blunt Cloning Vector (ng/pl), 1 ul T4 DNA ligase
eklenmis ve 22°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Elde edilen iirlin transformasyon igin

kullanilmistir.
b. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

E. coli DH5-a, 3 mI’lik Leura Bertani (LB) besiyerine inokiile edilerek gece boyunca
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Biiyliyen susun ODsoo nm dalga boyunda ol¢timii
yapilarak, 30 ml LB besiyerine ODgoo = 0,1 olacak sekilde asilama yapilmis ve 37°C’de
1 saat calkalayici inkiibatore alinmistir. 45-50 dk sonra ODgoo = 0,45-0,50 ulastiginda tiim
stv1 falkon tiipe aktarilarak 4500 rpm’de 5 dakika c¢oktiiriilmiistiir. Olugan pellet 10 ml
100 mM’lik soguk CacCl, ile ¢ozdiiriilerek 30 dakika buzda bekletilmistir. Sonrasinda bir
kez daha 4500 rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Olusan pellet 2 ml, 100 mM’lik soguk CaCl>
icerisinde ¢oOzdiiriilerek +4°C’de 2 saat boyunca kullanima hazir olmasi igin

bekletilmistir.
¢. Transformasyon

Hazirlanmis olan kompotent hiicreden 200 pl ve ligasyon iirliniinden 3 pl alinarak bir 1,5
ml mikrosantrifiij tiipiinde birlestirilmistir. Rekombinant vektoriin kompotent hiicresine

transformasyonu i¢in 6nce 30 dakika buzda daha sonra 45°C’de 2 dk 1sitict blokta
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bekletilmistir. Sonrasinda tiipiin i¢erisindeki karisim, 1 ml LB bulunan tiipe aktarilmis ve
37°C’de 1 saat calkalayic1 inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 6000xg’de
3 dakika santrifiij edilmis ve olusan siipernatant uzaklastirilmistir. Pellet ¢ozdiiriilerek
LB+amp agar besiyerine yayma ekim yapilmistir. Petriler 37°C’de gece boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi olusan koloniler petri iizerinde isaretlenmis ve PCR ile
dogrulama i¢in kullanilmistir. PCR sonucu, istenilen geni bulundurdugu tespit edilen
koloniler, steril bir pipet ucu yardimiyla, temiz LB+amp agarli besiyerine ekilmis ve stok

olusturulmustur.
d. Plazmid izolasyonu

Plazmit izolasyonu Promega Wizard Plus Sv Minipreps DNA Purification Systems kiti
kullanilarak gergeklestirilmistir. Ilk olarak, 5 mL bakteri kiiltiirii, LB besiyerinde 37°C'de
24 saat boyunca 180 rpm'de ¢alkalanarak biiyiitiilmiistiir. Kiiltiirleme siiresi sonunda, 5
ml s1v1 kiiltlir en yiiksek hizda 5 dakika boyunca oda sicakliginda santrifiijlenerek pelet
haline getirilmistir. Slipernatantin dikkatlice atilmasinin ardindan pellet, 250 ul Cell
Resuspension Solution ile tamamen siispanse edilmistir. Ardindan 250 ul Cell Lysis
Solution eklenip dort kez ters ¢evrilmis, 10 pl Alkaline Protease Solution ilave edilerek
5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Karigima 350 pl Neutralization Solution eklenip
dort kez ters gevrildikten sonra 10 dk boyunca en yiiksek hizda santrifiij yapilarak berrak
lizata ulagilmistir. Berrak lizattan alinan siipernatant, spin kolonun i¢ine aktarilmis ve 1
dk siireyle en yiiksek hizda santrifiij edilerek plasmid DNA kolona tutturulmustur.
Baglanan DNA, daha 6nce etanol eklenmis 750 ul Wash Solution ile 1 dk, ardindan 250
ul ayni soliisyonla tekrarlanan bir yikama basamagi sonrasi 2 dk en yiiksek hizda santrifiij
edilerek temizlenmistir. Spin kolon, steril bir 1,5 ml mikro santrifiij tiipline aktarilmis,
100 pl niikleaz icermeyen su eklenerek 1 dk santrifiij yapilmis ve elde edilen plazmid

DNA —20 °C’de muhafaza edilmistir.
3.3.4. Dizi Analizleri

Plazmidler dizi analizi icin BMLabosis firmasina gonderilmistir. Elde edilen sekanslar
NCBI GenBank veritabaninda yer alan sekanslar ile BLAST yapilarak karsilastirilmistir.
BLAST sonrasi benzerlik gosteren tiirler kullanilarak Bioedit programinda hizalama

islemi yapilmis MEGA X programi yardimiyla da filogenetik agaglar1 olusturulmustur.
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3.4. Clinopodium serpyllifolium subsp. serpyllifolium Bitkisinden Mikrodalga
Ekstraksiyonu Yontemi ile Esansiyel Yagin Elde Edilmesi

Bitki kuru halde temin edilmis ve 6rneklerden NEOS Microwave ekstraksiyon sistemi
yardimiyla esansiyel yag ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Bir beher icerisine 100 gr
bitki konularak su ile 1slatilmis ve ekstraksiyon i¢in cihaza yerlestirilmistir. Cihazin giicii
ekstraksiyon i¢in 10 dakika 900W, 30 dakika 700W, 60 dakika S00W ve 120 dakika
300W olacak sekilde ayarlanmistir. Siire sonunda biriken esansiyel yag toplanarak amber
siselere alinmig ve fumigant etki denemelerinde kullanilincaya kadar +4°C’ de

buzdolabinda saklanmistir (Wang vd., 2016).
3.5. Tenebrio molitor Uzerinde Entomopatojenik Funguslarin Biyotestleri
3.5.1. Tenebrio molitor’un Laboratuvar Kosullar1 Altinda Uretimi

Tenebrio molitor larvalar1 ve erginleri un-bugday kepegi iceren plastik kaplar icinde, 12
saat gilindiiz ve 12 saat gece dongiisii saglanarak 24°C sicakliktaki iklimlendirme
kabininde iretilmistir. Bocegin su ihtiyacim1 karsilamak i¢in taze patates dilimleri

kullanilmistir (Rodriguez-Goémez vd., 2009).
3.5.2. Spor Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Patojenite testlerinde kullanilan fungal izolatlar 1x10° spor/ml konsantrasyonda stok
sollisyonlarindan PDAY besiyeri tizerine 100 pl yayma ekim yapilmis ve 25°C’de 2-3
giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bilylime periyodunun sonunda, tek koloniler
secilerek bagka bir PDAY besiyerine transfer edilmis ve 25°C’de 4 hafta boyunca inkiibe
edilmistir. Bliylime periyodunun sonunda, petri tizerine 10 ml steril % 0,1’lik Tween 80
eklenecek ve cam baget ile kazinarak sporlar elde edilmistir. Spor siispansiyonlar iki katl1
tilbent ile 50 ml’lik steril falkon tiiplerine siiziilerek misel ve agar pargalarinin
uzaklastirilmas: saglanmistir. Elde edilen siispansiyonlar 5 dk vortekslenerek homojen
hale getirilmistir. Spor konsantrasyonlar1 Neubauer hemositometresi kullanilarak
belirlenmis ve biyotestlerde kullanilmak iizere 1x107 spor/ml konsantrasyonuna

ayarlanmistir. Ayrica, sporlarin ¢imlenme yiizdesi, 100 pl spor siispansiyonun PDAY
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agar iizerine yayma ekim yapilmasi ve 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra ¢imlenme
ozelliginin belirlenmesiyle test edilmistir. Germ tiipii spor ¢apindan biiyiik olan sporlar
c¢imlenmis olarak kabul edilmistir. Bunun sonucunda %95 oraninda ¢imlenme goriilen

izolatlar patojenite testlerinde kullanilmistir.
3.5.3. Patojenite Testleri

Patojenite testleri hastalik belirtisi gostermeyen saglikli larva ve erginler iizerinde
yapilmistir. Oncelikle, spor siispansiyonlar1 tarama testi icin 1x107 spor/ml
konsantrasyonda zararlinin larval donemine piliskiirtme yontemiyle uygulanmistir.
Uygulama sonras1 bdcekler 250 ml’lik plastik kaplara alinarak beslemeye devam
edilmistir. Caligmada her fungal izolat i¢in 30 bocek kullanilmig ve 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Kaplar 25-28°C olacak sekilde iklim odalarinda 14 giin
bekletilmistir. Kontrol grubuna steril %0,1 Tween 80 igeren steril su uygulanmistir.
Bocekler giinliik olarak takip edilmis ve 6len bocekler 3 dakika %1°lik sodyum hipoklorit
soliisyonu ile ylizey dezenfeksiyonunun ardindan 3 defa steril su ile yikanarak igerisinde
nemli filtre kagidi bulunan steril petrilere aktarilmistir. 28°C’lik etiivde inkiibasyona
birakilarak mikozlanmalar1 saglanmistir. Uygulamadan 14 giin sonra elde edilen 6lim
oranlart Abbott formiili kullamilarak kontrole goére diizeltilmis Oliim oranlar
belirlenmistir (Abbott, 1925). Ayrica varyans analizi (ANOVA) ile izolatlarin 6lim

oranlar arasindaki farkliliklar ortaya konmustur.
3.5.4. Konsantrasyon Denemeleri

Tarama testleri sonucu en yiiksek viriilansa sahip 2 izolatin 5 farkli konsantrasyonu
(1x10%, 1x10%, 1x10°, 1x10°, 1x107 spor/ml kullamlarak biyotestler gerceklestirilmistir.
Calismada kullanilacak siispansiyonlar stok siispansiyondan seri diliisyon yoluyla elde
edilmistir. Biyotestler tarama testlerindeki gibi gergeklestirilmistir. Uygulamadan 10 giin
sonra elde edilen 6liim degerleri kullanilarak izolatin zararli lizerindeki medyan letal

konsantrasyonu Probit analizi ile belirlenmistir (Finney, 1971).
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3.6. Nisos Esansiyel Yaginin Tenebrio molitor Uzerindeki Fiimigant Etkisinin Analizi

Denemeler petri kaplar1 (120 mm) icerisinde gergeklestirilmistir. Petri kapaklarinin i¢
ylizeyine 3%3 cm boyutlarinda filtre kagidi yapistirilmistir. Elde edilen esansiyel yag 2,
4, 8, 16 ve 32 ul olacak sekilde otomatik pipet ile filtre kagitlarina emdirilmistir. Petrilere
10 gr un-kepek karigimi ve 30’ar adet 7. molitor larvasi konulmustur. Esansiyel yag
emdirilmis st kapak kapatilarak 10 giin boyunca takip edilmistir. Uygulama 3 tekrarlt
olarak gergeklestirilmis ve meydana gelen dliimler glinliik kayit altina alinmistir. Kontrol
grubu da ayni sekilde 3 tekrarli olarak tasarlanmis ve esansiyel yag yerine 32 pl steril saf
su kullanilmistir. Biyotestler sonucu meydana gelen 6liim oranlart Abbott formiilii ile
diizeltilmis (Abbott 1925) ve varyans analizi uygulanarak denemelerde kullanilan
konsantrasyonlar arasindaki benzerlikler ve farkliliklar istatistiksel olarak belirlenmistir.
Ayrica probit analizi kullanilarak esansiyel yagin medyan letal konsantrasyonlari

belirlenmistir (Finney, 1971).

3.7. Entomopatojenik Funguslarin ve Clinopodium serpyllifolium subsp.

serpyllifolium Esansiyel Yaginin Birlikte Biyolojik Etkinlikleri

Sinerjik etki denemelerinde en yiiksek etkinlige sahip oldugu belirlenen fungus ile C.
erpyllifolium subsp. serpyllifolium esansiyel yagi kullanilmistir. Cizelge 3.3 te belirtilen
konsantrasyonlardaki uygulamalar gerceklestirilerek biyolojik etmenlerin sinerjik etkisi

belirlenmistir.

Cizelge 3.3. Sinerjik etki denemelerinde kullanilan konsantrasyonlar ve uygulamalar.

Uygulama Fungus Esansiyel yag

1 LCao -

2 LCso -

3 - LCa
4 - LCso
5 LCao LCao
6 LCao LCso
7 LCso LCa
8 LCso LCso
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Sinerjik etki ¢alismalart sonunda, kombinasyonda kullanilan fungus ve esansiyel yag

arasindaki etkilesimin tiirli asagidaki formiile gore degerlendirilmistir.
CTF =(Oc — Oe) / Oe x 100 CTF: kotoksisite faktorii

Oc: Kombinasyon uygulamasinin meydana getirdigi Oliim yilizdesi (Yani

fungus+esansiyel yag uygulamasit sonucu gozlenen 6liim yiizdesi)

Oe: Kombinasyonu olusturan patojenlerin tek baslarina meydana getirdikleri 6lim
oranlar1 toplami (yani fungusun meydana getirdigi 6liim orani+esansiyel yagin meydana

getirdigi 6liim orani)

Sonugta; kotoksisite faktor degeri +20 ve fazlasi ¢ikarsa etki sinerjistik, -20 ve alt1 ¢ikarsa
etki antogonistik, +20 ve -20 arasinda ¢ikarsa additif olarak degerlendirilmistir (Ma vd.,
2008).
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4. BULGULAR
4.1. Entomopatojenik Funguslarin Topraktan izolasyonu ve Saflagtirilmasi

Arazi ¢aligmalarinda Bilecik ilinin farkli tarim arazileri lokasyonlarindan toplanan toprak
orneklerinden, “Materyal ve Metot” bdliimiinde agiklandigi sekilde entomopatojenik
fungus izolasyonu yapilmis ve toplamda sekiz adet izolat elde edilmistir. Bu izolatlar
sirastyla CBF-1, CBF-2, CBF-3, CBF-4, CBF-5, CBF-6, CBF-7 ve CBF-8 olarak
kodlanmigtir. Saflastirma islemi sonrasinda tiim izolatlarin koloni morfolojileri, patates
dekstroz agar (PDA) besiyerinde nokta ekim yontemiyle inokiile edildikten sonra 10. giin

sonunda degerlendirilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. izole edilen tiim suslarinin petri morfolojileri. Gérseller, her bir susa ait
petrilerin 6nden (sol) ve arkadan (sag) goriintiilerini icermektedir.
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4.2. Patojenite Tarama Testleri

Saflastirilan  sekiz izolatin patojenitesi, Tenebrio molitor larvalar1 lizerinde
gerceklestirilen tarama testleri ile belirlenmistir. Her bir izolatin 107 spor/ml
konsantrasyonunda uygulandigi testler sonucunda, larvalarda enfeksiyonun distan
gozlemlenebilir morfolojik belirtileri kaydedilmistir (Sekil 4.2). Enfekte larvalarda;
renkte koyulasma, nekroz bolgelerinin olusumu, hareket kabiliyetinde azalma, 6liim ve

mikozlanma gibi karakteristik patojenik belirtiler belirgin olarak gdzlemlenmistir.

Sekil 4.2 Izole edilen tiim suslarin, enfeksiyon sonrast T. molitor larvalarinda
gbzlemlenen morfolojik belirtiler.
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Izolatlarin tamaminin bdcek iizerinde patojen oldugu ancak viriilanslarinin farkli oldugu
goriilmiistiir (ANOVA, Tukey’nin HSD testi, p < 0,05). CBF-2 ve CBF-7 izolatlar1
strastyla %88,3 ve %85 6liim orani ile en etkili izolatlar olarak belirlenmistir. Bununla
birlikte %36,66 olim oram1 ile CBF-3 izolati viriilans1 en diisiik izolat olarak

belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. 107 spor/ml konsantrasyonunda entomopatojenik fungal izolatlarin 7. molitor
larvalar iizerindeki etkisi. Uygulamalar, {i¢ tekrar gerceklestirilmis ve 10 giin boyunca
izlenmistir. Stitunlar, biyolojik testlerden elde edilen diizeltilmis ortalama 6liim oranlarinm
gostermekte olup, hesaplamalar Abbott formiiliine gore yapilmistir. Hata gubuklari,
ortalamalar arasindaki standart sapmay1 temsil etmektedir. Farkli harflerle isaretlenen
gruplar, istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir (ANOVA, Tukey’nin HSD
testi, p < 0.05).

4.3. Secilen izolatlarin Mikroskobik ve Molekiiler Karakterizasyonu

Patojenite testlerinde en yiiksek mortalite oranlarin1 gosteren iki izolat olan CBF-2 ve
CBF-7, mikroskobik ve molekiiler karakterizasyon c¢alismalariyla detayli olarak
incelenmistir. Mikroskobik incelemeler sonucunda, her iki izolatin morfolojik 6zellikleri

ilgili cinslerin literatiirde tanimlanan karakteristik yapilariyla uyumlu bulunmustur.

CBF-2 izolati, Beauveria cinsine 06zgii olarak beyaz, pamuksu koloni morfolojisi
gostermekte olup, mikroskobik gozlemde dallanmis konidioforlardan dogrudan olusan

oval konidilere sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4A, 4.4C). CBF-7 izolati ise,
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Metarhizium cinsinin karakteristik yesilimsi koloni morfolojisini sergilemis; mikroskobik

olarak ise vertisilli (dairesel sekilde dallanmis) konidioforlar {izerinde siralanan silindirik

konidiler ile tanimlanmustir (Sekil 4.4B, 4.4D).
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Sekil 4.4. Secilen entomopatojenik funguslarin mikroskobik yapilar1 ve sporlari. A: CBF-
2 izolatina ait misel yapilar ve konidioforlar. B: CBF-7 izolatina ait misel yapilar ve
konidioforlar. C: CBF-2 izolatinin sporlari. D: CBF-7 izolatinin sporlari.
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Molekiiler diizeyde yapilan karakterizasyon c¢alismalart kapsaminda her iki izolatin
DNA’s1 izole edilmis ve ITS (Internal Transcribed Spacer) ile EF1-a (elongation factor
1-alpha) bolgeleri PCR ile amplifiye edilmistir. ITS bolgesi analizinde her iki izolat da
yaklasik 600 bp uzunlugunda bantlar vermistir (Sekil 4.5). EF1-a bolgesinde ise yaklasik
1150 bp biiyiikliiglinde belirgin bant goriilmiistiir (Sekil 4.6). Elde edilen PCR iirlinlerinin
klonlanarak E. coli hiicresine transformasyonu sonrasi dogrulanarak plazmid izolasyonu

gerceklestirilmis ve dizi analizine gonderilmistir.

CBF-2 CBE-7

1500 W

g (LTI
g LM

SO0 NN

250 A

Sekil 4.5. rRNA ITS1-5.8S-ITS2 bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmas1 sonucu elde edilen
tirtinlerin %1°lik agaroz jeldeki bant profilleri. Kuyucuklar sirasiyla: DNA ladder, CBF-
2 ve CBF-7 izolatlarina ait PCR {iriinlerini gostermektedir.
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CBF-2 CBF-2

Sekil 4.6. EF1-a bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen iiriinlerin %1°lik
agaroz jeldeki bant profilleri. Kuyucuklar sirasiyla; DNA ladder, CBF-2 ve CBF-7
izolatlarina ait PCR iiriinlerini géstermektedir.

Sekanslar GenBank veritabanindaki dizilerle karsilastirildiginda ITS gen bolgesine gore
CBF-2 izolati Beauveria bassiana EF 35 izolat1 ile %99,93, CBF-7 izolat1 ise
Metarhizium robertsii AtMzIR izolat1 ile %99,83 benzerlik gostermektedir. Benzer
sekilde, EF-1 a gen bolgesine gore de CBF-2 izolat1, Beauveria bassiana Kudzu izolati
ile %100, CBF-7 izolat1 ise Metarhizium robertsii 12wax40 izolat1 ile %99,9 benzerlik
gdstermistir. Izolatlarin molekiiler sekans dizileri Ek1’de sunulmustur. Filogenetik
analizler de CBF-2 izolatinin B. bassiana, CBF-7 izolatinin ise M. robertsii oldugu ortaya

koymustur (Sekil 4.7, Sekil 4.8).
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B. brongniartii ARSEF 6215
59 B. brongniartii ARSEF 7058
B. brongniartii ARSEF 10280
B. brongniartii ARSEF 4362
3z | B. brongniartii ARSEF 4363
B. pseudobassiana 4933

B. pseudobassiana ARSEF 3216

— B. pseudobassiana ARSEF 7242
70 95

— B. pseudobassiana ARSEF 6229

B. pseudobassiana ARSEF 3529
B. amorpha ARSEF 1969
B. amorpha 4149

99 | B. amorpha ARSEF 7542
B. amorpha ARSEF 2641

B. bassiana ARSEF 1848
B. bassiana ARSEF 300
B. bassiana ARSEF 1811

. CBF-2

B. bassiana ARSEF 1040

72 | B. bassiana ARSEF 1478
M. guizhouense 4321

r M. anisopliae CNXJ4

L m. anisopliae ARSEF 4620
M. guizhouense ARSEF 703
M. guizhousnse ARSEF 977

M. robertsii ArMz1R 185
M. anisopliae SKCJ1
M. anisopliae ARSEF1046

. CBF-7

M. robertsii A99

7

89

M. robertsii ArMz3R
M. robertsii ARSEF 23

Sekil 4.7. Izolatlarin ITS gen bolgesinin Neighbor-Joining analizi ile filogenetik agac.
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M. pingshaense ARSEF 3210

100 | | M. pingshaense ARSEF 3210
7

85

M. pinghaense ARSEF:7929

M. pinghaense ARSEF:4342
M. anisopliae ARSEF: 7450
M. anisopliae CHE-CNRCB 227

M. anisopliae ARSEF 7487
M. anisopliae M34412

M. guizhouense ARSEF: 7507

100 M. guizhouense ARSEF:4321

a5 M. guizhouense ARSEF 4303
ag | M. guizhouense ARSEF:7502

M. robertsii 12meald41
M. robertsii met3A
M. robertsii 12wax40
100
. CBF-7
— L M. robertsii Qin.12
[ B. pseudobassiana ARSEF 6229

B. pseudobassiana ARSEF 3529
a1

a0 B. pseudobassiana ARSEF 3218

83 | B. pseudobassiana ARSEF 7242
B. amorpha ARSEF 4149

B. amorpha ARSEF 7542

B. amorpha ARSEF 1969
B. amorpha ARSEF B518a

B. brogniartii ARSEF 7058

B. brogniartii ARSEF 10280

B. brogniartii ARSEF 4362

E. brogniartii ARSEF 7517

| E. bassiana ARSEF 300

B. bassiana ARSEF 1040
100

B. baszsiana ARSEF 1811

929 | — @ cz=

s8 | B. bassiana ARSEF 1848

Sekil 4.8. Izolatlarin EF1-a gen bélgesinin Neighbor-Joining analizi ile filogenetik agac.
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4.4. Konsantrasyon-Etki Denemeleri

Patojenite testlerinde en yliksek viriilansa sahip CBF-2 ve CBF-7 izolatlarinin bes farkl
spor konsantrasyonu kullanilarak (10°, 10% 10°, 10° ve 107 spor/ml) biyotestler
gerceklestirilmistir. Biyotestler sonucu elde edilen veriler Kaplan—Meier sagkalim
yontemiyle analiz edilmistir. Sekil 4.9°da CBF-2 izolat1 i¢in farkli konsantrasyonlarin 10
glin boyunca larvalarin sagkalim oranlar1 {izerindeki etkisi gosterilmis; en yiiksek
konsantrasyonun (107 spor/ml) 7. giin itibariyle %60, 10. giiniin sonunda ise %75 &liim
orani olusturdugu goriilmiistiir. Daha diisiik konsantrasyonlarda (10°~10° spor/ml) ise
Olim orani zamanla artig gosterse de 10. giin sonunda ancak yaklasik %7-20 araligina

ulagmustir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. T. molitor larvalarinin, CBF-2’nin bes farkli konsantrasyonuna 10 giin maruz
birakilmasinin Kaplan-Meier sagkalim egrileri.
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Benzer sekilde, Sekil 4.10°da CBF-7 izolat1 i¢in uygulanan bes konsantrasyonun 10
giinlik sagkalim analizleri sunulmustur. CBF-7 izolati, ozellikle 107 spor/ml
konsantrasyonunda CBF-2’ye yakin bir mortalite profili gdstermis; 7. giin itibariyle %65,
10. giiniin sonunda ise %75 Olim oranmna ulasmistir (Sekil 4.10). Daha diisiik
konsantrasyonlarda (10°~10° spor/ml) ise gdzlemlenen &liim oranlari, CBF-2’ye kiyasla

daha yiiksek seyretmistir.
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Sekil 4.10. 7. molitor larvalarinin, CBF-7"nin bes farkli konsantrasyonuna 10 giin maruz
birakilmasinin Kaplan-Meier sagkalim egrileri.
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4.5. Clinopodium serpyllifolium subsp. serpyllifolium Esansiyel Yagimin Etkisi

Funguslarin yani sira, C. serpyllifolium subsp. serpyllifolium esansiyel yagmin 7. molitor
larvalar lizerindeki etkisi bes farkli konsantrasyonda (2, 4, 8, 16 ve 32 ul) 96 saat boyunca
incelenmistir. Sekil 4.11°de esansiyel yag uygulamalarinin larvalarin sagkalim oranlarina
etkisini gosteren Kaplan—Meier sagkalim egrileri yer almaktadir. En yiiksek
konsantrasyon (32 pl) ile 24. saat sonunda %75 6lim oranina ulasilirken, daha diisiik
konsantrasyonlarda (2—8 pl) 96 saat sonunda 6liim oranlart %0-10 arasinda kalmistir
(Sekil 9). Bu bulgu, C. serpyllifolium subsp. serpyllifolium esansiyel yaginin tek basina

belirgin ancak siirli diizeyde bir etki olusturdugunu gostermektedir.
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Sekil 4.11. T. molitor larvalarinin, C. serpyllifolium subsp. serpyllifolium esansiyel
yaginin bes farkli konsantrasyonuna 96 saat maruz birakilmasinin Kaplan-Meier
sagkalim egrileri
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4.6. Kombine Uygulamalarin Etkinligi

Secilen izolatlar ile C. serpyllifolium subsp. serpyllifolium esansiyel yaginin birlikte
uygulanmasinin potansiyel sinerjistik etkisi, her iki etkenin farkli konsantrasyonlar
kullanilarak (10°~107 spor/ml + 4-8 pl esansiyel yag), 10 giin boyunca T. molitor
larvalarinda izlenmistir. Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te kombine uygulamalarin laboratuvar
kosullarindaki sagkalim profilleri Kaplan—Meier egrileri olarak sunulmustur. En dikkat
cekici bulgu, 6liim oraninin, konsantrasyon kombinasyonlariin hepsinde tek basina
izolat veya esansiyel yag uygulamalarma gore anlamli derecede (p <0,05) yiiksek
olmasidir. Izolat + esansiyel yag uygulamalari, zaman iginde siirdiirdiigii yiiksek &lim

orani ile tekil uygulamalara kiyasla daha giiclii bir etki gostermistir.
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Sekil 4.12. CBF-2 izolat1 ile Clinopodium serpyllifolium subsp. serpyllifolium esansiyel
yaginin farkli konsantrasyonlarda 10 giin birlikte uygulanmasinin 7. molitor larvalarinda
gbzlemlenen Kaplan-Meier sagkalim egrileri
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Sekil 4.13. CBF-7 izolat1 ile Clinopodium serpyllifolium subsp. serpyllifolium esansiyel
yaginin farkli konsantrasyonlarda 10 giin birlikte uygulanmasinin 7. molitor larvalarinda
gbzlemlenen Kaplan-Meier sagkalim egrileri

Elde edilen mortalite verileri Probit analizi ile degerlendirilmis ve izolatlar ile esansiyel
yagin LCso (letal konsantrasyon %50) ile LCos (letal konsantrasyon %95) degerleri, ilgili
emniyet sinirlari, regresyon egilim degerleri (slope + SE), serbestlik derecesi (df) ve Ki-

kare (y*) degerleri Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.1. CBF-2 ve CBF-7 izolatlarinin (spor/ml) ve C. serpyllifolium subsp.
serpyllifolium esansiyel yaginin (ul) LCso ve LCos degerleri.

. LCso (spor/ml) LCos )
Izolatlar (Emniyet sinirlar) Slope £ SE (spor/ml) af| X
6
CBF-2 3 SX?O%)-%%X 107) 0,57+0,05 1,5x10° 3 111,24
1,6x10° 9
CBF-7 (2.1x105-3,7x10%) 0,52+0,50 2,4x10 3 | 14,88
. - LCso (pl) )
Esansiyel Yag (Emniyet sinirlari) Slope=SE | LCos(pn) |df| X
C. serpyllifolium 12,3
+
subsp. serpyllifolium (7,5-24) 0,140,12 24,1 3| 224
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, topraktan izole edilen entomopatojenik funguslarin makroskobik ve
mikroskobik 6zelliklerinin, literatiirde tanmimlanan Beauveria ve Metarhizium cinslerinin
karakteristik 6zellikleri ile biiylik 6l¢iide uyumluluk gosterdigi tespit edilmistir. CBF-2
izolati, beyaz ve pamuksu koloni goriiniimiiyle Beauveria cinsine 6zgli morfolojik bir
yap1 sergilemis; dallanmis konidioforlar {izerinde dogrudan olusan oval konidiler, B.
bassiana tiirli i¢in tarif edilen “zigzag” konidiogenez modeline benzerlik gostermektedir
(Bich vd., 2021; Wang vd., 2022). B. bassiana kolonileri genellikle yogun bir miselyum
ortiisti olusturmaktadir ve mikroskobik incelemelerde, tek tek veya kiigiik gruplar halinde
oval-konidili konidyoforlar olusturdugu gozlemlenmektedir (Bich vd., 2021). CBF-7
izolat1 ise yesil tonlarindaki koloni rengi, silindirik sekilli konidiyum sekli ve bdlmeli
(septate) hifler yapisiyla M. robertsii tiirlinlin tipik morfolojisini gostermistir (Bich vd.,
2021; Geremew vd., 2024). Bu bulgular, her iki izolatin da morfolojik olarak ilgili
cinslerin literatiirde bildirilen tanimlarryla eslestigini ortaya koymaktadir. Ornegin, Bich
ve arkadaglar1 (2021) calismalarinda B. bassiana ve M. anisopliae izolatlarim
makroskopik (koloni morfolojisi) ve mikroskopik (konidi ve konidiofor yapilar)
karakterlere dayanarak basarili bigimde tanimlamis; daha sonra molekiiler verilerle ayni

tiirler oldugunu dogrulamiglardir.

Entomopatojenik funguslarda yalnizca fenotipik 6zelliklere dayanan karakterizasyonun,
ozellikle yakin akraba kriptik tiirler s6z konusu oldugunda yetersiz kalabilecegi
bilinmektedir (Chaithra vd., 2022; Wang vd., 2022). Beauveria cinsi i¢ginde makroskopik
ve mikroskopik 6zellikler diizeyinde tiirler aras1 ortiisme sik¢a goriilmektedir ve yalnizca
morfolojiye dayanarak kesin tiir ayrimi1 yapmak yeterli degildir (Wang vd., 2022). Bu
sebeple morfolojik karakterizasyon, izolatlarin cins diizeyinde on tanis1 amaciyla dnemli
bilgiler saglasa da tiir diizeyindeki tanimlamanin giivenilirligi i¢in molekiiler analize de

ithtiya¢ duyulmaktadir (Chaithra vd., 2022).

Izolatlarin kesin tiir teshisini yapmak ve morfolojik bulgular1 desteklemek amaciyla ITS
(Internal Transcribed Spacer) bolgesi ile EF1-a (Elongasyon Faktorii 1-alfa) gen bolgesi
dizileme analizleri ger¢eklestirilmistir. ITS bdlgesi, funguslarin evrensel barkod bdlgesi
olarak genis capta kabul gérmektedir ve filogenetik diizeyde tiir ayriminda siklikla

kullanilmaktadir (Chaithra vd., 2022). Bu bolgede tiirler arasi dizilim farkliliklarinin
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genellikle belirgin olmasindan dolayi, ITS sekanslar1 entomopatojenik funguslarin ilk
basamak tanisinda tercih edilmektedir (Chaithra vd., 2022). Nitekim yiiksek kalitedeki
genom verilerine dayanan kapsamli analizler, funguslarda en yiliksek polimorfizmin
cogunlukla ITS bolgelerinde toplandigim1 géstermektedir (Stadler vd., 2020). Bununla
birlikte, tek bir gen bolgesine dayanarak tiir teshisi yapmak her zaman yeterli olmayabilir;
ozellikle Beauveria ve Metarhizium gibi cinslerin i¢inde bazi yakin tiirlerin ITS dizileri
cok benzer olabileceginden, ilave gen bolgelerinin analizi 6nerilmektedir (Chaithra vd.,

2022; Wang vd., 2022).

Bu ¢alismada segilen ikinci bolge olan EF1-0, kodlayict bir tek kopya gen olmasi ve
evrimsel olarak daha fazla ¢esitleme sunmasi sebebiyle entomopatojenik funguslarda tiir
ve soy i¢i ayrimlarda degerli bilgiler saglamaktadir (Rehner ve Buckley, 2005). Ozellikle
Beauveria cinsi i¢in ITS ile birlikte EF1-o geninin kullanilmasi, kiiresel diizeyde farkli
soylarin ayriminda ve tiir ¢esitliliginin ortaya konmasinda etkili bir strateji olarak rapor
edilmistir (Chaithra vd., 2022). Rehner ve Buckley (2005) tarafindan gergeklestirilen
kapsamli bir analizde, diinya genelinden toplanan B. bassiana tiiriine ait izolatlarin ITS
ve EF1-a dizileri birlikte degerlendirilmis; morfolojik ve molekiiler filogenetik verilerin
biitiinciil analiziyle tiir i¢i ve tiirler aras1 varyasyonlar basaril sekilde ortaya konulmustur
(Rehner ve Buckley, 2005). Dolayisiyla, bu ¢alismada ITS ve EF1-a bolgelerinin se¢ilmis
olmasi, literatiirdeki bu yaklagimlarla uyumlu olmakla birlikte izolatlarin, ¢oklu-bolge

(multi-locus) sekanslama yontemi ile giivenilir olarak tanimlanmas1 hedeflemistir.

CBF-2 ve CBF-7 izolatlarinin hem ITS hem de EF1-a bolgelerinden elde edilen dizileri,
GenBank veritabanindaki referans sekanslarla karsilastirilmistir. ITS bélgesi icin her iki
izolat da ~600 bp’lik tek bant vermis ve CBF-2 izolatinin Beauveria bassiana EF 35
izolat1 ile %99,93 benzerlikte oldugunu ve CBF-7 izolatinin ise Metarhizium robertsii
ArMzIR izolat1 ile %99,83 benzerlik gosterdigini ortaya koymustur. EF1-a bolgesi
(~1150 bp) icin de benzer sekilde, CBF-2 izolati Beauveria bassiana Kudzu izolat1 ile
%100, CBF-7 izolatinin ise Metarhizium robertsii 12wax40 izolat1 ile %99,9 benzerlik
gostermistir. M. robertsii, Bischoff ve arkadaslarinin (2009) yaptiklar1 ¢alismaya kadar
Metarhizium anisopliae sensu lato iginde “soguk-aktif” izolat grubu igerisinde

bulunmaktaydi. Ancak coklu-lokus filogenetik analizlerle, M. robertsii’nin yeniden
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degerlendirerek, M. anisopliae kompleksinden giivenle ayirt edilebilecegini ve ayri bir

tiir olarak tanimlanmasi gerektigini gostermislerdir (Bischoft vd., 2009).

Giincel literatiir, entomopatojenik funguslarin taksonomisi ve tiir ayriminda ¢oklu gen
bolgelerine dayali filogenetik analizlerin onemine vurgu yapmaktadir. Ozellikle
Beauveria cinsi igerisinde, yakin akraba tiirlerin varligi ve fenotipik benzerlikleri
nedeniyle, tiir sinirlarinin dogru ¢izilebilmesi i¢in ¢ok lokuslu dizi analizi rutin hale
gelmistir (Wang vd., 2022). Rehner ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yapilan bir
calismada, B. bassiana sensu lato ve B. brongniartii sensu lato kompleksleri i¢cindeki
popiilasyonlar dort lokus (Bloc intergenik bolgesi ile EF1-0, RPBI ve RPB2 kodlayan
genler) kullanilarak filogenetik olarak incelenmis ve alt1 yeni kriptik tlir tanimlanmigtir
(Rehner vd., 2011). Bunu takiben, yine ¢oklu-lokus dizilerin birlestirilmesiyle yiiriitiilen
calismalar sonucunda Beauveria cinsine ait cok fazla sayida yeni tiir ve yeni kombinasyon
tanimlanmistir (Robéne-Soustrade vd., 2015; Imoulan vd., 2016; Chen vd., 2018). Benzer
bicimde, Metarhizium cinsinde de Bischoff ve Rehner (2009) ile Kepler ve ark. (2017)
gibi arastirmacilar, beta-tiibiilin, RPB1/RPB2, EF1-a ve mitokondriyal gen dizileri dahil
olmak {izere ¢oklu gen dizilerini kullanarak M. anisopliae tiir kompleksini yeniden
diizenlemis ve farkl tiirleri ortaya koymuslardir (6m. M. robertsii, M. brunneum, M.
guizhouense vb. ayrimlari). Dolayisiyla, bu ¢alisma kapsaminda iki ayr1 lokustan elde
edilen verilerin birlikte degerlendirilmesi, literatiirdeki bu polifazik (¢ok yonlii)
yaklasimla uyumludur ve segilen CBF-2 ve CBF-7 izolatlarinin tiir kimliklerinin saglam

temellere oturtulmasini saglamstir.

Bu ¢alismada elde edilen bulgular, izole edilen entomopatojenik funguslarin, Tenebrio
molitor larvalarma kars1 yliksek diizeyde biyolojik etkinlik gosterdigini ortaya
koymustur. Sekiz entomopatojenik izolatin Tenebrio molitor larvalari iizerinde
gerceklestirilen patojenite tarama testleri, izolatlar arasinda belirgin viriilans farkliliklart
oldugunu ortaya koymustur. Laboratuvar kosullarinda farkli spor konsantrasyonlarinda
uygulanan yerel fungus izolatlari, 7. molitor larvalarinda anlamli oranlarda O6liim
meydana getirmistir. Ozellikle CBF-2 ve CBF-7 kodlu iki izolat, 10 giinliik gdzlem
stiresince digerlerine kiyasla anlamli derecede daha yiiksek mortalite oranlar1 tiretmistir

(ANOVA ve Tukey HSD, p<0,05). Bu iki izolatin molekiiler olarak B. bassiana ve M.
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robertsii olarak tanimlanmasi, literatiirde de bu tiirlerin entomopatojenik etkinliginin

yiiksek olmastyla paralellik gostermektedir.

Test edilen izolatlar arasinda CBF-2 ve CBF-7 suglarinin LC degerleri bakimindan dikkat
cekici farkliliklar gozlemlenmistir. Bu ¢alismada B. bassiana olarak tanimlanan ve etkili
olarak secilen ilk sus CBF-2, diisiik LCso degerine sahip olup yiiksek oldiiriictilik
potansiyelini gostermistir. Benzer sekilde literatiirde de B. bassiana suslarinin giiglii
virulans1 ¢esitli calismalarla ortaya konmustur. Ornegin Mishra ve Modi (2022)
tarafindan Helicoverpa armigera larvalarinda yiiriitiilen bir arastirmada, B. bassiana PSC-
13 izolatinin en diisiik LCso ve LCoo degerlerine sahip olup en virulant sus olarak
belirlendigi, onu daha yiiksek LC degerleriyle bir Metarhizium susunun izledigi rapor
edilmistir (Mishra ve Modi, 2022). Bu durum, farkl tiir ve suslar arasinda biyolojik
etkinlik farklar1 bulunabilecegini gostermektedir. Nitekim B. bassiana tiirii i¢inde bile
farkli izolatlarin etkinligi degisebilmektedir. Li ve arkadaglarinin (2024) alt1 yerel B.
bassiana susunu Bactrocera dorsalis lizerinde karsilastirdigi ¢alismada, suslardan biri
(B4) digerlerini geride birakarak ergin sineklerde ~%91 Olime varan en yiiksek
mortaliteyi saglamistir (Li vd., 2024). Bu bulgu, tek bir tiir igerisindeki genetik

farkliliklarin bile viriilensi ciddi 6l¢tide etkileyebildigini vurgulamaktadir.

M. robertsii olarak tanimlanan diger etkili sus CBF-7 de oldukga diisilk LC degerleri
sergileyerek yiiksek bir biyolojik etkinlik gostermistir. Literatiirde M. robertsii ile ilgili
benzer giiglii etkilere rastlanmaktadir. Zheng ve ark. (2024), Monochamus alternatus adli
kabuk bdceginin larvalarina karsi yeni bir M. robertsii susunu test etmis ve bu sus i¢in
LCso degerini 1,93x10° spor/mL, LCoo degerini ise 1,35x10” spor/mL olarak rapor
etmislerdir (Zheng vd., 2024). Bu diisiik konsantrasyon degerleriyle elde edilen ytiksek
mortalitenin, ilgili susun olduk¢a virulant oldugunu gosterdigi vurgulanmistir. Bu durum,
yeterli konsantrasyonlarda uygulandiginda her iki fungus tiiriiniin de hedef zararh

popiilasyonunu biiyiik oranda baskilayabildigini géstermektedir.

Literatiirde Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae gibi yaygin entomopatojenik
funguslarin 7. molitor’'u enfekte ederek yiliksek mortalite oranlarina yol actig
bildirilmektedir. Ornegin, Eski ve Gezgin’in (2022) yaptig1 bir calismada yerel bir B.
bassiana izolatinin, farkli larva donemlerinde %100°e varan 6liim oranlarina ulastig

bildirilmistir (Eski ve Gezgin, 2022). Benzer sekilde, Vivekanandhan ve arkadaglarinin
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(2024) yaptig1 bir calismada Metarhizium rileyi fungusunun da sar1 un kurdu erginlerinde
12 giin i¢inde %100, larvalarda ise %92 mortaliteye ulastigt rapor edilmistir
(Vivekanandhan vd., 2024a). Bu veriler, entomopatojenik funguslarin 7. molitor lizerinde

son derece etkili olabildigini géstermektedir.

Cok sayida arastirma, B. bassiana ve M. anisopliae tiir kompleksine ait suglarin genis bir
konak yelpazesinde yiiksek oldiiriiciiliik sergiledigini bildirmektedir. Ornegin, kiiresel
Olcekte B. bassiana’nin 700’den fazla bocek tiirtinde enfeksiyon yapabildigi ve pek ¢ok
ticari biyopestisit tirliniiniin etken fungusu oldugu rapor edilmistir (Vivekanandhan vd.,
2024b). Bu fungusin genis konak araligi ve c¢evresel kosullara dayanikli sporlari
sayesinde tarim zararlilartyla miicadelede etkili bir biyoajan oldugu vurgulanmaktadir
(Fargues vd., 1997). M. anisopliae ve yakin akrabas1 M. robertsii de benzer sekilde diinya
capinda toprak kokenli yaygin entomopatojenler olup, Metarhizium’un Anisoplia
austriaca isimli hububat zararlisina kars1 kullanimi, ilk ticari fungus bazli bocek ilac
uygulamalarinin  konusu olmustur (Maniania, 1992). Giincel aragtirmalar, M.
robertsii’nin yalnizca bocek patojeni olmayip bitki koklerinde endofit olarak yasayarak
bitki gelisimini tesvik etme ve bazi bitki patojenlerini baskilama gibi ekolojik roller de
istlenebildigini gostermektedir (Sasan ve Bidochka 2013; Mukherjee ve Vilcinskas 2018;
Sharma vd., 2018). Bu durum, M. robertsii’nin ¢evrede uzun siire varligini siirdiirebilen
ve firsatg1 bir yasam dongiisiine sahip bir tiir olduguna isaret etmektedir; bu da tarimsal

biyokontrol uygulamalarinda stireklilik agisindan avantaj saglama potansiyeline sahiptir.

Yapilan ¢aligsmalarda, 7. molitor larvalarinda gozlemlenen enfeksiyon semptomlari,
entomopatojen fungus enfeksiyonlarinin literatiirde tanimlanan tipik belirtileriyle
uyumluluk gostermistir. Deneylerde, enfekte larvalarda ilk olarak hareket kabiliyetinde
azalma, viicut renginde koyulasma (melanizasyon) ve deri ilizerinde matlasma gibi
durumlar fark edilmistir. ilerleyen giinlerde larvalarin beslenmeyi kestigi, bazi bireylerin
ylzeyinde nekrotik lekeler olustugu ve genellikle 6liimlerin basladigi kaydedilmistir.
Enfekte kadavralar, yiiksek nemli kosullarda fungusin sporulasyonuna ugramis ve beyaz
veya yesilimsi misel Ortiisii ile kaplanarak tipik muskardin (muscardine) enfeksiyon

goriintiisiinii sergilemistir.

Entomopatojenik funguslar, konak bdcegin kutikulasina tutunan konidyalarinin

cimlenmesi ile enfeksiyona baslamaktadir; mekanik basing ve enzimatik aktivite
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kombinasyonu ile sert kitindz kiitikiil bariyerini delerek hemolenfe ulasmakradirlar
(Zimmermann 2007a; Shahid vd., 2012; Vivekanandhan vd., 2024b). Proteaz, kitinaz ve
lipaz gibi enzimlerin ardisik salgilanmasi, bocegin dis iskeletini olusturan protein, kitin
ve lipit matriksini pargalayarak fungusin konak i¢ine invazyonunu miimkiin kilmaktadir
(Zimmermann 2007a; Vivekanandhan vd., 2024b). Konak hemolenfinde cogalan
miselyum, besin dokularini tahrip etmekte ve ¢cogu zaman bdcegin bagisiklik sistemi
tarafindan baglatilan yogun bir melanizasyon (kararma) tepkisine sebep olmaktadir
(Vivekanandhan vd., 2024b). Sonucta enfekte bocek genellikle birkag giin ila birkag hafta
icinde 6lmekte ve uygun cevre kosullarinda kadavra {izerinden fungus sporulasyonu
gercekleserek enfeksiyon dongiisii tamamlanmaktadir (Shin vd., 2020; Swathy vd.,
2024).

Bu calismada 7. molitor larvalarinda gézlemlenen renk koyulagsmasi, hareket azalmasi,
oliim ve fungus misel ¢ikis1 gibi belirtiler, literatiirde tarif edilen patogenez siireci ile tam
olarak paralellik géstermistir. Tarama testlerinde, CBF-2 (B. bassiana) izolatinin enfekte
ettigi larvalarda beyaz renkli “beyaz muskardin” adi verilen misellenme, CBF-7 (M.
robertsii) izolatinin enfekte ettigi larvalarda ise yesilimsi sporulasyon ile karakterize
edilen “yesil muskardin” goriintlisii saptanmistir. Bu bulgular, entomopatojenik fungus
enfeksiyonunun makroskopik semptomlart bakimindan da literatiirle uyumlu bir tablo
sunmaktadir. Elde edilen patojenite test sonuglart diger calismalarla karsilastirildiginda,
B. bassiana ve Metarhizium tiirlerinin hedef konaklarda yiiksek mortalite olusturma
potansiyelinin tutarli bigimde gozlendigi goriilmektedir. Ornegin, Praprotnik ve
arkadaslarinin (2021), 71 farkli entomopatojen fungus izolatint 7. molitor iizerinde test
ettikleri calismada, Beauveria bassiana ve Metarhizium brunneum (M. anisopliae
kompleksinden bir tiir) izolatlarinin %100 larva oOliimleri ile en yiiksek viriilansi
gosterdigini rapor etmislerdir (Praprotnik vd., 2021). Benzer sekilde, Wang ve arkadaslari
(2022), Cin ve Tayland’dan topladiklar1 ¢esitli Beauveria tiirlerini ipekbocegi (Bombyx
mori) ve un kurdu (7. molitor) larvalan {izerinde biyolojik etkinlik ag¢isindan
karsilastirmis; B. bassiana kompleksine ait izolatlarin her iki konakta da yliksek
oldiirticiiliik sergiledigini, buna karsin B. brongniartii alt grubuna giren bazi tiirlerin dar
konak spektrumlu ve diisiik viriilanshi oldugunu ortaya koymuslardir (Wang vd., 2022).
Bu sonuglar, bu calismada yapilan deneyler sonucunda, seg¢ilen B. bassiana ve M.

robertsii suglarinin tarama testlerinde One ¢ikisin1 agiklamaktadir. Esansiyel yag
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denemelerinde de elde edilen bulgular, en etkili entomopatojenik fungus izolatlari ile C.
serpyllifolium  subsp. serpyllifolium esansiyel yagmin kombinasyon halinde
uygulanmasimin, 7. molitor larvalar1 tizerindeki toplam oOldiiriiciiliikte degisimler
meydana getirdigini  gostermektedir.  Yapilan istatistiksel analizler, yapilan
kombinasyonlarin tekil uygulamalara kiyasla daha yiiksek mortalite sagladigini ortaya

koymustur.

Literatiirde de benzer kombinasyonlarin etkisine dair ¢alismalar mevcut olup, elde edilen
sonuglar kombinasyonun bilesenlerine bagl olarak degisebilen etkilesim tiplerine isaret
etmektedir (Bitencourt vd., 2022; Lak vd., 2022). Sinerjik etki, bir entomopatojen ile bir
esansiyel yagin birlikte uygulanmasi sonucunda beklenen toplam 6liime kiyasla anlamli
derecede daha yiiksek 6liim orami gézlenmesi durumudur. Lak vd. (2022) yaptiklari
calismada Metarhizium anisopliae ile baz1 bitkisel esansiyel yaglar1 (rezene, lavanta,
tarhun yaglar1) bir arada kullanarak baklagil tohum bocegi Acanthoscelides obtectus
tizerinde denemeler yapmis ve kombinasyonlarin ¢ogunda additif veya sinerjik etki elde
etmistir. Ozellikle rezene ve lavanta yaglarmin fungus ile birlikte uygulanmasi, bcek
6lim oranlarini tek basina uygulamalara kiyasla anlamli diizeyde artirmis ve sinerjistik
bir etki ortaya ¢cikmistir (Lak vd., 2022). Yazarlar, A. obtectus erginlerinin hem soz
konusu yaglara hem de fungus izolatlarina duyarli oldugunu, birlikte uygulandiklarinda
yagin bocegin savunma mekanizmalarmmi zayiflatip fungusin  enfeksiyonunu
kolaylastirdig1 ihtimalini dile getirmistir. Benzer bicimde, Bitencourt vd. (2022)
Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae gibi funguslarin Schinus molle (agag
biberi) esansiyel yagi ile kombinasyonunu Aedes aegypti sivrisinek larvalarina karsi
denemis ve bu kombinasyonun tek basina fungus veya yag uygulamalarina goére daha
yiiksek oldiirticiiliik gosterdigini tespit etmistir (Bitencourt vd., 2022). Bu ¢alismada
fungus + esansiyel yag uygulamasi, sivrisinek larvalarinda hizli bir 6liim meydana
getirmis ve “iki ¢evre dostu etmenin kombinasyonu” olarak tanimlanan bu yaklasimin

vektor miicadelesinde umut vadettigi belirtilmistir (Bitencourt vd., 2022).

Entomopatojenik funguslar ile bitkisel esansiyel yaglarin kombinasyon halinde
kullanimi, dogru eslestirmeler yapildiginda sinerjik etkiyle miicadele etkinligini artirma
potansiyeline sahiptir. Ancak uygun olmayan kombinasyonlar veya yiiksek antifungal

0zellige sahip yaglar kullanildi§inda, fungus aktivitesinin baskilanmasiyla antagonistik
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etki ortaya ¢ikabilecegi de goz oniinde bulundurulmalidir. Bu nedenle, farkli bitkisel
yaglar ve entomopatojenik suslar arasinda uyumluluk testleri yapilmasi 6nem arz
etmektedir. Bu ¢calismada, C. serpyllifolium subsp. serpyllifolium yagi ile en etkili fungus
izolatlarinin kombinasyonu belirgin bir basar1 gostermis olup sinerjik etkiye yakin bir
mortalite artig1 saglamistir. Bu bulgu, dogru sartlarda bu iki biyolojik etmenin entegre
kullaniminin 7. molitor kontroliinde beklenenden daha yiiksek bir etki yaratabilecegini

diistindiirmektedir.

Entomopatojenik funguslar basta olmak iizere mikrobiyal biyokontrol ajanlari, tarimsal
zararlilarin  yonetiminde giderek Onem kazanan siirdiiriilebilir alternatiflerdir.
Glniimiizde Beauveria, Metarhizium, Isaria gibi tiirlere ait ¢ok sayida sus, biyopestisit
formiilasyonlar1 olarak ticarilestirilmis, kullanima sunulmus ve son birka¢ on yilda
170’den fazla entomopatojen fungus susunun “mikopestisit” adi altinda pazara girdigi
bildirilmigtir (Bamisile vd., 2021). Bu durum, mikrobiyal ajanlarin laboratuvardan
uygulamaya gecis potansiyelinin yliksek oldugunu gostermektedir. Entomopatojenik
funguslarin biyoteknolojik potansiyeli, sadece dogrudan insektisit etkiyle sinirli degildir;
aynt zamanda bu organizmalarin c¢esitli yan faydalar1 ve kullanim alanlar1 da

kesfedilmektedir.

Bu organizmalar, farkli konak bitkileri kolonize etme yetenegine sahip olup fungal
endofitler formunda bulunabilmekte (Bamisile vd., 2018; Wakil vd., 2020), rizosfer
kolonizatorleri olarak islev gorebilmekte (Hu ve St Leger, 2002), bitki patojenlerine kars1
antagonistik etki gosterebilmekte (Ownley vd., 2010; Jaber ve Ownley, 2018), bitki
gelisimini tesvik eden ajanlar/biyogiibreler olarak gorev alabilmekte (Liao vd., 2014;
Lopez ve Sword, 2015; Jaber ve Enkerli, 2017) ve yeni biyoaktif bilesikler ile ¢esitli
sekonder metabolitlerin kaynagi olarak kullanilabilmektedirler (Hu vd., 2016; Al-Ani vd.,
2021). Bamisile ve arkadaglarinin (2021) derlemesinde entomopatojenik funguslarin bu
“giz1i” potansiyellerine dikkat c¢ekilmis ve bocek oldiirmenin 6tesinde iistlenebilecegi
roller vurgulanmistir (Bamisile vd., 2021). Dolayisiyla, bu organizmalar sadece birer
“bocek patojeni” degil, ayn1 zamanda biyoteknolojik olarak ¢ok yonlii kullanilabilecek
bir kaynak olarak da degerlendirilmektedir.

Mikrobiyal biyokontrol ajanlarinin avantajlari, klasik kimyasal pestisitlere kiyasla bircok

acidan One c¢ikmaktadir. Entomopatojenik fungus bazli biyopestisitler, ¢evre ve insan
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sagligr acisindan daha giivenlidir. Bu funguslarin memelilere toksisitesi son derece
diisiiktiir ve {riinlerde zararli kimyasal kalinti birakmamaktadirlar (Strasser, 2000;
Zimmermann, 2007a; Zimmermann, 2007b). Bu c¢evre dostu ozellikleri, &zellikle
stirdiiriilebilir tarim ve entegre miicadele programlarinda onlar1 cazip kilmaktadir. Bir
baska Onemli avantaj ise, konuk¢u Ozgilliigiiniin genellikle yiliksek olmasidir; yani
entomopatojenik bir fungus belirli bir veya birka¢ bocek grubunu hedef almaktadir, bu
sayede faydali boceklere ve diger ¢evresel unsurlara zarar vermemekte veya minimal
diizeyde zarar vermektedir (Mantzoukas vd., 2023). Mantzoukas ve arkadaslarinin (2023)
yaptiklar1 ¢aligmada; test edilen funguslarda, belirli bir fungus tiirlinlin etkinliginin her
zaman susa Ozgl oldugunu ve viriilansin konak¢iya bagli olarak degisebilecegini

gostermislerdir (Mantzoukas vd., 2023).

Genel degerlendirme olarak bu calismada, Bilecik ili tarim arazilerinden izole edilen
entomopatojenik fungus suslariin tanimlanmasi ve biyolojik kontrol potansiyelleri ile C.
serpyllifolium subsp. serpyllifolium esansiyel yagmin depolama zararlilari, 6zellikle
Tenebrio molitor (sar1 un kurdu) tizerindeki etkinlikleri incelenmistir. Sekiz izolat
arasindan patojenite taramalarinda en yiiksek viriilans sergileyen CBF-2 ve CBF-7,
koloni ve spor morfolojileri temel alinarak sirastyla Beauveria bassiana ve Metarhizium
robertsii olarak teshis edilmis; bu tanimlama ITS ve EF1-a gen bdlgelerinin dizilenmesi
ve filogenetik analizleri ile dogrulanmistir. Cok lokuslu molekiiler yaklagimlar, se¢ilen
izolatlarin tiir kimliklendirilmelerinde giivenilir sonuglar saglayarak literatiirdeki benzer
caligmalarla tutarlilik gdstermistir. Deneysel bulgular, izole edilen B. bassiana ve M.
robertsii suslarinin model konak 7. molitor lizerinde yiiksek virlilans ve 6liim oranlari
olusturdugunu ortaya koymustur. Ayrica, C. serpyllifolium subsp. serpyllifolium tiirii
esansiyel yagin fumigasyon yoluyla uygulandiginda sar1 un kurduna kars1 6nemli bir
biyolojik etkinlige sahip oldugu gozlenmistir. Her iki biyolojik ajan da ayr1 ayr1 ve birlikte
kullanildiklarinda, geleneksel kimyasal pestisitlerle kiyaslanabilecek diizeyde etkin
kontrol saglayarak gida giivenligi ve cevre sagligi acisindan avantaj sunmustur. Bu
sonuglar 151¢inda, depolama zararlilar1 yonetiminde entomopatojenik funguslar ile
bitkisel esansiyel yaglarin entegre uygulanmasinin siirdiiriilebilir bir strateji ve inovatif
bir yaklasim oldugu vurgulanmaktadir. Ileriki calismalarda, farkli fungus suslar ile
esansiyel yag kombinasyonlarinin sinerjistik etkilerinin kapsamli olarak test edilmesi, en

uygun formiilasyon ve uygulama sartlarinin belirlenmesi gerekmektedir.
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Sonu¢ olarak, izolasyondan tiir tayinine, biyoaktivite analizinden entegrasyon
stratejilerine kadar yiriitilen bu biitiinciil yaklasim, kimyasal pestisit bagimliligini
azaltabilecek, ¢evre dostu, siirdiiriilebilir ve etkili bir depolama zararlilar1 yonetimine
onemli katkilar sunmaktadir. Gelecekte yapilacak saha uygulamalari, formiilasyon
gelistirme ¢alismalar1 ve hedef zararlilara yonelik genis kapsamli etkinlik testleri, bu yerel
izolatlarin biyolojik miicadele programlarina kazandirilmasi ve biyopestisit iirlinlerine

dontistiiriilmesi yolunda 6nemli adimlar olacaktir.
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EK 1 - DiZILENEN GEN BOLGELERI

ITS Gen Bolgesi

Beauveria bassiana CBF-2 Kkiiciik alt birim ribozomal RNA geni (kismi dizi);
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribozomal RNA geni ve internal transcribed
spacer 2 (ITS2).

AAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCC
CTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCC
CGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTC
CAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACC
CTCGACCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCG
GCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATAC
AGCTCGCACCGGGACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTG
AACGTGACCTCGAATCACGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGA

Metarhizium robertsii CBF-7 Kkiigiik alt birim ribozomal RNA geni (kismi dizi);
internal transcribed spacer 1 ve 5.8S ribozomal RNA geni.

GGAAGTAAAATCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCAT
TACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCTTTAATTGTTGCTT
CGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAA
GTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTC
TTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAG
TATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTG
TGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCT
TAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACAC
TCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTT
ATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGCGGAGGA
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EF1-0 Gen Bolgesi

Beauveria bassiana CBF-2 translasyon uzama faktorii 1 alfa (elongation factor 1
alpha) geni, kismi kodlayan dizi (cds).

TTGGTAAGGAAGACAAGACTCACATCAACGTCGTCGTTATCGGGTGCGTTT
AACGCTGAACGCCTTCGACCTCGACGAGCAATAAATACTGACCACCAGACA
GCCACGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACCGTAAGTTTTTTCAACGGTCGAGT
GGCTTTTGAGCTCTCGAACCAGCAATCTTCCGCCTCGCCGGTACCTGAGAGC
AAAGAGCTAACTCATGTATACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTG
GTATTGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCATAGTATCCA
ACTCTTTTCTACTGTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTGCGCAATTTTTTTTT
TCGTCGTATCGCGCTGGCCACCAGCACTCACTACCCCTCCTCGCTGCGGCAA
AAATTTTCAGTGCCTTATCAATTCAGTGGGGCCAGTGAGAGTACCCCGCCAC
CTTGTCGCAAGCTTTCCCCTCATCTATTAGGTCGAAGCAGCAGAAGAAGAG
ATATCGCGTGCACTCAGCCAACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAGGAAGC
CGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTC
AAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTC
GAGACTCCCAAGTACCACGTCACCGTCATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATT
TCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCCCAGGCCGATTGCGCTATTCTCAT
CATCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCCA
GACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCCTTCACCCTCGGTGTCAAGCAGCTCATT
GTTGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCCCGTTACCAG
GAAATCATCAAGGAGACTTCCAGCTTCATCAAGAAGGTTGGCTACAACCCT
AAGGCTGTTGCTTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGCGACAACATGCTTG
AGCCCTCCAGCAACTGCCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAAGGAGACTAAGG
CTGGCAAGTCTACTGGCAAGACCCTTCTCGAGGCCATCGACGCCATTGAGC
CCCCCAAGCGTCCTACCGACAAGCCTCTCCGTCTTCCCCTCCAGGATGTTTA
CAAGATCGGTGGTATCGGAACGGTG

Metarhizium robertsii CBF-7 translasyon uzama faktorii 1 alfa (elongation factor 1
alpha) geni, kismi kodlayan dizi (cds).

TCACATCAACGTGGTCGTTATCGTAACCTCGCCTGCCTCCACTTCGAACCTT
GTAGAAGCTGTTTACTGACTTGCTTGTCGTAGGGGTATGTTTCGGAGCCTAC
ACTCTTCGCCGTCCCGAGTTTGTGATAACTGACTGGTCCTCACAGCCACGTC
GACTCCGGCAAGTCTACCACCACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTA
TCGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGCCAAACCACTCCGA
TTAATGATCTTTATTGTTTGGCGATGAACATTATTGAGTTTCCCGCTGCCTGT
CGGCCATTACCCCTCACTGTGACACGAAAATTTTCGCGGGGCCTTATCTTGG
ACTTTGGTGGGGCACCATACCCCGCCAGCTGTCGAGGGTGTCTCTGTGTGTC
TCTGGCTGTTGAAACCACAATATTGTCGTTGCTTTCAGAGGAAAAAACGTGA
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AACTAATTTGGATCGCTGTATAGGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCTT
CAAGTACGCATGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTAT
CACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACC
GTCATTGGTATGTCGACTTGCGCAAACTGACCGCATACTTTTCTCCTAAATT
GAATGCTAATGCCCCTCGCACAGATGCTCCCGGTCACCGTGACTTTATCAAG
AACATGATCACTGGTACTTCCCAGGCTGACTGCGCTATTCTCATTATCGCTG
CCGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTG
AGCACGCTCTCCTCGCCTACACCCTGGGTGTCAAGCAGCTCATTGTCGCCAT
CAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCCCGTTACCAGGAAATCAT
CAAGGAGACTTCCAACTTCATCAAGAAGGTCGGCTACAACCCCAAGACCGT
CGCCTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCCACGGTGACAACATGCTTCAGGCCTCC
ACCAACTGCCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAAGGAGACCAAGGCTGGCAA
GTCCACCGGCAAGACCCTCCTCGAGGCCATTGACGCCATTGAGCCCCCCAA
GCGTCCCACCGACAAGCCCCTCCGTCTTCCCCTCCAGGATGTGTACAAGATT
GGCGGTATTGGAACTGTCCCTGTC
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