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Bu calismada fungal kaynaklardan beauverisin saflagtirimasinda molekuler

baskilanmis kriyojel kolon kullanilmistir.

Calismanin amaci; 3 farkh Beauveria bassiana (Lul1, KVL 03129, Ank12) ve 3
farkh Paecilomyces fumosoroseus (Bey9, 0614, Bb12) suslarinin sentezledigi
BEA'y1 molekuler baskilanmis kriyojel kolon ile saflagtirmak ve farkli uygulama
yontemleri ve degisik konsantrasyonlar (0.001 M, 0.0001 M, 0.00001 M ve
0.000001 M BEA) kullanarak Galleria mellonella, Tenebrio molitor ve
Leptinotarsa decemlineata larvalari Uzerindeki entomopatojen etkinin test

edilmesidir.

Calismada, 3 farkh B. bassiana ve 3 farkli P. fumosoroseus suslarindan
sentezlenen BEA, molekuler baskilanmig kriyojel kolon kullanilarak
saflagtirnimistir. Beauverisin-baskilanmis kriyojel kolondaki maksimum BEA
adsorpsiyonunun, pH 6.5 MES [2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid]
tamponunda, 25°C’de 1 mL/dk akis hizinda gergeklestigi bulunmustur.



Alti farkh fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA enjeksiyon ve
puskirtme yodntemleri ile G. mellonella ve T. molitor larvalari Uzerinde
denenmigtir. G. mellonella larvalari Gzerinde enjeksiyon ve puskirtme yontemi ile
uygulanan Ank12-BEA; bocek populasyonunun yarisini sirasiyla, 2.370 gunde ve
2.819 glnde oldirmastur. T. molitor larvalari Gzerinde enjeksiyon ve puskurtme
yontemleri kullanilarak uygulanan KVL 03129-BEA bocek populasyonunun
yarisini sirasiyla 1.904 gunde ve 4.918 giunde oldurmastur. Alti farkli fungal
kaynaktan saflagtirilan BEA ve ticari BEA enjeksiyon, puskurtme ve yaprak
daldirma yoéntemleri ile L. decemlineata larvalari Uzerinde denenmigtir.
L. decemlineata larvalari Uzerinde enjeksiyon, puskirtme ve yaprak daldirma
yontemleri kullanilarak uygulanan 0614-BEA bdcek populasyonunun yarisini

sirasiyla 8.053 glin, 9.160 gun ve 10.831 gunde dldugu bulunmustur.

Altl farkh fungal kaynaktan saflastirilan BEA, tim uygulama ydntemleri ve tim
BEA konsantrasyonlarinda zararli bocekler uzerinde basarili bulunmustur. LTso
degerlerine gore en yuksek BEA konsantrasyonunun en etkili oldugu
bulunmustur. 5., 8. ve 10. gunlerdeki oldurict doz degerlerine gore, BEA'ya
boceklerin maruz kalma suresi arttikga, bocek populasyonunun yarisini dldirmek

icin gereken BEA dozu azaldigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik micadele, Beauverisin, Molekuler baskilama,

Galleria mellonella, Tenebrio molitor, Leptinotarsa decemlineata
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In this study, a molecularly imprinted cryogel column was used to purify

beauvericin from fungal sources.

The aim of this study was to purify beauvericin synthesized from 3 different B.
bassiana (Lul1, KVL03129, Ank12) and 3 different P. fumosoroseus (Bey9, 0614,
Bb12) strains with a molecularly imprinted cryogel column and to test the
entomopathogenic diverse effect of beauvericin on the larvae of Galleria
mellonella, Tenebrio molitor and Leptinotarsa decemlineata with different
application methods at different concentrations (0.001M, 0.0001M, 0.0000 M, and
0.000001 M BEA) of beauvericin.

In the study, beauvericin synthesized from 3 different B. bassiana and 3 different
P. fumosoroseus strains were purified using a molecularly imprinted cryogel

column. It was found that the maximum adsorption of BEA from the beauvericin-



imprinted cryogel column occurred in MES buffer pH 6.5, at 25°C, at a flow rate

of 1 mL/min.

Beauvericin purified from six different fungal sources and commercial BEA were
tested on G. mellonella and T. molitor larvae by injection and spraying methods.
It was found that Ank12-BEA applied by injection and spraying methods on G.
mellonella larvae killed half of the insect population in 2.370 days, and 2.819
days, respectively. KVL 03129-BEA applied on T. molitor larvae using injection
method and spraying methods killed half of the insect population in 1.904 days,
and 4.918 days, respectively. Beauvericin purified from six different fungal
sources and commercial BEA were tested on L. decemlineata larvae by injection,
spraying, and leaf dipping methods. It was found that 0614-BEA applied by
injection, spraying and leaf dipping methods on L. decemlineata larvae killed half
of the insect population in 8.053 days, 9.160 days, and 10.831 days, respectively.

Beauvericin purified from six different fungal sources was found to be successful
on insects at all application methods and all beauvericin concentrations.
According to LTso values, the highest BEA concentration was found to be the
most effective. Based on the lethal dose values on the 5th, 8th, and 10th days, it
was found that as the exposure time of insects to BEA increased, the dose of

BEA needed to kill half the insect population decreased.

Keywords: Biological control, Beauvericin,Molecular imprinting, Galleria

mellonella, Tenebrio molitor, Leptinotarsa decemlineata
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1. GIRIS

Artan dunya nufusuyla birlikte besin ihtiyacinin da giderek artmasi; tarimda
verimliligin artirilmasini, tarlada, depoda ve igleme sirasindaki Grin kayiplarinin
azaltilmasini ve tarim zararlilariyla mucadelede kullanilan kimyasal ilaglarin
urunde biraktigr kalinti nedeniyle, saglik ve gcevreye verdigi zararin 6nlenmesini
gerektirmektedir. 2050 yilinda yaklasik 9 milyar olacagi ongorulen dunya
ndfusunun, yeterli miktarda besine ulasmasi i¢in tarimsal Gretimde verimliligin en
az %40 oraninda artirimasi gerekmektedir [1,2]. Tarim zararllari, bitkinin toprak
alti ve toprak Ustu kisimlari ile beslenerek, tarim urUnlerine 6nemli zararlar
verebilmekte, dnemli miktarda arun kayiplarina neden olabilmektedirler. Ayrica
bazi depo zararlis1 bocekler, depolanan tarim Grdnlerini besin olarak kullanmakta,
gobmlek kalintilarini, yumurtalarini ve pisliklerini birakarak Griinde bozulmaya ve
ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Ayrica bazi bitki hastaliklari da zararl
bdcekler tarafindan bulagmaktadir [3]. Patates Cizgi virisu (Potato Y potyvirus),
Patates yaprak kivirma virisu, (Potato leafroll luteovirus) yaprak bitlerinden,
Patates X virlisu ise patates bocekleri tarafindan bitkiye bulasabilmektedir [4].
Her yil tarim zararlisi bdcekler, tarim Grunlerinde %40 oraninda kayba neden
olmaktadir. Dunyada ve Ulkemizde tarim zararlilari ile micadelede en 6nemli
pay! kimyasal pestisitler almaktadir [2]. Tarim zararhlari ile miucadelede kimyasal
pestisitter 50 yildan fazladir tim didnyada yaygin olarak kullaniimaktadir.
Kimyasal pestisitlerin bilingsizce uzun sureli kullanimi ile dogada ekolojik denge
bozulmakta, zararli bdceklerde direng gelismekte, Urinde kalinti sorunu
olusmakta ve ortamdaki diger faydali organizmalar da olumsuz sekilde
etkilenmektedir. Bu nedenle ekolojik dengeyi koruyan biyolojik mucadele ajanlari,
tarimda alternatif micadele ydntemlerinden biri olarak ¢cok énem kazanmistir.
Biyolojik mucadele; farkli organizmalar kullanilarak zararli bir organizmanin
populasyon yogunlugunun veya zararli etkisinin olabildigince aza indirilmesi igin
yapilan mucadele yontemidir [5]. Boceklerin de diger canli organizmalar gibi
dogada duasmanlari vardir. Boceklerde dogal yollarla enfeksiyon olusturabilen
bakteri, viris ve funguslara entomopatojen denir [6]. Entomopatojen funguslar;
biyolojik mucadelede genis konak dagilimina sahip olmalari ve bocek tarafindan

yenilmeseler de enfeksiyona sebep olabilmeleri nedeniyle diger biyolojik
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mulcadele ajanlarindan daha avantajlidirlar [1] 6rnegin; bazi fungus tirleri
bdcekleri enfekte ederek bakteri ve virislerin neden oldugundan daha siddetli
epizootiklere neden olabilmektedir [7]. En onemli entomopatojen funguslar
Ascomycetes filumuna bagli; Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium ve

Paecilomyces cinslerine ait fungus turleridir [8].

Entomopatojen fungus olan Beauveria bassiana ve Paecilomyces fumosoroseus
toprak florasinin dogal Uyesi olarak dunyada yaygin bir dagilisa sahiptir.
Beauveria bassiana dinyanin hemen her tarafinda iliman ve tropikal bolgelerde,
enfekte olmus bodceklerin Uzerinde bulunabilmektedir. Beauveria bassiana
yaklagik 700’den fazla bocek turunu enfekte edebilmekte ve beyaz muskarin
hastaligina yol agcmaktadir [9]. Dinyada yaygun olarak bulunan Paecilomyces
fumosoroseus, 6zellikle Lepidoptera takimina ait boceklerden ve ayrica, bitki,
hava ve topraktan izole edilebilmektedir [10]. Bu ¢alismada Isaria fumosorosea
sinonimi olan Paecilomyces fumosoroseus kullaniimistir [11]. Beauveria
bassiana ve Paecilomyces fumosoroseus, enfeksiyon sirasinda, sentezledikleri
BEA, bassianolides, ennalin, oosperin gibi sekonder metabolitler ile bocegin
bagisiklik sistemini alt ederek 6liumune neden olmaktadirlar [12]. BEA anti-timor,
anti-fungal, anti-bakteriyel ve insektisidal etkilere sahiptir. Beauverisinin
inseksidal 6zelligi ilk olarak Artemia salina (tuzlu su karidesi) Uzerinde denenmis

ve etkili oldugu saptanmistir [13].

Fungal kaynaktan BEA’nin, saflastirimasinda molekuler baskilama teknolojisi
(MIT), kullaniimigtir [14]. Molekuler baskilanmis kriyojel kolonlarin sentezlenmesi
u¢c asamada gerceklesmektedir. Birinci agsamada, istenilen molekul ve onunla
etkilesime girebilecek olan fonksiyonel monomer arasinda ©én-kompleks
olusturulur. ikinci asamada, uygun bir capraz baglayicinin yeterli miktardaki
varliginda, i¢ boyutlu bir polimer agdi olusturulur. Ugiincli asamada ise istenilen
molekul, uygun desorpsiyon ajani ile, polimer matriksten uzaklastirilir. Bu teknik
ile istenilen molekile 0zgul boyut, sekil ve kimyasal iglevler agisindan
tamamlayici 6zgun tanima bolgeleri kazandirilir [15]. Molekuler baskilanmis



polimerlere (MIPs), baskilama isleminde kullanilan istenilen molekl igin, yuksek

afinite ve segicilige sahip olma énemli bir avantaj saglamaktadir.

Aricilikta verimi azaltan zararlilardan Galleria mellonella (Buyik bal mumu
glvesi) 6nemli bir yere sahiptir. G. mellonella kovanda, depolanan ve islenmis
peteklerde zarar sebep olarak ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
G. mellonella larvalari; polen, balmumu, bal ve dokilmus bal arisi derileri ile
beslenmekte ve petek taraklarinda tuneller olusturmaktadir. Kovanda buyuk
Olcekte G. mellonella istilasi olmasi, genellikle ari kolonisi kayiplarina yol
acmaktadir. Buyuk balmumu guvesinin erginleri ve larvalari ayrica patojen vektor
tasiyabilmektedir [16,17].

Depo zararlilarindan dolayi tahil Grdnlerinde her yil, %10-30 oraninda kayip
meydana gelmektedir [18]. Depo zararlilari, tahillarla beslenerek dogrudan ya da
biraktiklari vicut kalintilari nedeniyle dolayh olarak tahillara zarar vermektedir.
Depo zararhlari bulagtiklari GranlG tiketerek, Grandn tohumluk 6zelliginde
dusmeye, urinde agirlik kaybina, kalite ve besin degerlerinin azalmasina neden
olmaktadir. Ayrica zararlilarin Grane bulastirdigi, pislikler, vacut kalintilari ve
salgiladiklari ag ve benzeri yapilar da urin kalitesinde bozulmaya ve kayiplara
yol agmaktadir. Un, bir besin maddesi olmasi yani sira gida sanayisinde onemli
bir hammadde ve gida katki maddesidir. Unun depolanmasi sirasinda Tenebrio
molitor (sar1 un kurdu) énemli kalite kayiplarina neden olmaktadir. T. molitor,
urine bulastiginda, Urunle beslenerek fire ve agirlik kaybina, ayrica biraktigi
gomlek kalintisi, pislikleri nedeniyle ciddi boyutta kalite kayiplarina yol
acabilmektedir [19].

Patates diinya Ulkelerinin %79’unda yetistirilen, tGretim miktar bugday, misir ve
piringten sonra 4. sirada olan énemli bir tarimsal urtindur. Patates, piring, bugday
ve misirla birlikte dunya gida enerji ihtiyacinin  %50'sinden fazlasini
karsilamaktadir. Patates gida olarak dogrudan tuketildigi gibi, gida sanayiinde
dondurulmus olarak, cips, pure, grandl ve toz formlarda da islenerek
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pazarlanmaktadir. Ayrica, yan urln olarak hayvan yeminde, alkol ve nisasta
yapiminda ve gidalarda katki maddesi olarak kullaniimaktadir. Patates
uretiminde ciddi urlin kayiplarina neden olan zararlilardan biri Leptinotarsa
decemlineata ‘dir. Eger L. decemlineata ile mucadele edilmezse, patates
uretiminin yaklasik %75’i bu bocekten zarar goérebilmektedir [20]. Colorado
patates bocedi ile mucadele edildigi halde bile, yer yil patates Uretiminde yaklagik

%40 oraninda kayip meydana geldigi bildirilmigtir [21,22].

Bu calismada; topraktan daha 6énceden izole edilen entomopatojen funguslardan
Paecilomyces fumosoroseus (Bey9, 0614, Bb12) suslari, Beauveria bassiana
(Lal1, Ank12) suslan [23-25] ve standart B. bassiana susu olan KVL 03129
(ARSEF 8032) kullanilmigtir. P. fumosoroseus ve B. bassiana suslarinin
sentezledigi BEA'y1 saflastirmak icin BEA baskilanmis kriyojel kolon
sentezlenmistir. Saflastirilan BEA'nin G. mellonella, T. molitor ve L. decemlineata

tarim zararlilari GUzerindeki etkisi arastiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyolojik Mucadele

Zararh organizmanin populasyon yogunlugu ve etkisini azaltmak igin canli
organizmalarin kullanildigi micadele yontemidir [26]. Biyolojik micadelenin tarihi
oldukca eskilere gitmektedir. ilk baslarda zararli bdcekler (zerinde etkili olan
bitkiler kullaniimigtir. Daha sonra, zararli boceklerin kus, yilan ve fareler
tarafindan yenildigi fark edilince biyolojik mucadele farkli bir boyut kazandirmistir.
Yaklasik 1700 yil dnce Cin’de turuncggillere zarar veren bdceklere kargi karinca
kullaniimistir [27]. 1734 yilinda Rene Reamur, afid yiyen sinek yumurtalarini
seralara birakarak, bitki icin zararli olan afidlere karsi biyolojik mucadele
yapmistir. Agostino Bassi di Lodi 1835 yilinda B. bassiana’ nin boceklerde
hastalik yapabilecegini ilk kez ipek bdcegi turt olan Bombyx mori ‘de gostermisgtir.
Agostino Bassi di Lodi, fungusun neden oldugu hastaliga, bocek kuatikilinden
cikan konidiyal yapinin rengine gore, beyaz muskardin adini vermistir [28].
Boylece mikroorganizmalarin zararli bocekler ile micadelede kullanilabilecegi
gOsterilmis ve bu biyolojik mucadeleye bagka bir boyut kazandirmigtir. Elie
Metchnikoff, yesil muskarin hastaligina neden olan Metarhizium anisopliae (eski
adi- Entomophthora anisopliae)’'u ekin bambulu da denilen tahil zararlisi
(Anisoplia austriaca (Coleoptera: Rutelidae)) tUzerinden izole ederek, bu fungusa
ait sporlari Uretip arazi uygulamalari yapmistir [29]. 1901 yilinda Japon biyolog
Shigetane Ishiwatari, Bacillus thuringiensis (Bt) turunidn ipekbdceklerinde
hastaliga neden oldugunu go6zlemlenmistir. 1911 vyilinda Ernst Berliner,
B. thuringiensis’in  Akdeniz un guvesi tirtillarinda [Ephestia kuehniella
(Lepidoptera: Pyralidae)] hastaliga neden oldugunu bulmustur [30].
Baculovirus’un zararli bocek populasyonlarini kontrol edebilecegi 1940’ yillarda
bulunmustur [31]. Steinhaus ve arkadaslari Yonca tirtili (Colias euwortheme
Boisduval: Lepidoptera) ile mucadele etmek igin araziye nukleopolihedroviris
(NPV) uygulamiglardir [32].

Uc farkh biyolojik miicadele stratejisi vardir. Bunlar; Klasik biyolojik miicadele,
ogmentatif (cogaltma) biyolojik micadele ve konservatif (Koruyucu) biyolojik

mucadeledir. Zararli bdcek dogal dugmaninin olmadigi bir ortama girdiginde, kisa



surede populasyonunu artirarak ekonomik zararlara neden olabilmektedir. Bu
zararin onlenmesi icin disaridan zararlinin bulundugu ortama dogal diugmaninin
getiriimesine klasik biyolojik mucadele stratejisi denir. Zararlinin bulundugu
ortamda dogal dusman etkinliginin dusuk olmasi durumunda da ayni strateji,
uygulanabilinmektedir. Boston c¢evresinde tesadifen bulunan, mese ve kavak
gibi agaclarin yapraklariyla beslenen Lymantria dispar (L.) (Lepidoptera:
Lymantriidae) larvalart 10 yil icinde bdlgede genis bir dagihm gostermistir.
Amerika 50’den fazla predator bocek ve hastalik etmeni organizma, bu bocek ile
mucadele igin ithal etmigstir. 1989-1990 yillari arasinda Lymantria dispar (gingene
glvesi) populasyonundaki duistsun nedeninin entomopatojen fungus olan
Entomophaga maimaiga oldugu bulunmustur. Amerika’nin 11 eyaletindeki
Lymantria dispar kaynakli yaprak dokumunun 1995 yilinda 1996 yilina gore %85
oraninda azaldigi go6zlenmigstir [33]. Turkiye’de ilk klasik biyolojik micadele
Avusturya kokenli turunggil zararlisi olan Icerya purchasi Maskell (Hemiptera:
Monophlebidae) karsi, Rodolia cardinalis Muls. (Coleoptera: Coccinellidae)
getirtiimesi ile baslamistir [19].

Zararli bocek ve dogal dusmani ayni ortamda bulunsa da dogal dugman zararlyi
baski altina alabilecek populasyon dizeyinde degilse ya da sonradan ortama
birakilan dogal disman, faunaya yerlesip ¢gogalamiyorsa, dogal dismanlar belli
araliklarda uretilip, zararlinin bulundugu ortalama birakilir. Bu biyolojik mucadele
stratejisine  ¢ogaltma (augmentation) denilmektedir. Burada inokulatif
(inoculation) ve inundatif (inundation) olmak uUzere iki farkh yaklasim vardir.
inokilatif miicadelede; ekonomik zarar esigine gelmeden dnce zararli bdcek
populasyonunun kontrolU igin ortama biyolojik miucadele ajani konulur. Zararli
bdcek populasyonu bu sekilde kontrol edilir. Yéntemin amaci, dodal dismanin
populasyonunu artirarak zararllyr kontrol altina almaktir. Entomopatojen
funguslarin, zararl bocek populasyonlarinda epizootik olusturmasi, belli bir sure
icin ortama yayilmasi ve zararl bdcek populasyonunu ekonomik esik degerinin
altinda tutmasi igin Grdnun ekimi sirasinda kuguk miktarda araziye uygulanmasi
mumkundur. Melolontha melolontha larvalari, ¢im yonca kokleri ile beslenerek
zarar verirken, erginleri akgaagag, mese, erik ve kayin olmak uUzere cesitli

agaclarin yapraklar ile beslenerek zarar vermektedir. Bu bdcek micadelesinde,



Beauveria brongniartii blastosporlarinin yagsiz sit (skimmed milk) formulasyonu
kullanilmistir. isvec’te bu bocegde karsi yapilan miicadele 9 yil siirmis ve fungus
blastospor formulasyonu orman kenarlarinda kimelenen vyetigkin digilere
uygulanmigtir. Yetigkin ve larva Melolontha melolontha sayisinda fungal
enfeksiyondan kaynakli bir azalma gdzlenmistir [34]. inundatif biyolojik
micadelede; ortama ¢ok sayida biyolojik micadele ajani birakilarak hizli bir
kontrol saglanir. Bu sekilde zararli bocek populasyonu ve ortama birakilan

biyolojik mucadele ajani populasyonunda azalma saglanacaktir.

Konservatif (Koruyucu) biyolojik muicadele stratejisinde; dogal dismanlar
korunmakta ve populasyonlarini artiracak uygulamalar yapilmaktadir. Bu
stratejide, biyolojik mucadele ajaninin ortama birakilmasina gerek yoktur. Bu
yontemde, ortamdaki dogal disman populasyonunun muhafaza edilmesi ve
artinilmasi zararli bocek populasyonunun ekonomik zarar esiginin altinda
tuttulmasina saglar. Ornegin, dogal diisman olarak entomopatojen funguslar
kullanildiginda, ortamda pestisit kullanimini azaltarak ve nem oranini artirarak

fungusun etkinliginin artirilmasi saglanabilir [26].

Biyolojik mucadelenin giderek daha onemli hale gelmesinin nedeni, zararl
bdcekler ile mucadelede kullanilan kimyasal pestisitlerin gevre ve insan saghgi
Uzerindeki olumsuz etkileridir. Biyolojik muicadele ydntemi, etkisinin uzun
surmesi, yan etkilerinin olmamasi, boceklerde direng olusumunu tetiklememesi,
gevreyi ve insan saghgini olumsuz etkilememesi nedeniyle avantajldir [35,36].
Biyolojik mucadelede amag¢ zararli populasyonunu ekonomik esik degerinin
altinda tutmaktir. Biyolojik mulcadelede mikroorganizmalardan omurgalilara

kadar, bircok organizma kullanilabilmektedir.

Entomopatojenler, zararli bocekleri dogal yollarla dldurebilen ya da etkisini
azaltan patojenlerdir. Bakteri, viris, fungus ve nematod olabilen
entomopatojenler, zararli bocek populasyonlarinin kontrolinde 6nemli bir yere
sahiptir [7,37]. Entomopatojenler ile enfekte olan bdceklerin; Ureme

potansiyellerinde ve besin tiketimlerinde azalma gorulmektedir.



Entomopatojen funguslar genis konak dagilimina sahip olmalari, uygun kosullar
altinda zararli boceklerde salgin olusturmalari ve diger biyolojik mucadele
ajanlarindan (virus, bakteri) farkli olarak, konak bocek tarafindan yenilmeye
gerek olmadan enfeksiyona neden olmalarindan dolayi, biyolojik mucadelede

onemli bir yere sahiptirler.

Entomopatojen funguslar, bocegin tum gelisim evrelerinde etkili olup,
enfeksiyona neden olabilmektedir [38], Entomopatojen funguslar bdceklerin;
konak bitki bulma [39], beslenme [40], dogurganhk ve émur uzunlugu [41] gibi
parametrelerini  degistirerek, zararli bocek populasyonlarini  kontrol
edebilmektedir [42,43].

2.1.1. Entomopatojen funguslar

Dunya tarihinde son 400 milyon yil boyunca funguslar ile bocekler bir arada var
olmus ve birbirleriyle farkli etkilesimler gelistirmislerdir. Bu etkilesimlerden biri
olan patojenite; belli bir fungus grubunun arthropoda populasyonunun dogal
dismani olmasidir. Entomopatojen funguslar, bocedin 6limine yol agan
enfeksiyona neden olarak, zararli bocek populasyonlarinda epizootige yol
acmaktadir. Bu yolla dogadaki zararli bocek populasyonlari kontrol altina
alinabilmektedir [36]. Entomopatojen fungusun epizootik olusturmasi; fungusun
bdcekle olan etkilesimine, fungus sporunun virlansina, sporun yogunluguna ve
dagilimina bagldir [44]. Entomopatojen funguslarda yasam dongusu
konaklarinin gelisme dénemleriyle ile es zamanl olarak meydana gelmektedir
[34]. Simdiye kadar, 12 Oomycetes, 65 Chytridiomycota, 339 Microsporidia, 474
Entomophtoromycota, 238 Basidiomycota ve 476 Ascomycota’ya ait
entomopatojen fungus turt bulunmaktadir. Dogada siklikla ve en ¢ok
Ascomycota ve Entomophtoromycota'ya ait entomopatojen fungus turleri
gorulmektedir. Literatirde, Ascomycota'da; Metarhizium (M. anisopliae,
M. globosum, M. lepidiotae, M. robertsii, M. acridum, M. lepidiotae, M. rileyi,
M. guizhouense, M. brunneum, M. flavoviride, ve M. pingshaense), Beauveria
(B. brongniartii ve B. bassiana), Isaria (I. tennuipes, I. farinosa ve I. fumosorosea),

Cordyceps (C. militaris), Ophiocordyceps (O. unilateralis, O. sinensis), Pochonia



(P. chlamydosporia), Torubiella (T. ratticaudata), Hirsutella (H. thompsonii,
H. nodulosa, H. aphidis), Lecanicillium (L. lecani), cinsleri ve Purpureocillium
lilacinum, Paecilomyces variotii turleri yer almaktadir [45,47] En yuksek
insektisidal aktivite gosteren Entomophthorales’e ait turler Furia, Conidiobolus,
Entomophaga ve Erynia cinsleridir. Ancak laboratuvar kosullarinda Uretim
sikintilarindan dolayl, bu funguslarin biyolojik preparatlarda bilesen olarak
kullanimlari zordur [48]. Beauveria ve Metarhizium cinsine ait entomopatojen
funguslar, sadece eklembacakl populasyonlarini kontrol etmekle kalmaz, ayni
zamanda bitkilerle de karmasik iliskiler kurabilmektedirler [49]. Fungus endofit ve
epifit olarak, bitki kdklerinde, yapraklarinda ve sirgunlerinde kolonize olup, bitkiyi
bdceklere kargi daha direngli hale getirebilmektedir. Ayrica bitkide hastaliga
neden olabilecek mikroorganizmalari baskilayarak ya da bitkinin savunma
sistemini guclendirerek, bitkiyi koruyabilmektedir. Endofit funguslarin bitki

gelisimini olumlu yénde etkiledigine dair calismalar bulunmaktadir [50,51].

Entomopatojen funguslarin konak 6zgullugu, fungus turlerine ve fungus suslarina
gore farkhlik géstermektedir. Entomopatojen funguslar Lepidoptera, Coleoptera,
Hemiptera, Diptera, Orthoptera ve Hymenoptera takimlarina ait birgcok bdcek
turind enfekte etmektedir [52]. B. bassiana ve M. anisopliae, tespit edilen en

genis konak dagihmina sahip entomopatojen funguslardir [53].

Entomopatojen funguslarin topraktaki yayilimi ve varligi bazi faktoérlere baghdir.
Organik madde igerigi yuksek, kil orani kum oranindan daha fazla olan
topraklarda entomopatojen fungus yayilimi daha fazla iken, alkali ve kumlu
topraklarda entomopatojen fungus daha az bulunabilmektedir [6,54].
Entomopatojen funguslar tarim ve ormanlik alanlarda, meralarda ve ¢ol gibi farkli
habitatlarda bulunabilmektedirler. Entomopatojen funguslarin dagilimi turlere
gére degisiklik gostermektedir [55]. Ornegin Paecilomyces fumosoroseus genis
bir cografik yayihim gdsterirken, Paecilomyces antarctica’nin yayihmi Antarktika
ile sinirhdir [56]. Beauveria bassiana genis bir cografik dagilima sahiptir,
Tayland’da tropik yagmur ormanlarinda bulunabildigi gibi Kanada'da da
bulunabilmektir [57,58]. Entomophthorales'e ait entomopatojen funguslar



genellikle ihman iklimde ormanlik alanlarda yaygin olarak goérulirken, tropikal
ormanlarda da bulunabilmektedir [59]. Beauveria, Metarhizium, Isaria cislerine ait
funguslar toprakta yaygin olarak bulunmaktadir. B. bassiana ve M. anisopliae tum
ekosistemlerde bulunur ama B. bassiana iglenmis toprakta ve tarimsal alanlarda

daha az yaygin iken, dogal habitatlarda daha baskindir [36].

Entomopatojen funguslarin virulansi UV-i1s1d1, sicaklik, nem, yagis ve ruzgar gibi
abiyotik faktorlerden etkilenmektedir. Sicakhk fungusun konak bdcekte
buyumesini ve ¢imlenmesini etkilemektedir. Fungus susunun bulundugu bélgeye
gore gelisim gosterdigi sicaklik derecesi farkhlik géstermektedir. Fungus eger
sicak bolgelerde bulunuyorsa yuksek sicakliklarda, soduk bdlgelerde
bulunuyorsa dusuk sicakliklarda daha iyi aktivite gostermektedir [44]. Fungus
sporlari  yuksek sicakliklarda, bdcek ile karsilasmadan ©Once inaktive
olabilmektedir. DuslUk sicakliklarda fungus daha yavas blylimekte ve
¢imlenmekte, bu durum enfeksiyon suresini uzatmaktadir. B. bassiana’nin
optimal sicakhk arahgi 23-25°C olmasina ragmen, 5-38°C sicakliklari arasinda
etkin olabilmektedir. Paecilomyces fumosoroseus’un gelisim gosterdigi optimal
sicakhk araligi 19-22.5°C olmasina ragmen, 5-32°C arasinda da
gelisebilmektedir [10,28]. Nem, entomopatojen funguslarin etkisini ve yasam
suresini etkileyen baska onemli bir faktordur. Ortamin nem orani, fungus
sporunun konak bdcegin kutikulasinda ¢imlenebilmesi ve 6len bocekten sporun
disari ¢ikabilmesi icin 6nemlidir. B. bassiana’nin ¢imlenmesi icin ihtiya¢ duyulan
badil nem nem arald genellikle %92-100 arasindadir. UV isinlari; konidia
sitoplazma membraninin bozulmasina, dolayli ya da dolaysiz DNA hasarina,
kondianin kltikulaya penetrasyonunun gecikmesine, ¢imlenme suresinin
uzamasina veya konidianin inkaktive olmasina neden olmaktadir. UV-A (330-400
nm) ve UV-B (290-330 nm) isinlari, fungus spor DNA’sinda hasara neden

olabildiginden, sporun canlihdini da olumsuz etkilemektedir [44].

2.1.1.1. Beauveria bassiana

Agostina Bassi di Lodi 187 yil once, beyaz muskardin adini verdigi hastaliga

Bombyx mori Uzerinde B. bassiana’ nin neden oldugunu goéstermistir. O
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zamandan beri B. bassiana sporlari, biyolojik mucadele ajani olarak, zararli

bocek populasyonlarini kontrol etmek amaciyla kullaniimaktadir.

B. bassiana, Beauveria cinsine ait olan ve en yaygin dagilim gosteren fungusdur.
Genellikle i1hman ve tropikal bolgelerde daha ¢ok bulunmaktadir. B. bassiana;
Alpin bdlgeler, fundaliklar, turba batakliklari, savan tipi bitki ortisline sahip
topraklar, ekili topraklar, ormanlik ve ¢l alanlari gibi birbirinden farklilik gosteren
cesitli habitatlarda bulunabilmektedir [28]. Fungus uygun bir konak bulana kadar
ya da bitkilerle endofit olarak etkilesime gecene kadar toprakta saprofit olarak
yasamaktadir [51,55]. Endofitler, saglikli bitki dokularinda yasayan
mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir. Endofitler, konak bitki i¢in zararh
olan organizmalara karsi konagin diren¢g gelistirmesine  yardimci
olabilmektedirler. Endofit mikroorganizmalar, bitkilerin i¢ dokularinda, 6zellikle
yaprak, dal, gévde ve koklerde kolonize olabilmektedirler [60]. B. bassiana; misir
(Zea mays), domates (Solanum lycopersicum), kakao (Theobroma cacao),
hurma (Phoenix dactylifera), kahve (Coffea arabica), hashas (Papaver
somniferum), kabak (Cucurbita pepo), pamuk (Gossypium hirsutum), fasulye
(Phaseolus vulgaris), borulce (Vigna unguiculata) ve piring (Oryza sativa) olmak
Uzere yaklasik 25 bitki tirG ile endofit olarak yasayarak, zararli boceklere karsi
bitkiyi koruyabilmektedir [61].

B. bassiana genis konak dagihimina sahiptir. Coleoptera, Lepidoptera,
Hymenoptera, Diptera, Orthoptera, Gastropoda, Homoptera, Acari, Blattaria,
Thysanoptera, Dermaptera, Isoptera, Heteroptera ve Siphonaptera takimlarina
ait 700'den fazla bocek turinu enfekte edebilmektedir [62,6]. B. bassiana’ nin
konaklari, ekonomik olarak onemli olan tarim, orman zararlilari ve insanda

hastaliga neden olan vektor kenelerdir [63].

B. bassiana’nin genellikle insanlar ve hedef disi organizmalar igin givenli oldugu
kabul edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri, ingiltere, Rusya olmak Uzere
bircok Ulkede B. bassiana sporlarini igeren yaklasik 171 fungal preparat

uretilmektedir [63]. B. bassiana enfeksiyonu sirasinda anti-mikrobiyal, insektisidal
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ve anti-tumor gibi aktiviteler gdsteren sekonder metabolitler sentezlemektedir
[64]. Bu metabolitlerden bazilari; beauverisin (BEA), bassiatin, bassianin,
bassianolide, beauverolides, tenellin, oosporein oksalik asit ve bassiacridin’dir
[28].

B. bassiana’ nin urettigi bazi metabolitler igin, insan maruziyet risk
degerlendirmesi  yapiimis ve risk olugturmadigi  bulunmustur [65,66].
B. bassiana urettigi sekonder metabolitlerin herhangi birinin insan saghg: ve
cevre igin olumsuz etki gosterdigi bulunamamistir. Ancak fungus sporlari,
bagisiklik sistemi baskilanmig ve alerjik kisilerde bazi durumlarda risk
olusturabilmektedir. B. bassiana, cesitli sekonder metabolitler sentezlemesi,
kolay formule edilmesi, genis konak dagihmina sahip olmasi ve sentetik
pestisitlere karsi iyi bir alternatif olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle tarimsal Gretimde

glvenle kullanilabilinmektedir [43].

2.1.1.2. Paecilomyces fumosoroseus (syn. Isaria fumosorosea)

1904 yilinda Isaria fumosorosea Wize tarafindan seker pancari kurdu Cleonus
punctiventris (Coleoptera: Curculionidae) larvalarinda tanimlanmistir. 1947
yiinda Samson’un monografik cins calismalarinda, Isorioidea familyasinin
Paecilomyces grubuna fungusu dahil etmis ve ismi Brown ve Smith tarafindan
Paecilomyces fumosoroseus olarak degistiriimistir. Ancak Isaria fumosorosea da

sinonim olarak kullanilabilinmektedir [10,11].

Paecilomyces fumosoroseus syn. Isaria fumosorosea genis cografi dagilima
sahiptir. Fungus topraktan, bitkilerden, havadan ve Lepidoptera takiminda yer
alan boceklerden izole edilebilmektedir. Danimarka’da yapilan bir ¢calismada,
organik tarim yapilan alanlarin ¢evresinden alinan toprak orneklerinde yaygin
olarak P. fumosoroseus bulunmustur. Finlandiya'da yapilan baska bir ¢alismada
ise, yogun tarim yapilan arazilerden alinan toprak o6rneklerinde bu fungus

bulunamamistir [67].
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P. fumosoroseus genis konak dagilimina sahip oldugu igin biyolojik mucadele
ajani olarak kullaniimaktadir. P. fumosoroseus’unhastalik olusturabildigi konak
sayisi B. bassiana kadar fazla degildir. Lepidoptera ve Hemiptera takimina ait
cok sayida bocek turt P. fumosoroseus ile enfekte olabilmektedir. Ayrica Acari,
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Isoptera, Neuroptera takimlarinda yer alan

bdcekler de P. fumosoroseus ile enfekte olabilmektedir [10].

P. fumosoroseus bitkide hastaliklara neden olan Fusarium solani, Sclerotium
rolfsii, Rhizoctonia solani, Pythium aphanidermatum, Macrophomina phaseolina,
Sphaerotheca fuliginea gibi fitopatojenik funguslara karsi bitkiyi korumaktadir
[68-70].

Yapilan bir galismada, P. fumosoroseus’un kabakgillerde killeme hastaligi etkeni
olan Sphaerotheca fuliginea Uzerindeki etkisi incelenmistir. Salatalik bitkisi
Sphaerotheca fuliginea’ya maruz birakiimadan 24 saat 6nce, bitkiye 1x107
konidia/mL konsantrasyonunda P. fumosoroseus sporlari puskarttlmastur.
P. fumosoroseus’un salatalik killemesine neden olan Sphaerotheca fuliginea

zararlisinin gelisimini ve yayilmasini 6nemli dlgide bastirdi§i gdzlenmistir [68].

P. fumosoroseus; konagin besin tuketimini azaltarak, uremesini sinirlayarak,
sekonder metabolitler sentezleyerek ya da konak iginde ¢ogalarak, zararh bocek
populasyonunu kontrol etmektedir. Enfeksiyon sirasinda sentezlenen sekonder
metabolitler, bocek bagisiklik sisteminin ¢okmesine ve bdcegin 6lumine yol
acabilmektedir. P. fumosoroseus’'un sentezledigi metabolitler; ribozomal olmayan
peptitler (beauverisin ve birka¢ beauverolid), terpenler (trikokaran ve
fumosorinon), lakton birlesikleri (birkag sefarosporolid) ve asitler (dipikolinik asit
ve oksalik asit)’dir [71].

Amerika Birlesik Devletleri, Belgika, Hindistan, Kolombiya, Meksika ve birgok
ulkede P. fumosoroseus (syn. I. fumosorosea) sporlari ticari Gran haline getirilmis

ve biyolojik kontrol ajani olarak kullanmaktadir [10,71]. Bunlarin mikrobiyal
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insektisit olarak tarim zararlilari ve vektorlerin kontrolinde kullaniimalarinin
nedeni, kimyasal pestisitlere gére ¢evre igin dlsuk risk tagimalaridir. Yapilan bir
calismada, I. fumosorosea’ nin hedef digi canllar, kuslar, amfibiler ve

memelilerde toksik bir etkisinin olmadigr goézlenmigtir [10].

2.1.1.3. Entomopatojen fungus enfeksiyonu

Entomopatojen fungus enfeksiyon sureci; konagin gelisim evresi, beslenme
durumu gibi konak fizyolojisine, ortam sicakligi, nem, ultraviyole 1sik gibi birgok
fiziksel ve kimyasal faktore bagl olarak degismektedir. Entomopatojen
enfeksiyonu; (1) fungus sporunun konak bdcegin kitikulasina tutunmasi, (2)
¢cimlenmesi, (3) kuatikuladan igeriye dogru penetrasyonu, (4) hemolenfde
fungusun kolnizasyonu ve konak bocegin bagisiklik sisteminin Ustesinden
gelmesi, (5) fungusun c¢ogalmasi, (6) fungusun o6len konaktan disari dogru

buyumesi, olmak Uzere 6 asamada gergeklesmektedir.

Entomopatojen fungus enfeksiyonu, fungus konidiasinin bocek kutikulasina
tutunmasiyla baslamaktadir. Bu durum konidia ile bocek kutikulasi arasinda
hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler ile gerceklesmektedir. Fungus sporu,
konak kuatikulasindaki herhangi bir yere tutunabilmektedir. Kutikulanin
birlesenleri, bocekten bocege degistigi gibi bocegin bulundugu gelisim evresine
bagli olarak da farklilk gostermektedir [72]. B. bassiana konidialarinin en disinda
protein hydrophobinleri ile kapli hidrofobik rodlentler vardir. B. bassiana’da Hyd1
ve Hyd2 olmak Uzere bulunan iki hydrophpbin, hidrofobik rodletlerden ve konidia
hidrofobikliginden sorumludur [73]. Enfeksiyonun ikinci agsamasi, kutikulaya
tutunan fungus sporunun gimlenmesidir. Sporun ¢imlenmesi sicaklik, pH, nem,
oksijen ve besin varligindan etkilenmektedir. Fungus ve fungus susuna goére
degismekle birlikte g¢imlenme igin gerekli olan optimum sicaklik 20-30°C
arasindadir [74]. Genis konak dagilimina sahip funguslarin ¢imlenmek i¢in konak
katikulasinda spesifik karbon ve azot kaynaklarina gereksinim duymadiklari,
konak araligi dar olan funguslarin ise ¢imlenmek icin bocek kutikulasinda spesifik
birlesiklere ihtiya¢ duyduklari gozlenmistir [75].
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Enfeksiyonun Gguncl asamasi penetrasyondur. Fungus appresorium denilen bir
yapi olusturarak, kiutikulaya mekanik bir baski yapmaktadir. Bu yapi ve fungus
tarafindan sentezlenen kutikula parcalayici enzimler, fungusun konagin
kutikulasina daha kolay penetre olmasini saglamaktadir [76,77]. Konak bocegin
epikutikulasi protein, lipid, sterol ve yag asitlerinden olugmaktadir. Kutikula
parcalayici enzimler; lipaz, proteaz ve kitinaz fungusun konaga girisinde dnemli
rol oynamaktadir. Fungusun sentezledigi lipaz enzimi, epikutikuladaki lipid ve
lipoproteinleri parcalamaktadir [78]. Lipazlar ayrica, fungus ve konak kutikula
ylzeyi arasindaki hidrofobik etkilesimi artirmaktadir [79]. Fungusun sentezledigi
proteolitik enzimler, bocek kutikulasindaki proteinleri pargalayarak, Kkitin
fibrillerinin ortaya ¢cikmasini saglamaktadir. Kitinaz enzimi bocek kutikulasindaki
kitini pargalayarak, fungusun bdcek kutikulasinda ilerlemesini saglamaktadir.
Hemolenfe gecen fungus burada cogalarak ve maya benzeri hucreler
(blastospor) olusturmaktadir. Fungusun ¢ogalmasi, konak bdécegdin doku
batdnltguniun bozulmasina yol agmaktadir. Fungus bu arada bocegin bagisiklik
sistemini zayiflatan sekonder metabolitler sentezlemektedir. Ayrica fungus
bdcegin hemolefindeki bulunan dnemli bir disakkarit olan trehalozu enerji kaynagi
olarak kullanmak igin, asit trehalaz enzimi sentezleyerek pargcalamaktadir.
Boylece bodcegin beslenmesi sekteye ugrar [80]. Yapilan bir c¢alismada
Metarhizium acridum’da trehalaz sentezinden sorumlu ATM1 geninin inaktive
edilmesi sonucunda, fungusun virilasinda énemli bir azalma oldugu gézlenmistir
[81]. Ozetle fungus, sentezledigi enzimler ve sekonder metabolitlerle bdcegdin
bagdisiklik sistemini zayiflatmakta, ¢ogalarak bdcegin doku butinlaguna
bozmakta ve bodcedin beslenmesini engelleyerek, 6limine yol agmaktadir.
Fungus konag: oldurdukten sonra, uygun kosullarda kadavradan disari dogru
blayuyebilmektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Entomopatojen fungus enfeksiyon semasi

Basarili bir enfeksiyon igin fungus, olumsuz fiziksel ve kimyasal etmenlerin ve
bocegin  badisiklik sisteminin  Ustesinden gelmelidir. Boécek fungus
enfeksiyonuna, anti-fungal bilesiklerin sentezini artirarak, reaktif oksijen turleri
(ROS), humoral melanizasyon ve fagositoz dahil olmak Uzere dogal bagisiklik
etkenlerini aktive ederek karsi koymaktadir [82]. Melanin bdcegdin hucresel
savunma sisteminde (patojen enkapsullasyonu) ve anti-mikrobiyal peptidlerin
sentezinde yer almaktadir [83]. Fungus, bdcegin bagisik sistemine tepki olarak
ROS etkilerini azaltan genlerin aktivasyonunu saglayarak, superoksit dismutaz

gibi enzimlerin sentezini artirarak kendini koruyabilmektedir [84].

B. bassiana’nin sentezledigi oosporein metaboliti; profenoloksidazin (PO)
polifenol oksidaza (PPO) ayrimasini engelleyerek, profenoloksidazin
aktivasyonunu ve antifungal peptit Gallerimisin (Gal geninden) ekspresyonunu
engelleyerek, konak bocegin bagisiklik sistemini baskilamaktadir [85].
B. bassiana’ nin sentezledigi MCL1 proteini, bécedin hemolenfinde yer alan
hemosit hucrelerinden kagmasina olanak vermektedir [86,87].
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2.1.2. Sekonder metabolitler

Bircok mikroorganizma, hayatta kalabilmek icin sekonder metabolitler
sentezlemektedir. Mikroorganizmalar; UV, kuruluk gibi abiyotik faktorlerden
korunmak, diger mikroorganizmalarla rekabet etmek ve bocekleri enfekte etmek
icin sekonder metabolitler sentezleyebilmektedir [88]. Funguslar, dunyadaki
hemen hemen tum habitatlara basarili bir sekilde adapte olmustur, bunun
nedenlerinden biri sentezledikleri farkli 6zelliklere sahip sekonder metabolitlerdir.
Sekonder metabolitler genellikle anti-fungal, anti-mikrobiyal, immunosupresif
etkiler gostermektedir. BOylece funguslarin besin igin bagka mikroorganizmalarla
rekabet etmeleri, dogal dismanlarina kargi kendilerini korumalari ve yeni bir

ortama yerlesmeleri saglanmis olur [89].

B. bassiana’nin sentezledigi sekonder metabolitlerin; BEA, bassianin,
bassianolide, beauverolides, tenellin, oosporein, okzalik asittir. Bu metabolitlerin
bircogu insektisidal, anti-mikrobiyal, anti-helmintisit etkiler g&stermektedir.
P. fumosoroseus (syn. I. fumosorosea) farkli biyolojik aktiviteler gosteren, BEA,
bassianolide, bassiatin, okzalik asit, dipikolinik asit ve fumosorinone gibi birgok

metaboliti sentezleyebilmektedir.

Cizelge 2.1. Beauveria bassiana ve Paecilomyces fumosoroseus sentezledigi

bazl sekonder metabolitler

Sekonder metabolitler Fungus Etkileri
Beauverisin Beauveria bassiana Anti-bakteriyal, anti-fungal,
Paecilomyces fumosoroseus anti-viral, insekisidal,
anti-timér, iyonoforik [13]
Paecilomyces tenuipes
Fusarium spp.
Oosporein Beauveria caledonica Anti-bakteriyal, anti-fungal,
Beauveria bassiana anti-oomycotic,  anti-timor,
insektisidal aktivite [90,91].
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Beauveria brogniarti

Bassianin ve Tennelin

Beauveria bassiana

Beauveria brogniarti

Eritrosit membranindaki

ATPaz’ lari inhibe eder [28].

Beauveria brogniarti

Bassiatin Beauveria bassiana Anti-bakteriyal, anti-fungal,
Paecilomyces fumosoroseus antitimor [28].
Fusarium spp.

Bassianolides Beauveria bassiana Anti-bakteriyal, iyonoforik,

insektisidal [28].

Okzalik asit Beauveria bassiana insektisidal aktivite [92]
Paecilomyces fumosoroseus
Bassiacridin Beauveria bassiana Ozellikle cekirgelerde kitin

baglayici toksik bir protein
[93]

Pyridovericin

Beauveria bassiana

Anti-fungal,
sitotoksik [94]

insektisidal,

Dipikolinik asit

Beauveria bassiana
Paecilomyces fumosoroseus
Verticillium lecanii

Paecilomyces farinosus

insektisidal [92,95]

Fumosorinone

Paecilomyces fumosoroseus

Anti-timor [96]

Siklosporin A

Beauveria bassiana
Verticillium spp.

Fusarium spp.

insektisidal [28]

2.1.2.1. Beauverisin (BEA)

Beauverisin, ¢ D-hidroksiisovalerik asit ve G¢ N-metilfenilalanil molekuillerinden

olusan, siklik hekzadepsipeptiddir (Sekil 2.2). Molekller agirhgi 783.9 g/mol ve
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molekuler formull CasHs7N3Og’'dur. BEA, D-hidroksiisovalerik asit, L-fenilalanin,
S-adenosilmetiyonin ve ATP/Mg*? varliinda, beauverisin sentetaz enzimi ile

sentezlenmektedir [97].

BEA enniatins antibiyotik ailesinde yer almaktadir ama yapisinda bulunan
N-metilamino asidin’den dolayi enniatinslerden farklilik gdstermektedir. Dongusel

hekzadepsipepetid yapisindan dolayi hidrofobik 6zellik goéstermektedir [98,99].
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Sekil 2.2. Beauverisin molekuler yapisi

BEA molekulinde bulunan oksijen karbonil ve tersiyer amino grublarinda bulunan
serbest elektron ciftlerinden dolayi, BEA nukleofil gibi davranmakta ve elektrofil
birlesikleriyle iyon-dipol etkilesimlerini yapabilmektedir. BEA nukleofillik
Ozelliginden dolayl yagda ¢ozunur (liposolubility). BEA molekllinun stabilize
edici intra-baglarinin olmamasi ve esnek olmasi, bu molekilin metalik
katyonlarla (K*, Na*, Ca*? vb.) ve baska kigik molekiller ile kompleks
olusturmasini saglamaktadir. Boylece, BEA molekulu dimeric yapida olan iyon

secici kanallar ile hiicre zarindan gegebilmektedir [100].

BEA, B. bassiana, |. fumosorosea ve Fusarium spp. fungus turleri tarafindan
sentezlenen sekonder bir metabolittir. BEA insektisidal, anti-bakteriyal,

anti-fungal, anti-viral, anti-helmisit ve anti-tumor aktiviteleri gostermektedir.
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BEA, insan bitki ve hayvanlarda hastalik olusturan patojen Gram negatif ve Gram
pozitif  bakterilere anti-bakteriyel etki gostermektedir.  Antibiyotiklerin
mikroorganizmalar Uzerinde degigik etki mekanizmalari bulunmaktadir, 6rnegin
bir kismi bakteri hlcre duvarinin sentezini inhibe ederken diger bir kismi hlcre
membrani ya da protein sentezini veya nukleik asit sentezini etkileyebilmektedir.
BEA, Dbakterilerin enzim sistemlerini etkileyerek anti-bakteriyel etki
gOstermektedir [101]. BEA; Clostridium perfringens, Mycobacterium tuberculosis,
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica ve
Shigella dysenteriae gibi bazi Gram pozitif ve Gram negatif patojen bakterilerin
uremesini engellemektedir [102—104]. BEA’nin anti-fungal etkisini incelemek igin
yapilan bir calismada, BEA ve anti-fungal ilag olan ketokonazol ayri ayri Candida
parapsilosis Uzerinde test edilmis ve C. parapsilosis uUzerinde etkili olmadiklari
bulunmustur. Ancak BEA ile ketokonazol birlikte kullanildiginda, C. parapsilosis
uzerinde etkili olduklari bulunmustur [105]. Beauverisinin ATP -baglayici kaset
tastyicilarini (ATP-binding cassette transporters: ABC tasiyicilari) bloke ederek,
¢oklu ilaca direng gésteren C. albicans Uzerinde etkili oldugu bulunmustur [106].
BEA anti-viral aktiviteye de sahiptir, HIV-1 integrazina karsi inhibitor etki
gOstermektedir [107]. Kanser hiicrelerinde, beauverisin mitokondriyal yolla hlicre
apoptozu uyararak anti-tumor aktivite gostermektedir. BEA, reaktif oksijen
turlerinin  (ROS) Uretimini azaltarak ve mitokondriyal zar potansiyelini
degistirerek, mitokondriden sitokrom c¢ salinmasini saglamaktadir. Boylece
Caspase 3 ve Caspase 9 aktive olmakta ve hlcrede apoptoz baslamaktadir
[108]. Ayrica beauverisin hucre icindeki Ca*? konsantrasyonunu artirarak, kanser
hdcrelerinde apoptozu uyarabilmektedir [109]. BEA; insan meme kanser hlcre
(MCF-7), insan monositik hticre (U937), insan kolon epidermal adenokarsinom
hicre (CaCo-2), insan hepatoselller karsinom hiicre (HepG2), insan l6semi
hicre (CCRF-CEM) ve insan promyelositik I6semi hiicre (HL-60) hatti gibi birgok
kanser hicre hatti Uzerinde anti-tumor etki gostermektedir [110-115]. BEA
hiicredeki iyonik homeastazisi etkilecek katyonlar (Ca*?, Na*, K*) ile kompleks
olusturarak, hicre membraninda iyon gegcirgenligini artirabilmektedir [13].
Beauverisinin metastatik prostat kanser hicre (PC-3M) ve meme kanser hlicre
(MDA-MB-231) hatlarinda etkili oldugu, insan umblikal ven endotel hiicre hattinda
(HUVEC) ise anti-anjiyogenik aktivite gosterdigi bulunmustur [120]. Yapilan in

vivo galismada BEA’nin anti-tumor etkisini incelemek i¢in murin kolon tiumora
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(CT-26) ve insan servik timoéri (KB-3-1) tasiyan farelere BEA verilmistir.
Farelerde herhangi bir yan etki gérilmemis ve tumoér hacminde azalma
gOzlenmistir. Ayrica ¢galismada, BEA verilen farelerde tumortn oldugu boélgelerde

nekrotik alanlarin arttigi gozlenmistir [116].

Beauverisinin genotoksisitesi Uzerinde yapilan in vivo ¢aligmada, 3 gun boyunca
50-200mg/kg arasinda degisen BEA dozlar farelere oral yol ile uygulanmigtir.
Farelerde BEA kaynakli; Kklinik toksisite belirtisi, kilo kaybi ve olum
g6zlenmemigtir. Calismada kullanilan farelerin karaciger, bobrek, duodenum,
kolon, dalak ve kemik iligi dokularinda yapilan Comet assay analizi ile bu
dokulara ait htucrelerde DNA hasari olup olmadigi arastiriimigtir. BEA uygulanan
farelerde <%1 oraninda DNA gbocu go6zlenmis ve kontrol grubu ile
kargilastirildiginda bu oranin istatiksel olarak anlamli bir fark olmadigi

saptanmistir [117].

Ik kez 1969 yilinda R. L. Hamill, beauverisini Artemia salina (zerinde denemis
ve BEA’nin insektisidal etkisi oldugunu bulmustur [118]. Yapilan ¢alismalarda
BEA'nin, Aedes aegypti, Spodoptera frugiperda, Schizaphis graminum,
Calliphora erythrocephala ve Lygus spp. Uzerinde insektisidal etki gosterdigi
saptanmigtir [118-121].

2.2. Molekiiler baskilama

Molekuler baskilama teknidi, istenilen molekile ait spesifik tanima yetenegine
sahip yuksek capraz bagh polimerleri sentezleyen bir tekniktir. Bu teknik, istenen
hedef molekili tamamlayici geometrik ve kimyasal spesifik baglanma

bdlgelerinin olusturulmasiyla elde edilmektedir.

Molekduler baskilanmis polimerlerin (MIP) en énemli avantaji, istenilen molekile
karg! yuksek secicilik gostermeleridir. Ayica molekuler baskilanmig polimerler;
yuksek sicakliklara, basinca, pH degisimlerine kargi direnglidirler. MIP’ler disuk

maliyetli olup, depolama omudrleri uzundur. MIP’ler yuksek tanima o6zgullugu,
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ongorulebilirligi ve uygulama evrenselligi gibi 6zelliklerinden dolayi, birgok farkli
alanda kullaniimaktadirlar. MIP’lerin kimyasal sensoérler, ilag salinimi,
saflastirma, biyolojik antikorlar gibi farkli uygulama alanlari bulunmaktadir [122].
Molekiiler baskilanmig polimerler (ic asamada sentezlenir. ik asamada, atom,
iyon, molekul, mikroorganizma gibi hedef molekdiller ile etkilesime girebilen,
fonksiyonel gruplara sahip monomer ile hedef molekill arasinda meydana gelen
etkilesim sonucunda 6n-kompleks olusmaktadir. Bu asama, hedef molekdlin
kimyasal 6zellikleri ve (ig-boyutlu yapisi igin énemlidir. ikinci asamada, hedef
molekul ve fonksiyonel monomerden olusan 6n-komplekse uygun c¢apraz
baglayicilar ve basglatici eklenerek polimerizasyon gergeklesmektedir. Son
asamada ise, hedef molekul uygun ¢o6zicu kullanilarak, yapidan
uzaklastirimaktadir (Sekil 2.3). Boylece, hedef molekulin boyut, uzaysal
yonelimi ve seklini tamamlayan tanima bosluklari, capraz bagh polimer

matrisinde olusturulmaktadir [123].
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Sekil 2.3. Molekuler baskilama

Molekuler baskilanmis polimerlerin sentezinde, hedef molekdil ile fonksiyonel
monomer/monomerlerin arasinda kovalent veya non-kovalent etkilesimler
gerceklesmektedir. Kovalent baskilamada, polimerizasyondan sonra kalip
molekul ile fonksiyonel monomer arasindaki kovalent baglarin kirilmasiyla, kalip
molekll ortamdan uzaklastirilir. Kovalent bagin tekrar kurulmasiyla hedef
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molekul polimere badlanir. Kovalent baglarin daha kararli olmasi nedeniyle,
kovalent baskilama uygulandiginda, daha homojen baglanma bolgesi dagilimina
sahip bir molekuler baskilanmig polimer elde edilir. Kalip molekul ve fonksiyonel
monomerin kovalent bag ile olusturdugu 6n-kompleksin kararli olmasi, polimer
matrikse 6nemli bir avantaj saglarken, ayni zamanda hedef moleklli matriksten
uzaklastirmak zor oldugu icin dezavantaj da saglar. Adsorpsiyon ve desoprsiyon
islemlerinde hedef molekldlin polimer matriksteki spesifik bosluklara
baglanmasinin ve ayrilmasinin yavas olmasi kovalent baskilamanin kullanimini
sinirlamaktadir. Bu baskilamada sinirli sayida birlesikler [aldehitler, alkoller
(dioller), aminler, ketonlar ve karboksilik asitler] kullaniimaktadir. Kovalent
olmayan baskilamada, hedef molekdl ile fonksiyonel monomer arasinda, Van der
Waals, hidrojen baglari iyonik etkilesimler ve hidrofobik etkilesimler gozlenir.
Uygun bir ¢dzlicu ile hedef molekil polimer martiskten uzaklastirilir ve molekilin
spesifik bosluklara yeniden baglanmasi kovalent olmayan etkilesimlerle
gerceklesir. Boylece baskilamada kullanilabilecek hedef molekillerin gesitliligi
artar. Kovalent olmayan baskilama daha kolaydir ve hedef molekulin baglanma
bdlgelerine olan afinitesi daha ylksektir. Bu baskilamanin dezavantaji, kalip
molekul ile monomer arasinda zay|f etkilesimler oldugu icin kovalent baskilamaya

gore daha kararsiz yapida olmasidir [122].

2.2.1. Temel bilesenler

Molekuler baskilama, istenilen molekul ve fonksiyonel monomerin etrafindaki
capraz bagdlayicinin polimerizasyonunu igerir. Molekuler baskilanmis polimer
sentezinde kalip molekll, fonksiyonel monomer, c¢apraz badlayici,
polimerizasyon baslaticisi ve ¢ozucu igermektedir. MIP’lerin hazirlanmasinda;
polimeriazasyon reaksiyonu, fonksiyonel monomer, c¢apraz baglayici,
baglaticilar, ¢dzlcu miktari, reaksiyon sicakligi ve suresi gibi birgok faktor etkili

olmaktadir.

2.2.1.1. Kalip molekiil

Molekller baskilamada; aminler, amino asitler, proteinler, hormonlar

karbohidratlar, ilaglar, vitaminler, metal iyonlari ve hucreler, kalip olarak
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kullanilabilmektedir. Kalip olarak kullanilacak molekul bazi o6zelliklere sahip
olmalidir. Bunlar; polimerizasyonu engelleyen fonksiyonel gruba sahip olmamali,
polimerlesme sirasinda kararli yapida olmali ve fonksiyonel monomer ile
kompleks olugturabilecek fonksiyonel grup icermelidir [124]. Kalip molekdl,
polimerlesme sirasinda uygulanan sicaklik ve basing gibi faktorlere kargi

mekanik ve fiziksel kararhliga sahip olmaldir.

2.2.1.2. Fonsiyonel monomer

Fonksiyonel monomerin roll, icerdigi fonksiyonel gruplarla kovalent olmayan ya
da kovalent etkilesimlerle kalip molekille bir 6n-kompleks olusturmaktir. Bu
yuzden polimerizasyondan 6nce, istenilen molekul ile guglu bir sekilde etkilesime
girebilecek uygun fonksiyonel monomerin secilmesi dnemlidir [125]. Fonksiyonel
monomer ve kalip molekul arasindaki etkilesimlerin gtici, MIP’lerin afinitesini
etkileyerek tanima boélgelerinin seciciligini ve dogrulugunu belirlemektedir. Hedef
molekul ile foksiyonel monomer arasindaki etkilesimin gucli olmasi, on-
kompleksin daha kararli olmasini saglamaktadir. Bu da molekuler baskilanmis

polimerlerin, yuksek baglanma kapasitesine sahip olmasina neden olmaktadir.

2.2.1.3. Capraz baglayicilar

Polimerizasyonda, kalip molekultn etrafindaki fonksiyonel monomeri sabitlemek
icin capraz baglayicilar kullaniimaktadir. Bu sekilde hedef molekul ¢ikarildiginda
bile, ylksek dizeyde capraz bagl sert bir polimer olusturulmakta ve molekile
O0zgun olan baglanma bdlgeleri korunmaktadir. Capraz baglayici miktari ve tird,
MIP'lerin segiciliginde ve baglama kapasitelerinde dnemli etkilere sahiptir [126].
Capraz baglayicilarin miktarinin dustk olmasi, ¢apraz baglanma derecesini
azaltir, bu da karasiz mekanik ozelliklere sahip polimer olusmasina neden
olmaktadir. Fazla miktarda gapraz baglayicilarin kullaniimasi ise, birim kutledeki
monomer sayisini azaltarak, tanima bodlgelerinin sayisinin azalmasina neden

olmaktadir.
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2.2.1.4. Baslaticilar

Polimerizasyonda kullanilan  baglatici  miktari (%1 mol oranlarinda),
polimerizasyonda kullanilan monomer oranlarina goére olduk¢a dusuktur.
Basglaticinin kimyasal yapisina gore olusan radikal orani ve miktarlari, sicaklik ve

Isik gibi faktorler tarafindan tetiklenmektedir.

2.2.1.5. Cozuculer

Cozuculer, polimerlesme surecinde hedef molekul, fonksiyonel monomer, ¢capraz
baglayicilar ve basglaticilari bir faza getirmekten ve gdzenekli polimerlerde
g6zenekleri olusturmakta yer almaktadir. Cézicu hacminin artirimasi; molekuler
baskilanmis polimerdeki gbzeneklerin blyumesi ve gézenek hacminin artmasi,

polimerde iyi bir akisin olmasina olanak vermektedir.

2.2.2. Molekiiler baskilanmig polimerlerin uygulanma alanlari

Molekuler baskilanmig polimerler kendilerine 06zgu 0zelliklerinden dolayi;
saflastirma, sensoérler, biyosensorler, kataliz ve ilag dagitimi olmak Uzere farkl

alanlar igin oldukga ilging araclar haline gelmistir.

MIP’lerin en yaygin kullanim alanlarindan biri kromatografik ayirma islemidir.
Burada istenilen molekile segicilik gosteren ve ylksek affiniteye sahip spesifik
olarak tasarlanmis destek polimer hazirlanarak kromatografik ayirma islemi
gerceklestiriimektdir. Molekuler baskilama kromatografisinin kullanim nedenleri;
istenilen molekule karsi yuksek segicilik gostermesi, maliyetinin disuk olmasi ve

depolama dmrindn uzunlugudur [125].

Kimyasal veya biyosensorun gorevi; bir tanima elemaninin, bir donustartca ile
birlesmesi sonucunda meydana gelen degisimi, Olgulebilir bir sinyale
donastirmektir. Sensdrlerdeki biyomolekillerin gogu zayif kimyasal ve fiziksel
kararhlik goOsterir, bu nedenle yapay reseptorlere karsi duyulan ilgi giderek

artmaktadir. Molekuler baskilayici polimerler, yuksek sicaklik, basing, pH
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degisimlerine karsi direncgli ve segicilikte ylksek tanima bdlgelerine sahip

olmalari nedeniyle tercih edilmektedir [127,128].

Molekuler baskilanmis polimerler, ilag (antibiyotik) molekulleri ile etkilesim igin
oldukga fazla bolgeye sahip olduklarindan ¢okga bellek olusturma yetenedine
sahiptirler. MIPnp’ler, hedef molekilleri uzun sire tutabilme kapasitelerinden
dolayi ilacin salinimini yavaglatip, vucuttaki yarilanma suresini artirabilirler ve
ilacin zararli yan etkilerini olabildigince azaltabilirler. Bu yuzden kontrolll ilag

salim sistemlerinde bu malzemeler 6nemli avantajlar saglamaktadirlar [129].

Enzimler, substratlarina kargi 6zgul ve uygun kosullarda tepkimelerin hizini
artirmaktadirlar. Enzimler ortamdaki organik ¢ozuculer, pH ve sicaklik gibi
faktorlerden etkilenmektedir. Enzim benzeri molekiler baskilanmis polimerler,
yuksek sicaklik, basing, pH degisikliklerine kargi kararli olmalari ve birgok organik
¢Ozeltinin bulundugu ortamda kullaniimalari ayrica hedef molekile (substrat)
secicilik gostermeleri ve tepkimeleri hizlandirmalari gibi 6zelliklerinden dolayi
tercih edilmektedir [130].

2.3. Kriyojeller

Kriyojeller, donma sicakhiginin altindaki derecelerde super makrogozenekler
olusturan U¢ boyutlu hidrojel matrisleridir. Kriyojel terimi ilk defa Vladimir I.
Lozinsky tarafindan 1980'lerin basinda, dondurulmus ortamda olusan polimerik
jelleri tanimlamak icin kullaniimigtir. Kriyojel kelimesindeki kriyo, Yunancada
don/buz anlamina gelmekte olup, sonuna eklenen jel kelimesiyle polimerik jellerin

nasil olusturuldugu ifade edilmektedir [131].

Kriyojeller genellikle -5 ile -20°C arasindaki sicakliklarda hazirlanmaktadir.
Monomer capraz baglayicilar ve baslaticilar, yani jel onculleri iceren ¢ozelti
dondurulur. Reaksiyon karisimi donarken iki ana kisimdan olusur; buz kristalleri
ve buz kristalleri arasinda donmamis mikrofaz sivi kisim. Kimyasal reaksiyon bu

donmamis sivi mikrofazda gerceklesmektedir. Buz kristalleri donma sirasinda
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blylmeye devam eder ve birbirine bagl buz kristallerinden olugsan donmus tam
bir cerceve olusturur. Uygun jellesme siuresi sonunda, oda sicakliina getirilen
kriyojeldeki buz kristalleri erir ve birbirine bagli makro gézenekli polimer ag iceren
bir matris elde edilir [15] (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Kriyojel semasi

Makro gézeneklerin, seklinin ve boyutunun buz kristalleri belirledigi icin ekstra bir
g6zenek yapici maddeye ihtiya¢g duyulmamaktadir [132]. Buz kristallerinin
boyutu, kriyollesme igin secilen sicakliga ve 1sinin aktarim hizina baghdir. Yavas
sogutma ile az sayida buyuk gozenekli kriyojeller elde edilirken, hizli sogutma ile
cok sayida kuguk gdzenekli kriyojeller elde edilir [133]. Kriyojeller genis gézenek
Ozellikleri sayesinde, hucre artiklari ve kan hucreleri gibi buyudk pargalarin
tikanmaya neden olmadan, kriyojelden gegcmesine izin vermektedir. Ancak genis
g6zenek boyutuna sahip olan matrikslerin disik yuzey alani olur ve bu da dusuk
miktarda ligand immobilizasyonu yapilmasina yol agar [134]. Makro gozenekli
yaplilari ile kriyojeller ¢cok dusuk bir akis direnci sergiler, bu nedenle geleneksel
afinite bazli ortamlara iyi bir alternatiftirler. Kriyojel olusumunun sifirin altindaki
sicakliklarda gerceklesmesi, biyomolekillerin konformasyonel degdisimlerini
engeller ve yuksek segcicilikle kaviteler olusmasina olanak saglar [135] Kriyojeller
ile diger makro gbézenekli malzemeler arasindaki en énemli fark, kriyojellerin

genellikle ciddi deformasyonlarda (basing, sicaklik, pH) bile, cok guglu ve oldukga
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elastik malzemeler olmalaridir. Bu malzemeler, gdzenekli yapiya ciddi bir zarar

vermeden, hacminin en az %50'si kadarini sikigtirilabilirler [136].

Kriyojeller, elastik gozenek duvarlari sayesinde gézenek yapisinda herhangi bir
hasar olmadan ¢ok hizli bir gsekilde kurutulabilirler. Kriyojeller sulu ¢ozeltilere
maruz kaldiklarinda, sivi ortamla temas ettikten birkag saniye sonra yeniden
sisebilirler. Bu sayede bu malzemeler, performanslarinda herhangi bir degisiklik
olmaksizin uzun sure saklanabilmektedir. Kriyojellerin genel yapisinin
olusumunda birgok parametre yer almaktadir. Kriyojellerin gozenek boyutu,
gbzenek duvari kalinligi ve godzenek dagilimi; polimer onculleri, monomer,
¢Ozucu miktar, capraz-baglayici, iyonik siddet ve pH'si, ortami sogutma orani ve
hizi, gibi faktorlerden etkilenmektedir [137].

2.3.1. Kriyojellerin uygulanma alanlari

Kriyojellerin belli basli uygulama alanlari; enzimler, polisakkaritler, proteinler,
antikorlar gibi biyomolekullerin immobilizasyonu, virus, mikroorganizma ve
memeli hucrelerinin kromatografik olarak ayrilmasi; karmasik ortamlardan hedef

molekullerin yakalanmasi ve ¢evresel suregler icin ayrilmasidir.

Kriyojellerin elastik yapida ve yuksek mekanik baskilara karsi kararli olmalari
yani sira gozenekli yapilari, hucre immobilizasyonu icin matris olarak
kullaniimalarina olanak vermektedir. Kriyojellerin, gbézenek boyutuna ve
immobilize hucre biyokatalizorlerinin potansiyel uygulamalarina bagl olarak,
hldcre immobilizasyonu icin iki ana yaklasim vardir; kriyojellerde mekanik tutulma
yoluyla immobilizasyon ve spesifik etkilesimler veya adsorpsiyon yoluyla

kriyojeller icindeki gdézenek yuzeylerine immobilizasyondur [138].

Kriyojellerin birbiriyle baglantili makro gozenekleri olmasi, sivi akisinda dusuk
direng saglamaktadir. Bu oOzellikleri kriyojellerin  bazi  biyomolekullerin
kromotografik ayriminda kolon olarak kullaniimasina olanak saglamaktadir.

Kriyojellerin,  biyomolekullerin  spesifik adsorpsiyonuna dayali olarak,
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mitokondrilerin, virUslerin, mikroorganizmalarin ve memeli hicrelerinin
kromatografik olarak ayrilmasinda etkili bir destek sagladigi gosterilmistir [139—
141].

Kriyojellerin singerimsi morfolojileri, elastikiyetleri ve makro gozenekleri etkin
difizyon akisina ve hizl tepki verebilmelerine imkan saglamaktadir. Kriyojeller
bu o6zellikleriyle, ortamdan agir metallerin ve bazi toksik maddelerin

uzaklastiriimasi gibi gevre uygulamalarinda da kullaniimaktadir [15].

2.4. Molekiiler baskilanmis kriyojel

Makro gbzenekli yapiya sahip olan molekuler baskilanmis kriyojeller ile, istenen
molekulliin tamamlayicisi olan geometrik ve kimyasal spesifik baglanma bolgeleri
olusturulabilinir. istenilen molekiil ile fonksiyonel monomer arasinda, genellikle
kovalent olmayan etkilesimler yoluyla 6n-kompleks olusmaktadir. Uygun bir
¢apraz baglayici varliginda 6n-kompleks polimerize edilir ve daha sonra istenilen
molekll ortamdan uzaklastirilir. Boylece istenilen molekule 6zgul bogluklara

sahip birbirine bagl bir makro gézenekli ag elde edilir [122].

Molekuler baskilanmig polimerler, molekuler tanima yetenegine sahip olmalari,
kolay hazirlanmalari, kararli yapilari ve tekrarlanabilir olmalarindan dolayi,
ayirma ve saflastirma alaninda uygulanabilirler. MIP'ler, istenilen molekillere
karg! yuksek segcicilik ve o6zgulluk sergiler. Bu nedenle, istenilen molekullerin
ayiriimasi ve saflastirimasinda analitik biyolojik ayirmalarda yaygin olarak

kullanilirlar.

Molekuler baskilamada dustk molekil agirliga sahip hedef molekiler ortamdan
uzaklastirildiginda olusan bosluklarin korunmasi igin yuksek oranda c¢apraz
baglayicilar kullanihir. BUyuk molekuler agirliga sahip hedef molekdillerin,
polimerden zor uzaklastiriimasi ve baglanma bolgelerinin kisith erisimi nedeniyle,
molekuler baskilanmis polimerlerde kullanimlari sinirlidir [142]. Bu sorunlar
kriyojellerin molekuler baskilama teknolojisi icin uygun destek malzeme olarak

kullanimi ile giderilebilmektedir. Geleneksel protein baglama matrislerine karsi,
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super makro gozenekli kriyojellerin, buylk gbdzeneklere sahip olmalari, kisa
difizyon yolu, adsorpsiyon ve ellisyonda ¢ok kisa kalmalari gibi avantajlari vardir.
Ayrica, sifirnn altindaki sicakliklarda polimerizasyon, proteinin ylksek segicilikte
bosluklara yeniden baglanmasina yol agan konformasyonel degisikliklerden

korunmasini saglamaktadir [143].

Kriyojeller, molekiler baskilama teknolojisi i¢in uygun destek malzemeleridir
[143]. Polimerik destek malzemesi olarak kriyojellerin kullanildigi molekuler
baskiya dayali birgok ayirma ¢alismasi vardir [144—146]. Kriyojellerin avantajlari,
molekuler baskilama teknidi ile birlestirildiginde, hedef molekllin tek adimda

oldukga segcici bir sekilde ayrilmasi saglamaktadir.

2.4.1. Molekiler baskilanmig kriyojel karakterizasyonu

Molekuler baskilanmis polimerlerin yuzey morfolojileri, taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile arastirilir. Brunauer—-Emmett—Teller (BET) analizi ydntemi
kullanilarak, polimerlerin spesifik ylizey alanlari ve gdzenek boyutlari élgulebilir.
Fourier Donusumla Kizilétesi Spektroskopisi (FTIR), polimer bilegsiminin kimyasal
yapisi hakkinda bilgi verir. FTIR; fonksiyonel gruplari degerlendirmek amaciyla,
polimere ilave edilmeden énce polimer ile fonksiyonel monomer arasinda azalan
veya Yyok olan spektrumlarin, karsilastiriimasiyla molekuler baskilanmig
polimerlerin karakterizasyonunda kullaniimistir. Molekuler baskilanmis kriyojel ile
molekUlU arasinda olusan etkilesimlerin belirlenmesi ve molekuller baskilanmis
kolon kromatografisinin 6zelliklerinin anlasiimasi icin Langmuir ve Freundlich

absorpsiyon modellerinden yararlanmak mumkundur.

2.5. Deneyde kullanilan tarim zararlilarinin genel 6zellikleri
2.5.1. Galleria mellonella

Galleria mellonella (Buylik Balmumu Guvesi), Lepidoptera takimi, Pyralidae
familyasinin bir Gyesidir. Buyuk balmumu glvesi ilk kez Asya’da Apis cerana bal
arisi kolonilerinde tespit edilmigtir. Buyluk balmumu glvesinin cografik dagilimi,

bal arilari ile paralellik gostermektedir. G. mellonella rakimin disuk oldugu, ilman
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iklim kusaginda yaygin olaral gorururken, soguk iklim bdlgelerinde sinirli dagilim
gOstermektedir. Gunumuzde G. mellonella, Kuzey Afrika, BlyUk Britanya,
Avrupa'nin bazi bolgeleri, Kuzey Amerika ve Yeni Zelanda'ya kadar yayillim
gostermektedir [147].

Buyuk balmumu guvesi, tipik bir holometabol bocektir. Yagam evresini yumurta,
larva, pupa ve yetiskin olmak Uzere dort farkh sekilde tamamlar. G. mellonella
‘nin yagsam dongusunu tamamlamasi igin gegen sure abiyotik ve biyotik faktorlere
bagdli olarak degisiklik gdstermektedir. Biyotik faktorler, glvenin besine
ulasabilmesi ve kannibalizm davranisidir. Sicaklik ve bagil nem gibi abiyotik
faktorlerin, glvenin yasam dongusu Uzerinde onemli etkileri vardir. Guvenin
gelisimi i¢in optimum sicaklik arahgi 29-33°C‘dir. Bu sicaklikta bocek yasam
donguslnl 6-8 haftada tamamlamaktadir. Blylk balmumu givesi yilda 4-6 dol
vermektedir. Geng disi buylk balmumu glvesi yumurtalari 25°C’de, 5 ile 9 gun
arasinda agilirken, yasli glvelerin yumurtalari 8 ile 17 gun arasinda agilmaktadir.
Yeterli besin varliginda ve 30°C’de yumurtalarin agilmasi, larva gelisimi 3-5 gun
surmektedir [148].

G. mellonella noktirnal bir bocek oldugu igin en yogun aktiviteyi 18:00-24:00
saatleri arasinda gostermektedir. Disi ve erkek guveler giftlesmek icin hava
kararmaya basladiginda kovana yakin agaclara yonelmektedirler. Cogu gliveden
farkh olarak, G. mellonella yetiskinleri farkli bir ciftlesme davranigina sahiptir.
Erkek guveler, disilerini iki bilesenli bir feromonla ve 75 kHz frekansinda kisa ses
dalgalar yayarak cezbederler. Erkek buyik balmumu glveleri bu akustik sinyali
kanatlarini  kullanarak vermektedir. Disi glveler bu sinyali kanatlarini
havalandirarak cevaplar. Disi kanat hareketlerine tepki olarak, erkekler tarafindan
seks feromonlari salgilanir ve giftlesme gerceklesmektedir [149,150].

G. mellonella disileri hava karardiktan sonra ari kovanlarina yumurtalarini
birakirlar [151,152]. Disi guvelerin kovan igindeki kuguk catlaklara veya yariklara
50-150'lik kimeler halinde yumurta birakmasi, yumurtalarin fark edilme olasiligini

azalmaktadir [153]. G. mellonella yumurtalari beyazimsi ya da krem renkte olup,
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yaklasik 0.44 mm uzunlugunda ve 0.35 mm capindadir [148]. Yumurtalarin
acllmasi 5-10 gun surer, dusuk sicakliklarda bu sure 30 gune kadar
cikabilmektedir [154]. Birinci evre G. mellonella larvalari, beyaz renkte ve
yaklagik 1.27 mm uzunlugundadir. Larva gomlek degistirdikce rengi grimsi
beyaza dogru degismektedir [150]. Yumurtadan ciktiktan sonra, catlak ve
yariklardan kovana giren G. mellonella larvalari balmumu, bal, polen ve ari larva

deri dokuntulerini iceren peteklerle beslenmektedir [155].

Yumurta

Ciftlesme ’ )

Larva evreleri

¥ Ergin

Sekil 2.5. Buyluk balmumu guverisinin yasam donguslu (Fotograf: Meltem
ULUSOY 2015).

Blyuk balmumu glvesinin larvalar, ari kurtguklari ve polen igeren eski
peteklerde daha hizli bayurken, yeni peteklerde daha yavas buyumektedirler
[150]. Buyuk balmumu guvesi larvalari buyume donemlerinde, ipegimsi ag gibi
bir salgiyla peteklerin Uzerini kapatirken, diger yandan galeriler acarak bal
mumunu kullanilamaz hale getirmektedir. Larvalarin agctiklari tuneller ve
oyuklardan digariya bal sizmaktadir. Son larva agsamasinda bocek beslenmeyi
birakarak, bagirsaklarini bogaltmakta prepupa evresine gecmektedir. Daha sonra

etrafini bir koza Orerek pupa evresine girmektedir. Pupa evresi 1-9 hafta
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surmektedir. Pupanin rengi basta beyaz (pupasyondan hemen sonra) olup, 4 gtin
sonra sarl ve kahverengiye sonrasinda ise kahverengiden koyu kahverengiye
dogru degismektedir. Bal mumu gulvesi erginlerinin pupadan ¢ikiglari aksam gec¢
saatlerde gozlenmistir. Pupadan g¢iktiktan sonra erginler, kanatlari tamamen
acihp sertlesene kadar hareketsiz kalmaktadir. Guvelerin rengi 6nce kremsi
beyaz daha sonra griye déonmektedir [156]. Erginler, agiz parcalari dejenere
oldugu icin beslenemez ve bu yuzden ortam kosullarina bagli olarak 7-30 gun

yasayabilir [157].

Blyuk balmumu glvesi larvalari beslenirken petek taraklarinda tlneller
olustururlar. Larvalarin, altigen hucrelerin duvarinda ve tarak yuzeyinde tuneller
olusturmasi ve bu tunellerin i¢ yuzeyinin sentezledikleri ipeksi aglarla kapl
olmasi, kovanda hasara neden olmaktadir [156]. Bal kaybi yanisira, petekten
¢cikmaya hazir olan bal arilarinin gikmasini engeller ve bu da ari 6lumlerine neden
olur [16]. Kovanda buyuk olcekte G. mellonella istilasi olmasi genellikle ari
kolonisi kayiplarina yol agmaktadir. Ayrica buyuk balmumu glvesinin ergin ve
larvalari patojen vektor tasiyabilmektedirler. Larvalarin digkilarinda Paenibacillus
sporlari [158], israil akut felg viriisii (IAPV) ve kara kralice hiicre viriisii (BQCV)
tasidiklari tespit edilmistir [159]. Buyluk balmumu givesi bazi durumlarda bal
peteklerine zarar vererek koloniyi kigultlp, aricilik sektorinde %60-70’e ulasan

ekonomik kayiplara neden olabilmektedir [17].

Lepidoptera larvalarina karsi yapilan kimyasal mucadelenin neden oldugu gevre
kirliligi ve ekolojik dengenin bozulmasi sorunlari yaninda getirdigi ekonomik yuk
bu zararlilarla yapilan mucadelede biyolojik mucadele g¢alismalarini 6n plana
cikarmistir. Bayuk balmumu guvesi ile mucadelede en etkili yontemlerden biri
sanistasyonunu saglamaktir. Bal arisi kolonisinde kovandaki catlak ve yariklar
kapatilarak koloni guclu tutulmahdir. Buylk balmumu glvesi istilasini belirtileri
olan ipeksi ag yapi ve petekte tlneller goruldigunde, petekler imha edilmelidir
[147]. Bal, polen, balmumu gibi ari drunleri i¢cin uygun bir depolama sistemi

kurulmali ve zararli ve hastaliklara karsi korunmahdir. Ari kolonisinin guclu
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olmasi saglanarak G. mellonella ile mucadele edilebilir, ¢unkl arilar zararli

guvenin kovana girmesini ve kovanda ¢ogalmasini engeller.

Ar peteklerini, G. mellonella’nin tolerans gosterecegi sicakligin altinda ya da
ustindeki sicakliklara maruz birakmak, buyuk balmumu guvesinin yasam
donguslinlU kesintiye ugratabilmektedir. G. mellonella belirtilerini gdsteren
taraklar, 1-4 saat 45-80°C sicakliga maruz birakilarak ya da 3-5 saat sicak suya
bekletilerek mucadele edilebilmektedir. Bluylk balmumu gavesinin buylimesi ve
gelismesi sicaklik ve cevresel faktorlere bagli oldugundan, bu tekniklerin
kullaniimasi avantajlidir [147]. Ancak buylk balmumu guvesini éldirmek igin
yuksek sicaklik (45° ve Ustl) uygulanmasi, arilarin zarar gérmesine,
balmumunun erimesine ve petek gozlerinin deforme olarak tekrar kullanilamaz
hale gelmesine neden olmaktadir [160]. G. mellonella ile enfekte petekler,
-7°C’de 4.5 saat, 12°C’de 3 saat ve -15°C’de 2 saat tutuldugunda, petekler

balmumu guvesinden temizlenmektir [155,160,161].

Blyuk balmumu guvesi ile mucadelede, hava gecirmez ortamda saklanan
taraklara, gaz halde kimyasal maddeler (fumigant) de verilerek mucadele
edilmektedir. Kimyasal fumigant olarak kukurt, asetik asit, etilen bromar, kalsiyum
siyanur, metil bromdar, fosfin, paradiklorobenzen (PDB) naftalin ve karbon dioksit
kullanilabilinmektedir. PDB hari¢, tum fumigantlar baylik balmumu guvesinin
yasam evrelerinin timua Gzerinde etkili olmaktadir [162]. Ancak, karbondioksit
haric diger fumigantlar insan saghgi icin risk olusturmakta, bal ve diger ari
urunlerinde kalinttya neden olarak bu Urunleri tuketilemez hale getirmektedir
[147,155]. G. mellonella mucadelesinde kullanilan baska bir yontem ise, feromon
tuzaklaridir. Erkek buylk balmumu guveleri tarafindan Urettilen ve iki aldehit
(nonanal ve undekanal) karisimindan meydana gelen seks feromonu disiler

uzerinde ¢ekici 0zellik yaratmaktadir [163].

Buylk balmumu guvesi ile micadelede kimyasallarin kullaniimasi, arilarda
zarara, balmumu gibi ari Urtnlerinde kalintiya neden oldugu igin dnerilmez. Bu
nedenle biyolojik kontrol ajanlari kullaniimasi 6nemli alternatif mucadele

yontemidir. G. mellonella ile enfekte olmus taraklar kovandan izole edilir ve
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Bacillus thuringiensis spor siUspansiyonuna daldirilir veya guve kovandayken
spor suUspansiyonu puskurtilerek biyolojik mucadele yapilabilmektedir [164].
Entomopatojen fungus olan B. bassiana ve M. anisopliae sporlari da Galleria
mellonella ile micadelesinde kullanilabilinmektedir [165,166].

Bracon hebetor (Hymenoptera: Braconidae), larval gelisimini G. mellonella dahil
Lepidoptera takiminda yer alan bocekler Uzerinde tamamlayan, larva
ektoparazitoitdir. B. hebetor gelisimini hizli ve kisa sure i¢cinde tamamladigi igin
depo zararllari ile mucadelede o6nemlidir Bracon hebetor yumurtalarini
birakmadan 6nce G. mellonella larvalarini kalici felg etmesi parazitoitin basarisini
arttirmaktadir [167].

2.5.2. Tenebrio molitor

Tenebrio molitor (sart un kurdu) Coleoptera takiminda Tenebrionidae
familyasinda yer almaktadir. Tenebrio molitor, tahil, un, kepek ve makarna
depolarinda goérilen énemli bir depo zararlisidir [168]. Un kurdu ayrica Triticum
aestivum (L.) (Poales: Poaceae), Glycine max (L.) (Fabales: Fabaceae) ve Zea
mays (L.) (Poales: Poaceae) 'nin kirik tanelerine de bulagsarak zarar
verebilmektedir [169-171].

T. molitor Urinde agirlik kayiplarina, biraktigi gémlek kalintilari ve pisliklerle de
nitelik kayiplarina neden olmaktadir [19]. Digi un kurtlari, saklama kaplarinin alt
kismina ya da duvarlarina ortalama 250-500 yumurta birakabilmektedirler.
Yumurtalar, 26-30°C sicaklik araliginda 4 ginde, 15°C’de 34 glnde
acilabilmektedir. Larva sureci optimum kosullarda 112-203 gun arasinda
degismektedir [172]. Larvalar koyu sari renkte olup, kahverengi bantli segmentli
yapidadir. Un kurdu pupasinin bas kismi genis, kuyruk kismi ise sivri ve
hareketlidir. Pupa evresi 25°C’de 7 ile 9 gun surer, sicaklik distiginde bu stre
uzmaktadir. Ergin un kurdu 2 ile 3 ay yagsamakta ve baglangicta kahverengi olan

rengi daha sonra siyaha dontusmektedir [173].
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Sekil 2.6. Sari un kurdunun yasam dongusu (Fotograflar: Meltem ULUSOY,
2015).

Depo zararlisi olan T. molitor ’un tahil ve kepekte biraktigi gdmlek kalintisi ve
pislikler, salgiladiklari maddeler ve sebep olduklari saprofitik mikroorganizma
kontaminasyonlari, gidada kalite kaybina neden olabilmektedir [174]. Bu bdcek,
Dunya capinda tahil ve un Uretiminde %15'e varan kayiplara neden olmaktadir
[175]. T. molitor ile micadelede fiziksel micadele ve fimigasyon ile kimyasal
muicadele uygulanmaktadir. Ancak insektisitler, bécegin direng gelistirmesine
neden olmalari ve gidada kalinti birakmalari ylzinden sinirli  olarak
uygulanmaktadir [168,176].

Un kurdu ile kimyasal mucadele, kimyasallarin kalinti birakmasi, boceklerin
direng gelistirmesi gibi nedenlerden dolayr kisithdir. Bodcegdin  kimyasal

mucadelesinde fosfin kullanilabilir, ama un kurdu, birkag jenerasyon sonrasi bu
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maddeye karsi direng gelistirebilmektedir. Fumigantlar ise T. molitor yumurtalari
Uzerinde etkisizdir [174,177].

Bitki esansiyel yaglari (EO), insektisidal etki gostermelerinin yani sira, insanlar
icin toksik olmamalari ve c¢evreyi olumsuz etkilememeleri nedeniyle, depo
zararhlari ile mucadelede kullanilabilmektedir. Esansiyel yadlar; alkaloidler,
amidler, kalkonlar, fenoller, flavonlar, lignanlar, neolignanlar veya kawapironlari
iceren bitki sekonder metabolitleridir. Bu yadlarin zararli boceklere kargi
uzaklastirici, beslenmeyi engelleyici, gelisme ve c¢ogalmayi Onleyici etkileri
oldugu bulunmustur [168,174,178,179]. Yapilan ¢alismalarda, T. molitor’ a karsi
Cymbopogon citratus, Citrus limonum, Muristica fragrans, Litsea cubeba, [177],
Origanum vulgare ve Carum carvi esansiyel yaglari kullanilmig, basarili olduklari
gOrulmustar [168,179].

2.5.3. Leptinotarsa decemlineata

Leptinotarsa decemlineata (Colorado Patates Bodcegi), Chrysomelidae
familyasinini  bir Uyesidir. Colorado Patates Bocedi (CPB), Leptinotarsa
decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae), Orta Meksika kokenli Kuzey
Amerika'ya 6zgu bir bocektir. Baglarda buffalobur (Solanum rostratum) gibi birkag
yabani bitkiyle beslendigi bilinirken, ginimuizde patates (Solanum tuberosum L.)
basta olmak Uzere, lahana (Brassica oleracea L.), biber (Piper nigrum L.), tatin
(Nicotiana tabacum L.), patlican (Solanum melongena) ve domates (Solanum
lycopersicum L.) gibi énemli tarim Urdnleriyle de beslenmektedir [180,181].
Ayrica sigirkuyrugu (Verbascum thapsus L.), devedikeni (Cirsium vulgare (Savi)
Ten.), karahindiba (Hyoscyamus niger L.), belladonna (Atropa belladonna L.) ve
Isirgan otu (Solanum carolinense L.) gibi ¢ok c¢esitli yabani otlarla da
beslenebilmektedir [182].

Colorado patates bocegi ilk kez 1811 yilinda Thomas Nuttal tarafindan Solanum
rostratum bitkisi Uzerinden toplanmis ve bilimsel siniflandiriimasi yapilmistir
[183]. Tarihteki ilk ciddi L. decemlineata salgini 1859 yilinda Nebraska’ da
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gérilmustir [8]. CPB, Avrupa’da ilk kez 1875 yilinda ingiltere'de gérilmiis, daha
sonra Almanya‘ya ve buradan da tum Avrupa kitasina vyayillmistir.
L. decemlineata Turkiye'de ilk kez 1963 yilinda Edirne’de saptanmistir [184].
Patates bécedi glinimiizde Avrupa kitasi, Bati Cin, ve Orta Asya ve Iran’a kadar
genis bir cografyaya dagilmistir. Bécegin dagiliminda, daha ¢ok insan hareketleri

yoluyla olmustur [183].

Larva tipi kampodeid L. decemlineata larvalarinin rengi turuncudan kirmiziya
kadar degisir. Larvalarin her segmentinde, iki sira halinde siyah noktalar
bulunmaktadir [185]. Patates bdceginin dort larva dénemi vardir. 1. ve 2. evre
larvalari patates yapraginin epidermisi ile beslenirken, 3. ve 4. evre larvalari ise
yapragin tamamiyla beslenmektedir. Besinin az oldugu durumlarda larvalar
kanabalizim davranisi gostermektedir. Optimum sicakliklarda larva gelisimi 7.1
glinde tamamlanabilir [186]. 4. evre larva topraga yonelir ve topragi 1-14 cm
kazarak burada pupa evresine gecger ve pupa 5-10 gun sonra ergine donusur.
Ergin bocekler pupadan c¢iktiktan sonra, ugus kaslarinin gelisiminin
tamamlanmasi igin 5-10 gun beslenmelidir. L. decemlineata ergininin, boyu
yaklasik 10 mm eni 7 mm’dir. Kanadinin Ustinde bes adet siyah ve sari ¢izgi
bulunmaktadir. Disi CPB’i yapragin alt kismina, genelde 25’li gruplar halinde
yumurta birakmaktadir. Her disi toplamda 600’e yakin yumurta birakmaktadir.
Baslangigta sari renkte olan yumurta daha sonra agilmaya yakin, turuncu renge
doénusmektedir [180].
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Colorado patates bodceginin optimum gelisim g0Osterdigi sicaklik, bdcegin
bulundugu bolgeye gore degisiklik gostermekle birlikte 25-32°C arasindadir.
Diginin yumurta birakmasini sicaklik ve beslenme kosullari etkilemektedir.
20°C’nin altindaki sicakliklarda disi yumurta birakmaz, 32°C’nin Ustindeki
sicakliklarda disi bocedin dogurganhdi onemli Olgide azalmaktadir [187].
Sicakliga bagli olarak, yumurtadan ergine kadar olan geligsim suresi 14-56 gln
surmektedir. CPB larvalarinda termoregulasyon davranigi gérulmektedir. Bocek
sicakhgi artmasiyla, bitkinin alt yapraklarina dogru, sicaklik azalmasiyla ise Ust

yapraklarina dogru hareket etmektedir [188].
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Diyapoz, CPB’nin ¢evreye adaptasyonunda énemli bir rol oynamaktadir. Bdcegin
diyapoza girebilmesi, patates bitkisi igin dnemli bir zararli haline gelmesine neden
olmaktadir. Diyapoz CPB gelisimini olumsuz etkileyen sicaklik dusmelerinde
bdcegdin toprak altinda kolonize olmasina olanak saglamaktadir. Ayrica, diyapoza
giren bocekler, insektisit uygulamasi gibi olumsuz durumlardan kacgarak, geligimi
icin uygun kosullarin varliginda tekrar ortaya c¢ikip, populasyonlarini muhafaza
edebilirler [188].

GUn uzunlugunun kisalmasi, sicakligin dismesi ve besinde nitelik kaybinin
olmasi bocegdin diyapoz girmesini uyarmaktadir. Bécedin diyapoza girebilmesi
icin, topragi 10-25 cm derinlige kadar kazmasi, hayatta kalma olasiligini
yukseltmektdir [189]. Diyapoz sicakligin 10°C’nin Ustune ¢ikmasiyla sonlandirilir.
Erkek ve disi patates bdcekleri ayni anda diyapozdan ¢ikar ve konak bitkileri
yeniden kolonize etmeden dOnce ciftlesmeye baslarlar. Disi patates bdcegi
cifttesmek icin esey feromonu salgilamasi, erkegin disiye yonlemesini
saglamaktadir. Disi ve erkek bodcekler birden fazla farkli partnerle
ciftlesebilmektedir [190].

Patates bitkisi yapraklarinda bocegin erginlerinin ve larvalarinin neden oldugu
hasar, genellikle yaprak Uzerinde kenarlardan baslayarak, farkli boyutlarda
meydana gelen delikler seklinde olmaktadir. Bocek genellikle yaprak ayalarini
yedigi i¢in, yapragin damar ve sapi kalir, bunun sonucunda bitki yapraklarini
doker [22]. Patates boceginin ergini bir glinde 10 cm? yaprak tlketirken, larvasi
bir glinde 40 cm? yaprak tiiketmektedir. CPB’nin 4. evre larvasi, yagsami boyunca
tuketecegdi bitki miktarinin %75’ini tuketmektedir [186]. CPB tum yapraklar
tukettikten sonra, bitkinin govdesini ve topraktan ¢ikariimis yumru koklerini de
yiyerek beslenmeye devam edebilir. Patates boceginin ¢ok fazla miktarda patates
yapragi tuketmesiyle bitkinin yumru Uretimi 6nemli dlgide azalir. Patates bdcegi
ile mucadele edilmediginde, boceklerin mahsulin tamamini yiyerek yok etmesi
alisilmadik bir durum degildir (Sekil 2.8). Bununla birlikte, bécegin bitkiye yumru
buyUme sonrasinda hasar vermesi durumunda, yumru veriminde herhangi bir

azalma olmamakta sadece bitkide Oonemli miktarda yaprak dokulmesi
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g6zlenmektedir. Bocek yodunluguna ve bitkinin bulundugu gelisim dénemine
bagl olarak, bitki yapraklarinda goérilen %40’a varan azalmayi, Urin kaybi
olmadan bitki tolere edebilmektedir. Patates bitkisinin yapraklarinin %75’inden
fazlasinin CPB tarafindan tahrip edilmesi durumunda patateste yumru uretiminde
ciddi oranda kayiplar meydana gelmektedir [191]. Ancak yapilan bir ¢alismada,
sezonun orta donemindeki 4-6 haftalik kisim hari¢, patates bitkisi yapraklarinin
%70Q’inin bdcek tarafindan zarar gérmesi durumunda patates veriminde %20
oraninda bir azalmaya olurken, bitkinin tum yapraklarini kaybetmesi durumunda

patates veriminde %65 oraninda kayip oldugu gozlenmistir [192].

Sekil 2.8. Colorado patates boceginin, patates bitkisine verdigi hasar (Fotograf:
Meltem ULUSQY, 2021)

Colorado patates bocegi ile mucadele; kulturel uygulamalari, mekanik, fiziksel ve

biyolojik mucadeleyi ve kimyasal pestisit kullanimini icermektedir.

Kllturel macadele; en az hastalik ve zararli baskisi saglamak i¢in uygun yer
secimi, ekim ve dikim zamaninin belirlenmesi kdltlrel bakim yontemleri, hasat ve
depolanma kosullarinin iyilestriimesi seklinde uygunlanir. Patates hasadindan

sonra tarlanin patates yumrularindan tamamen temizlenmesine 0Ozen
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gosterilmelidir. CPB ile kultirel mucadele, tarlaya farkli tarim Urlnlerinin
ekilmesiyle ya da patates ekim tarihlerinin degistiriimesiyle yapilabilmektedir.
Patates bitkilerini ikinci nesil larvalardan korumak igin ya ekim tarihlerinin
degistirilmesi ya da erken/ge¢ olgunlasan patates cesitlerinin kullaniimasi
dnerilmektedir. ilkbaharda ekimin gec¢ yapilmasi durumunda, kisi gecirmis
erginler ciftlesmeye baslamak igin besin kaynagdi bulamayacaklarindan, yaz nesli
erginleri daha geg ortaya g¢ikacaktir. Bu durumdaki yaz nesli erginleri, olgunluga
ulastiklarinda daha kisa bir fotoperiyot yasayacaklar, boylece tarladaki ikinci nesil

larva populasyonu azalmis olacaktir [193].

Colorado patates bdceginin davranigi ve yasam dongusu géz énune alinarak,
bdcek populasyonunu kontrol etmek icin gesitli fiziksel ve mekanik mucadele
yontemleri gelistiriimigtir. Fiziksel mucadele yontemlerinde, zararli bocegin
yasadigi ortam kosullari, bécegin tarim UrGnine zarar vermesini 6nleyecek
sekilde degistiriimektedir [194]. CPB ile fiziksel micadele yontemi olarak yuksek
sicaklhk kullanilabilmektedir. 10 cm ya da daha kisa boydaki geng¢ patates
bitkilerinin 175°C’lik 1si1l iglemini tolere edebildikleri gozlenmistir. Yapilan bir
calismada; patates bodcekleri 75°C ile 200°C arasinda sicakliga maruz
birakmiglar ve bu sicaklik araliginda, tim larva evrelerinde %100 oraninda 6lim
go6zlenmigtir. 150°C’nin Ustundeki sicaklikta, 2 gun igerisinde CPB erginlerinin
%75’inin 6ldugu bulunmustur [195]. Bu islem, boécegin iki farkli ddneminde; geng
bitkilerin 1sil igleme dayanikli oldugu topraktan ¢iktigi donem ile patates hasatinin

yakin oldugu donemde uygulanabilir.

GuUnumuzde L. decemlineata ile micadelede yodun miktarda farkl pestisitlerin
kullanilmasina ragmen her yil patates mahsulinin yaklasik %34’0 bu bdcek
tarafindan tahrip edilmektedir [22]. CPB Uzerinde birgok insektisit etkili olmus
ancak bdcekler zamanla bu insektisitlere karsi direngli hale gelmistir. 1945 yilinda
sivrisinek ile mucadelede kullanilan DDT (dikloro difenil trikloroetan),
L. decemlineata ile mucadelede de yaygin olarak kullaniimigtir. Ancak 1952'de
Long Island, New York'ta ticari patates tarlalarinda DDT’ye karsi direngli
L. decemlineata populasyonlari tespit edilmistir [196]. CPB karbamatlar,
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piretroidler ve neonikotinoidler dahil ¢ogu insektisite karsi hizla direng
gelistirmistir [196,197]. Son zamanlarda, L. decemlineata’ nin yaklasik 56'dan
fazla insektisite karsi diren¢ geligtirdigi bilinmektedir [198], [199]. CPB’nin
insektisitlere  karsi direng gelistirmesi; esteraz, karboksiesterazlar ve
monooksijenazlar enzimlerinin olmasi, hedef bdlgenin insektisite karsi
Ozgullugunun azalmasi, insektisit penetrasyonunu azaltan ve atilimini artiran

mekanizmalarin varligi ile olmaktadir [197,200].

CPB populasyonlarini kontrol etmek icin gesitli biyolojik ve biyoteknik yontemler
bulunmaktadir. CPB popllasyonlarini etkin bir sekilde kontrol edebilen
entomopatojen organizmalar mevcuttur. Gram pozitif bakteri olan Bacillus
thuringiensis; Lepitdoptera, Diptera, Coleoptera sinifina ait birgok bdcek turtine
kars! biyolojik micadele ajani olarak kullanilmaktadir. Bakterilerin sporlanmasi
sirasinda olusan parasporal cisimciklerin igcindeki bulunan insektisidal kristal
proteinler (ICP), birgok tarim ve orman zararlisi igin toksiktir [22,201,202].
B. thuringiensis subsp. tenebrionis tarafindan sentezlenen Cry3Aa proteini
L. decemlineata Uzerinde etkilidir. Bu maddenin zararlinin 6zellikle erken larva
déneminde, dizenli olarak uygulanmasi bécek popullasyonunu 6nemli oranda
azaltmaktdir [203]. Biyolojik mucadelede kullanilan iki cins entomopatojen
nematod (EPN) vardir; Steinernema ve Heterorhabditis. Entomopatojen
nemaodlarin  etkinliginden, mutalisitik iligki yasadigi Xenorhabdus ve
Photorhabdus cinsine ait bakteriler sorumludur. Entomopatojen nematod, patates
bdcegine girdikten sonra, bocegin 6limuine neden olan simbiyotik bakterileri
serbest birakmaktadir. Bu bakterilerin Urettigi endo ve ekzo toksinler bocegin
olumune yol agmaktadir [204]. Cesitli saha ve laboratuvar ¢aligmalari, EPN'lerin
CPB kontrolinde etkili oldugunu gdstermistir [205-207]. Myiopharus aberrans
(Townsend) ve Myiopharus doryphorae (Riley), L. decemlineata’ ya 6zgu iki
parazitik tachinid tartdur [208]. Perillus bioculatus patates bdceginin énemli bir
yumurta ve larva predatora olarak bilinmektedir [209]. Entomopatojen fungus
B. bassiana ve Metarhizium anisopliae sporlari, patates bocegi tarafindan
yenilmeye gerek duymadan, bocedi kitikula Uzerinden enfekte edebilirler.
Fungus sporlari bocedin tium gelisme evrelerinde enfeksiyona neden
olabilmektedir [22].
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RNA interferans (RNAI) patates bdcegi ile micadelede kullanilan biyoteknik bir
yontemdir. RNAI; ¢ift zincirli RNA’nin (dsRNA) hlcreye girmesiyle, bu RNA’ya
tamamlayici olan mRNA dizisinin pargalanmasini saglayan, transkripsiyon
sonras! bir gen susturma mekanizmasidir. Cift zincirli RNA (dsRNA) bocekler
tarafindan yenildiginde, hedef bodcek geninin transkripti RNAi yolu yoluyla
susturulur. Bocekte belirli genlerin susturulmasi, bocegin buyumesini engeller,
gelisimsel kusurlara ve mortaliteye neden olabilmektedir [210]. RNAI
teknolojisinin en 6nemli avantaji, belirli bir geni hedef almasi ve belirli bir bocek
tart Uzerinde etkili olmasidir. Boceklerde bazi genlerin baskilanmasinda RNA
interferans (RNAI) icin G¢ yolak vardir. Bunlar; small interfering RNA (siRNA),
mikro RNA (miRNA) ve piwi-interacting RNA (piRNA)'dir [211]. Yapilan bir
calismada, in vitro sentezlenen veya bakterilere eksprese edilen dsRNA ile
L. decemlineata beslenmesinin boécek populasyonuna etkisi arastiriimistir.
Colorado patates bdcegine ait bes genin (aktin, vATPase A, B, E, Sec23 ve COP)
susturulmasinda RNAIi yontemi kullaniimigtir. Calismada secilen genler bécegin
hicresel fizyolojik suregleriyle ilgili olup bu genleri susturmak buylimeyi
engelleyebilir ve 6lime neden olabilmektedir. Calismanin sonucunda CPB’lerin
RNAI ile bes hedef geni basarili bir sekilde susturulmus, patates boceklerinin

agirliklarinda azalma ve 6lum goézlemiglerdir [212].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Deneyde kullanilan boceklerin laboratuvarda uretilmesi
3.1.1. Galleria mellonella uretimi

Deneyde G. mellonella larva ve erginlerinin gelisimleri, Gremeleri igcin yapay
besiyeri iceren cam kavanozlarda, 27°C’de karanlik ortam saglanmistir. Belli

araliklarla cam kavanoz i¢cinde bulunan besiyerleri degistirilmigtir [23].

3.1.2. Tenebrio molitor tiretimi

Tenebrio molitor ergin ve larvalari bugday unu ve kepegi iceren 10x15x10cm
ebatlarindaki plastik kapta Uretilmistir. Bécek populasyonu icin fotoperiyodunun
12 saat gindiz ve 12 saat gece (12:12) olarak saglandigi 24°C sicakliktaki iklim
dolabi kullaniimigtir. Besiyeri igine konulan su ile 1slatiimis pamuklar kullanilarak

bdcegin su ihtiyaci saglanmis ve 2 glinde bir pamuklar degistirilmistir [23].

3.1.3. Leptinotarsa decemlineata uretimi

Leptinotarsa decemlineata larva ve erginleri 2019-2021 yillarinda Temmuz ay!i
icerisinde Ankara ili Ayas ilgesine bagl Feruz kdyu patates tarlalarina yapilan
arazi ¢alismasi sirasinda toplanmistir. Ergin ve larvalar, 20 cm ¢apinda, 14 cm
yuksekliginde hava sirkllasyonu icin kapagi Uzerine delikler aciimis plastik
kaplara ayri ayri konulmustur. Bocekler bu kaplarda, 16 saat gindiz ve 8 saat
gece (16:8) fotoperiyodunun saglandigi 24°C’deki iklim dolaplarina konulmus,

her gun yeni patates yapragi verilerek beslenmigtir [213].

3.2. Kullanilan kimyasallar ve besiyerleri
3.2.1. Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)

Funguslarin Gretimi i¢in kullanilan genel bir besiyeridir.
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3.2.2. Sabouraud Dekstroz Agar + Yeast Extract (SDAY)

Funguslarin spor uretimi i¢cin Sabouraud Dekstroz Agar (Sigma- Aldrich) ve %1
maya ekstrakti (yeast extract), besiyeri kullaniimistir. Besiyeri, 120°C’de 1 atm

basing altinda 20 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanmigtir.

3.2.3. Tween 80

Spor solusyonlarinin hazirlanmasinda Tween 80 (Sigma-Aldrich) kullaniimigtir.

3.2.4. Adamek’s sivi besiyeri

LiteratUr arastirilmasi sonucunda, beauverisin Uretiminde Adamek’s sivi besiyeri
secilmistir. Adamek’s besiyerinin 1 litresinde; 40 g glukoz, 40 g corn steep liquor,

30 g maya ekstrati bulunmaktadir [214].

3.2.5. Galleria mellonella besiyeri

Galleria mellonella’ nin Uretilmesi asagidaki yapay besiyeri kullaniimistir.

* 660 g bugday un

* 660 g bugday kepeqi

* 525 g bal mumu ya da petek
* 330 g bal

» 330 g sut tozu

* 330 ml gliserin

* 165 g maya

Bu maddeler kullanilarak, 3 kg G. mellonella yapay besiyeri hazirlanmistir [23].

3.2.6. Molekiiler baskilanmis ve baskilanmamig kriyojel kolon sentezinde

kullanilan kimyasallar

Beauverisin-baskilanmig (BEA-MIP) ve beauverisin baskilanmamis (NIP) kriyojel
kolonun sentezinde, N,N-metilen bisakrilamid (MBAAM), 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA), L-triptofan metil ester, Hidrokinon, Metilen klorir (CH2Clz2), Trietilamin,
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Metakriloil klortir, Amonyum persulfat (APS), N,N,N’,N’-tetra-metil-etilendiamin
(TEMED) ve Beauverisin (BEA) Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmigtir.

Fungal 6rneklerin diyalizi igin, SpectroPore diyaliz torbasi (6-8 kDa) kullaniimisgtir.

3.3. Beauverisin baskilanmig ve beauverisin baskilanmamig kriyojel kolon

sentezlenmesi

Fonsiyonel monomer olan N-metakriloil-(L)-triptofan (MATrp) sentezlenmesi igin;
0.2 g hidrokinon ve 5 g L-triptofan metil ester 100 mL CH2Cl2 solusyonu iginde
¢Ozdurualmus ve ¢ozelti 0°C’de sogutulmustur. Cozeltiye 12.74 g trietilamin ilave
edilmis, daha sonra 5 mL metakriloil klorr, nitrojen atmosferinde yavas yavas
eklenmistir. Cozelti oda sicakliinda manyetik karistiricida 2 saat boyunca
karistinlmistir. Reaksiyona girmeyen metakriloil klorur, %10’luk NaOH ile
ortamdan uzaklastinimigtir. Sivi faz rotary evaporatorde buharlastiriimis ve

MATrp etanol icinde kristallestirilmistir [215].

Beauverisinin  saflastirlmasinda, molekuler baskilanmis kriyojel kolon
kullaniimistir. BEA baskilanmis kriyojel hazirlanmak igin, ticari BEA (Sigma-
Aldrich) kullanilmigtir. 5 mg BEA ve 20 ul N-metakrilloil-L-triptofan metil esterin
(MaTrp) beherde c¢ozdurulip, bir gece manyetik karistiricida karistiriimistir.
Baska bir beherde 433 pl 2-Hidroksietil metakrilat (HEMA), 94.3 mg N,N'-Metilen
bisakrilamit (MBAA) ve 4.567 mL ultra saf su konulup, manyetik karistirici ile
¢ozdurulmustar. Daha sonra, iki beher birbiri ile karigtirlmistir. Daha sonra
karisima 8 mg amonyum perstilfat (APS) ve son olarak 10 uL N,N,N,N-tetrametil
etilendiamin (TEMED) eklenmistir. U¢ kismi parafin ile kapatilan 2 mllik
enjektorlere karisim konulmustur. Enjektorlerin Gstl  kapatihp, buz iginde
-12°C’ye 24 saat inkube edilmistir. Daha sonra kriyojel kolonlar -12°C’den
cikartilip, ultra saf su ile yikanmistir. Kolondaki BEA'y1 uzaklastirmak 0.1 M NaOH
ve 0.1 M Na2COs ¢ozeltisi (desorpsiyon ajani) ile gergeklestirilmigtir.

BEA baskilanmamis kriyojel kolon hazirlanmigtir. 20 pl N-metakrilloil-L-triptofan
metil esterin (MaTrp), 433 pl 2- Hidroksietil metakrilat (HEMA) behere eklenip,
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manyetik karistiricida ¢ozelti karistirlmistir. 94.3 mg N,N'-Metilen bisakrilamit
(MBAA) ve 4.567 mL ultra saf su farkl beherde i¢cinde manyetik karistiricida
karigtinlip, ¢ozdurdlmustlir. Daha sonra, iki beher birbiriyle karigtiriimigtir.
Karisima 8 mg amonyum persulfat (APS) ve son olarak 10 pl N,N,N,N-tetrametil
etilendiamin (TEMED) eklenmistir. U¢ kismi parafin ile kapatilan 2 mllik
enjektorlere karisim konulmustur. Enjektorlerin  Ustl kapatilip, buz iginde
-12°C’ye 24 saat inkube edilmistir. Daha sonra kriyojel kolonlar -12°C’den
cikartilip, ultra saf su ile yikanmigtir [146].

3.4. Kriyojel kolon karakterizasyonu

BEA baskilanmis ve baskilanmamis kriyojel kolonlarin karakterizasyonu

yapilmigtir:

3.4.1. FTIR

BEA-baskili ve BEA-baskilanmamis kriyojellerin yapisi FTIR (FTIR 8000 Series,
Shimadzu, Japonya) kullanilarak incelenmistir. Kriyojel kolon érnekleri analiz
oncesi vakum etlivinde 24 saat bekletilerek kurutulmustur. Numune probu igin
zayiflatiimig toplam yansima (ATR) polarizasyon uUnitesi kullaniimistir. Kuru
kriyojel kolon 6rnekleri, numune plakasina yerlestirildikten sonra spektrumlari

4000-400 cm* dalga boyu araliginda 6lgiimistir [216].

3.4.2. Yiizey alani olgimii

BEA baskili ve BEA baskilanmamig kriyojellerin yuzey alaninin belirlemek igin,
Brunauer-Emmett-Teller (BET) (Quantochrome SI, Automated Surface Area and
Pore Size Analyzer, Quantochrome, ABD) cihazi kullaniimistir. Kriyojel kolon
numune koyma yerine konulmustur. Orneklerin azot atmosferinde 150°C’de 1
saat gazi alinmistir. Gaz adsorpsiyonu -210°C’de, gaz desorpsiyonu ise oda
sicakliginda gercgeklestiriimistir. Kriyojel érneklerinin analizi nitrojen atmosferinde
¢cok noktali 6lgum ile yapilmistir [217].
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3.4.3. Yuzey morfolojisi

BEA baskilanmig ve BEA baskilanmamis kriyojel kolonlarin yigin yapisi ve yluzeyi
yuksek ¢ozunarlukli taramali elektron mikroskobu (SEM) (QUANTA 400F Field
Emission SEM, Hollanda) kullanilarak incelenmistir. Kriyojel kolonlar iletken bir
yapistirici kullanilarak SEM érnek plakasi tzerine tutturulmustur. Ornek yiizeyi,
vakumda 200 A kalinliginda metalik altin ile kaplanmis ve ylizey iletken hale
getirilmistir. Bu sekilde hazirlanan kriyojel kolon &rnekleri SEM numune

haznesine yerlestirilerek, farkli bliytUtme oranlarindaki gértntileri alinmistir [218].

3.4.4. Denge sigsme deneyi

BEA baskilanmig ve BEA baskilanmamis kriyojellerin denge sisme oranin
belirlenmesi igin dnce kolonlar kurutulmus ve tartiimistir. Daha sonra kuru
kolonlar 24 saat sonra 50 ml saf distile su igeren beherlere konulup, kolonlar su
ile doldurulmustur. Kolonlardaki fazla su uzaklastirilip, tartiimistir. Asagidaki yer
alan denklem ile BEA baskilanmis ve BEA baskilanmamis kriyojellerin su icerigi

hesaplanmigtir.

Sisme orani (%)= [(Wg-W)/Wq]*x100
Wo ve Ws sirasi ile kriyojellerin sisme éncesi ve sonrasi agirliklarini (g) ifade

etmektedir.

BEA baskilanmis ve BEA baskilanmamis kriyojel kolonlarina ait makrogdzenek
miktarinin belirlenmesi i¢in denge sisme oranina ulasmis olan kriyojel kolonlar
tartilmistir.  Kriyojel kolonlardaki suyu uzaklastirmak igin, kolonlar sikilip,

tartilmigtir.

Makrog6zenek miktari (%)= [(W{-W5)/W,] x100

Bu denklemde W1 denge sisme oranina ulasmig kriyojellerin agirligini (g) olarak,
W2 denge sisme oranina ulasmis kriyojellerin sikildiktan sonraki agirhdini (g)
olarak gosterilmektedir [146].
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3.5. Adsorpsiyon caligmalari

Optimal beauverisin adsorpsiyon kosullarinin belirlenmesi igin, farkli pH, iyonik
siddet, sicaklik ve akis hizi parametreleri kullanilarak ve farkh BEA baslangic
derisimleri kullanilarak kolon tGzerinde denenmistir. Hazirlanan 10mL beauverisin
cOzeltileri 2 saat boyunca kolondan gegcirilmigtir. Hazirlanan BEA c¢ozeltileri
kolondan gegciriimeden 6nce ¢ozeltiden alinan 2 mL bagslangi¢ 6rnegi ile 2 saatlik
adsorpsiyon isleminden sonra alinan 2 mL sonu¢ 6rnegi, 230 nm'de UV
spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japonya) kullanilarak élgtlmus ve BEA
derisimleri hesaplanmistir. BEA adsorpsiyon kapasitesi ise asagidaki denklem ile

hesaplanmigtir.

Adsorbe BEA (mg/g)= [(Cy-Ce)/m] x V

Formulde, Co baslangigtaki beauverisin konsantrasyonu (mg/ml), Ce denge
beauverisin konsantrasyonu (mg/ml), m kriyojelin agirhgi ve V ise solusyonun
hacmidir [146].

3.5.1. pH

Beauverisin-baskili  kriyojel kolonun (MIP-BEA) adsorpsiyon kapasitesi
uzerindeki pH etkisini incelemek icin farkli pH degerlerinde (5.5, 5.75, 6.0, 6.5,
6.75, 7.4, 8.0, 8.5) adsorpsiyon calismalari yapiimistir. Bunun icin organik
tampon olan 20 mM MES (pH5.5-6.75) ve organik tampon olan 20 mM Tris-HCI
(7.4-8.5) tamponlari kullaniimigtir. Belirlenen tamponlarda 0.5 mg/mL BEA
¢ozeltisinden 10 mL hazirlanip, 2 saat boyunca kolondan gegirilmistir. Kolondan
BEA ayirmak igcin sonra kolon desorpsiyon ajaniyla (0.1 M NaOH ve 0.1 M
Na2COs) 1 saat muamele edilmistir. Kolonu tekrar kullanmak igin kolon, ultra saf
su ile 1 saat boyunca yikanarak +4°C’de saklanmigtir. Elde edilen ¢ozeltiler, 230
nm’de spektofotometrede olgullp, absorbans degerlerine goére optimal pH
bulunmustur. Optimum pH degeri, BEA adsorpsiyon kapasitesi degerlerine

bakilarak belirlenmistir.
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3.5.2. iyon siddeti

lyonik siddetin BEA adsorpsiyonuna etkisini incelemek igin, 0 M, 0.001 M, 0.01
M, 0.1 M, 0.5 M ve 1 M olmak, Gzere alti farkli NaCl derisimi hazirlanmis ve uygun
pH’da hazirlanan 0.5 mg/mL BEA ¢o6zeltisi icerisinde homojen hale gelmesi igin
manyetik karnistiricida  kanstinimistir.  Farklih  NaCl konsantrasyonlarinda
hazirlanan BEA c¢ozeltileri 2 saat boyunca kolondan gegirilmigtir. Daha sonra
kolon desorpsiyon ajaniyla 1 saat muamele edilmistir. Kolonu tekrar kullanmak
icin kolon, ultra saf su ile 1 saat boyunca yikanarak, +4°C’de saklanmistir.
Optimum iyonik siddet degeri BEA adsorpsiyon kapasitesi degerlerine bakilarak

belirlenmistir.

3.5.3. Sicaklik

Sicakligin adsorpsiyon kapasitesine etkisini incelemek icin 4°C, 25°C, 35°C ve
45°C olmak Uzere dort farkl sicakliklarda beauverisin, 2 saat boyunca MIP-BEA
kriyojel kolondan gecirilmistir. Kolondan BEA ayirmak igin, sonra kolon
desorpsiyon ajaniyla 1 saat muamele edilmistir. Kolonun tekrar kullaniimasi igin
daha énce anlatilan (Bkz; ph, iyon Siddeti) islemler uygulanmistir. Optimum

sicaklik degeri BEA adsorpsiyon kapasitesi degerlerine bakilarak belirlenmistir.

3.5.4. Akis hizi

Akis hizinin BEA adsorpsiyonuna etkisini incelenmek igin peristaltik pompa hizi
1- 2.5 mL/dak olacak sekilde ayarlanmistir. 0.5mg/mL BEA ¢o6zeltisi optimum pH
ve NaCl konsantrasyonlarinda hazirlanip, doért farkli akis hizinda 2 saat boyunca
kolondan gegcirilmigtir. Daha sonra kolon desorpsiyon ajaniyla 1 saat muamele

edilmistir. Kolonun tekrar kullaniimasi igin gerekli igslemler uygulanmistir.

3.5.5. Baslangig derigimi

Beauverisin-baskilanmis (MIP-BEA) ve beauverisin-baskilanmamis (NIP-BEA)
kriyojel kolonlardan farkl konsantrasyonlarda hazirlanan beauverisin ¢ozeltileri 2

saat boyunca gecirilmistir. Baslangigtaki BEAn adsorpsiyona etkisini incelemek
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icin, BEA konsantrasyonu 0.3-5 mg/mL araliginda hazirlanmigtir. Daha sonra
kolon desorpsiyon ajaniyla (0.1 M NaOH ve 0.1 M Na2CO3s) 1 saat muamele

edilmigtir. Kolonun tekrar kullaniimasi i¢in gerekli islemler uygulanmistir [146].

3.6. Adsorpsiyon izotermi

Langmuir adsorpsiyon modelinde; molekullerin her birinin sadece bir molekulu
tutabilecek sayida iyi tanimlanmis bolgeye adsorbe oldugu varsayilmaktadir. Bu
bdlgelerin, enerji olarak esdeder oldugu ve ayni zamanda birbirlerinden uzak
oldugu varsayilir, bitisik bolgelerde adsorbe edilen molekiller arasinda higbir
etkilesim bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, BEA ve BEA-baskilanmis kriyojel
arasindaki etkilesimi tanimlamak icin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon
yontemi kullaniimistir. Langmuir modeli homojen ve tek katmanli etkilesimi ifade

eder ve asagidaki denklem ile tanimlanir.

1/9,=1/0,,0 1100 % 0 % Ceq

max max

Bu denklemde: qe, kriyojele bagli BEA miktarini (mg/g); Ceq, ¢Ozeltideki denge
BEA konsantrasyonunu (mg/mL); b, Langmuir sabitini (mL/mg) ve Qgmax teorik

maksimum adsorpsiyon kapasitesini gosterir (mg/g).

Freundlich izoterm modeli, BEA ve BEA-baskili kriyojel arasindaki etkilesimlerin

heterojen oldugunu belirtir ve asagidaki denklem ile tanimlanir.
Ing=InK; +1/n InCyq

Bu denklemde: ge, adsorpsiyon miktarini (mg/g); Ceq, solisyondaki adsorbans
konsantrasyonunu (g/mL) gosterir. Kr ve 1/n, sirasiyla adsorpsiyon kapasitesini

ve adsorpsiyon yogunlugunu gdsteren Freundlich sabitleridir [216].

3.7. Segicilik deneyi

Beauveria bassiana ve Paecilomyces fumosoroseus tarafindan sentezlenen

bagka bir sekonder metabolit olan bassiatin segicilik calismalarinda kullaniimigtir.
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Bassiatin HPLC Kromosil 100-5 (4.0 x 100 mm) kolon ile B. bassiana’ dan
saflastinimistir [219]. 1 mg/mL bassiatin, MIP-BEA ve NIP-BEA kriyojel kolonlari
kullanillarak 2 saat boyunca gegirilen bassiatin miktari, 230 nm’de UV

spektrofotometre kullanilarak olgulmasgtar.

Bassiatin molekulu igin beauverisine gore dagilma ve segicilik katsayilari

asagidaki denkleme gore belirlenmistir.
Ka=[(Ci- Cp)/ C¢] xVIm

Denklemdeki Kd dagilma katsayisini (ml/g); Ci ve Crbassiatin baslangi¢ ve sonug
derigimlerini (mg/ml), V kullanilan sulu ¢ozelti hacmini (ml) ve m kriyojelin

agirhigini (g) ifade etmektedir.

Yarigmaci molekul varliginda bir molekulin baglanmasi i¢in secicilik katsayisi

asagidaki denkleme gore elde edilebilir.

K= Kkallp molekdl /Kyarlgmam molekdl

Baskilanmis adsorbentle diger molekulin k degerleri baskilama segiciligi
hakkinda yorum yapilmasina olanak vermektedir. Bagil secicilik katsayisi (k)

asagidaki esitlik ile tanimlanir;

I —
k'= kBEA-baskllanm|$ kriyojel / kBEA-baskllanmamls kriyojel

3.8. Tekrar kullanilabilirlik

BEA-MIP kriyojel kolondan beauverisin desorpsiyonunun gerceklesmesi igin 0.1
M NaOH ve 0.1 M Na2COs ¢odzeltisi kullanilmistir. Adsorpsiyon-desorpsiyon
islemi, yeniden kullanilabilirligini belirlemek igin ayni kriyojeller kullanilarak 10 kez
bu islem tekrarlanmigtir. Kolondan uzaklastirlan BEA konsantrasyonu, UV

spektrofotometre ile 230 nm'de belirlenmistir.
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3.9. Beauverisin uretimi ve saflagtiriimasi
3.9.1. Entomopatojen fungus uretimi

Ug farkli B. bassiana susu (Lal1, Ank12, KVL 03129) ve 3 farkli P. fumosoroseus
susu (Bey9, BB12 ve 0614) SDA besiyerine ekilip, 28°C’de 7 gun boyunca

inkibasyona birakilmistir.

3.9.2. Fungus spor solisyonunun hazirlanmasi

Spor solusyonu hazirlamak igin, 3 farkli B. bassiana susu (Lul1, Ank12, KVL
03129) ve 3 farkh P. fumosoroseus susu (Bey9, BB12 ve 0614) SDAY
(Sabouraud Dextrose Agara %1 yeast extract) besiyerine ekilmigtir. SDAY
besiyerine ekilen B. bassiana ve P. fumosoroseus suglari 28°C’de 14 gln
boyunca inklibasyona birakilmistir. Bu besiyerlerine igerisinde %0,02 Tween 80
bulunan 10 ml distile su ilave edilmigtir. Ardinda her fungus susu, konidia ve
misellerinin birbirinden ayriimasi igin 1500 rpm’ de 3 dakika santriflj edilmistir.
Improved Neubauer laminda spor sayimi yapilarak, spor sollusyonlarinin

konsantrasyonu belirlenmistir (Sekil 3.1).

HH

0.05 mm. —

L 1.00 mm.

0.Z5 mm_

T

Sekil 3.1. Improved Neubauer laminda bulunan kareler ve sayim yapilan alanlar

Improved Neubauer lami kullanilarak spor sayimi yapilmistir. Spor sayiminda

lamin ortasinda yer alan 25 kareden, 0,004 mm3 hacimli 9 adet kare segilerek,
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sayim yapimigtir. Asagida yer alan denklem ile 1mL’sindeki spor sayisi
bulunmustur.

9 karedeki spor sayilarinin toplami

0.036 x1000

1 mL deki spor sayisi =

3.9.3. Beauverisin lretimi

Spor solusyonlarindan 4’er ml alinip, 100 ml Adamek’s besiyeri igeren 250 ml’lik
erlen-mayerlere eklenmistir. Erlen-mayerler 28°C’de 100 rpm’de 6 gun
inkiibasyona birakilarak, primer kualtirler hazirlanmigtir. Daha sonra primer
kiltarlerden 2 ml alinip, 250 ml Adamek’s besiyeri iceren 1 It ‘lik erlen-mayerlere
eklenmistir. Erlen-mayerler 28°C’de 100 rpm’de 6 gun inkiibasyona birakilarak,

sekonder kulturler hazirlanmigtir [220].

3.9.4. Beauverisinin kismi saflagtiriimasi

Beauverisinin saflastirimasinda, fungal kaynaktan elde edilen BEA, BEA-MIP
kriyojel kolondan geciriimeden énce amonyum slfatla ¢okturullp, diyaliz edilerek
kismi olarak saflastirimistir. Sekonder kultirler Whatman No. 3 filire kagidi ile
filtre edilmigtir. Daha sonra filtre edilen érnekler 1000 g'de 60 dakika santrifQj
edilip, pelet ortamdan uzaklastirilmistir. Fungus ornekleri steril 0,45 ym milipor

filtre ile filtre edilerek, fungus miselleri ortamdan uzaklastiriimistir.

Fungus orneklerine %80 doygunluktaki amonyum sulfat eklenip, buz iginde 30
dakika manyetik karistiricida karistirilarak ¢okturtlmastar. 50 ml'lik falconlara
konulan ornekler, 1000 g'de 60 dakika santrifuj edilmistir. santriflij sonrasinda
supernatan ortamdan uzaklastiriimistir. Pelet, 0,02 mM Tris HCI tamponu (pH

7.8) ile gozdurulmustar.

SpectroPore diyaliz torbasi (6-8 kDa), 80°'C'de %0,3'lik Sodyum siilfit
¢Ozeltisinde 1 dakika konulup, 60°C’de distile su i¢inde 2 dakika bekletilmistir.
Ardindan %0,2’lik sulfirik asit ¢ozeltisine ¢ozeltisinde 1 dakika konulup, 60°C’de
distile su iginde 2 dakika bekletilmigtir. Diyaliz membrana konulan érnekler, 0,02
mM Tris HCI tamponu (pH 7.8) iceren kaplara konulmus ve +4°C’de 1 gece
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inkibe edilmistir. Belli araliklarla kaplar igerisindeki bulunan 0,02 mM Tris HCI
tamponu (pH 7.8) yenisi ile degistirilmistir. Diyalize olmus o6rnekler 50 ml’lik
falkonlara konulup, molekuler baskilama yapilana kadar +4°C’deki buzdolabinda

saklanmigtir [221].

3.9.5. Fungal kaynaklardan BEA’nin molekiler baskilanmis kriyojel

kolondan saflastiriimasi

Fungus orneklerinin her birinden 10 ml alinip, 2 saat boyunca bos MIP-BEA
kolonundan gegirilmistir. Daha sonra 10 mL desorpsiyon ajani (0.1 M NaOH ve
0.1 M Naz2COs3) 1 saat boyunca kolondan gegirilmistir. BEA-MIP kolonunun tekrar
kullanimi igin deiyonize H20 kolondan 1 saat boyunca gegirilmistir. Kolon +4°C’de
saklanmistir. Bu islem B. bassiana ve P. fumosoroseus suslarinin herbiri igin ayri

ayri yapilmistir.

B. bassiana ve P. fumosoroseus fungus suslarindan saflastirilan BEA miktarini
dgrenmek icin ODTU Merkez Laboratuvari, Molekiler Biyoloji-Biyoteknoloji
Arastirma ve Gelistirme Merkezi, Kitle Spektroskopi Laboratuvari’nda LC-
MS/MS cihazindan hizmet alimi yapilmistir. LC-MS/MS analizi, AGILENT 6460
Uglii D6rt Kutuplu Sistem (ESI) ve AGILENT 1200 Serisi HPLC ile
gerceklestiriimistir. Beauvericin analizi AGILENT 6460 LC/MSMS kullanilarak
gerceklestiriimistir. LC sisteminde, AGILENT 1200 HPLC cihazi kullanilimistir.
Ayirma, AGILENT Rapid Resolution (2.2 x 50 mm, 1.8 ym) kolonu kullanilarak
40 °C sicaklikta ve 0.4 mL/dk akis hizinda 7 dakika boyunca gerceklestirilmistir.
Haraketli faz olarak A ¢ozeltisi: H2O + 5 mM Amonyum format + % 0.01 Formik
asit, B ¢ozeltisi: Metanol + % 0.01 Formik asit icermektedir. Enjeksiyon hacmi 10
pL’dir. Kitle spektrometrisi analizi, coklu reaksiyon izleme (MRM) kullanilarak
MS/MS modunda gerceklestirilen bir AGILENT 6460 Ugclii Dért Kutuplu Sistem,
pozitif ve negatif iyon modlu elektrosprey iyonizasyon (ESI) kullanilarak
gerceklestiriimistir. Cihaz ayarlari, veri toplama ve c¢alistirma, AGILENT
G3793AA MassHunter Optimizer yazihmi kullanilarak gergeklestiriimistir. Tyon
kaynaginin parametreleri, gaz sicakhgi 325 °C ve 6 L/dk. akis hizidir.
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3.10. Beauverisinin bocekler tizerinde denenmesi

Ug farkh B. bassiana susundan (LGl1, Ank12, KVL 03129) ve 3 farkh P.
fumosoroseus susundan (Bey9, BB12 ve 0614) elde edilen BEA G. mellonella ve
T. molitor larvalari igin iki farkh uygulama yontemi (pUskirtme ve enjeksiyon), L.
decemlineata larvalari i¢in Gg farkli uygulama yontemi (puskurtme, enjeksiyon ve

yaprak daldirma) ile denenmisgtir.

Daha sonra B. bassiana ve P. fumosoroseus suslarindan saflastirilan BEA ve
ticari BEA'nin 0.001M, 0.0001M, 0.00001M ve 0.000001M olmak UGzere 4 farkh
konsantrasyonu bdcekler Uzerinde denenmigtir. 0.001M, 0.0001M, 0.00001M ve
0.000001M BEA'nin miktarlari sirasiyla, 0.7839 pl/mL, 0.07839 ul/mL, 0.007839
MI/mL ve 0.0007839 pl/mL’dir.

3.10.1. Beauverisinin Galleria mellonella larvalari Gzerindeki etkisinin

incelenmesi

3.10.1.1. Beauverisinin farkli uygulama yontemleri ile Galleria mellonella

larvalarina uygulanmasi

Deneyde BEA, 4. evre G. mellonella larvalarina uygulanmistir. G. mellonella
larvalarinin pupaya girmesini engellemek icin larvalar, 56°C’deki suda 40 saniye

bekletilmistir.

Enjeksiyon yonteminde; 6 farkl fungal kaynaktan elde edilen beauverisinden ve
ticari beauverisinden 8’er pl mikroenjektor ile alinip, G. mellonella larvalarinin
trake bosluklarina enjekte edilmistir. Kontrol gruplarinda, beauverisin solisyonu
yerine, %0,01’lik Tween 80 iceren steril distile su karigimi kullaniimigtir. Daha
sonra G. mellonella larvalari, iginde steril filtre kagidi bulunan steril petrilerine

konulmustur. Beser adet G. mellonella larvasi her petriye konulmustur.

PlUsklrtme yonteminde; 5’er adet inaktive G. mellonella larvalari igeren steril petri

kaplarina, 6 farklh B. bassiana ve P. fumosoroseus susundan elde edilen
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beauverisinden ve ticari beauverisinden 1 ml alinip, G. mellonella larvalarina
puskurtiimastir. Kontrol gruplarinda, %0,01’ lik Tween 80 igeren steril distile su

karigimi kullaniimistir.

Petriler 27°C‘de etlvlere kaldirilip, her glin kontrol edilmistir. Deneyler Ug¢ tekrarli
olarak gerceklestirilip, her fungal kaynaktan elde edilen beauverisin ve ticari

beauverisin i¢in 15 adet larva kullaniimigtir.

3.10.1.2. Farkh konsantrasyonlardaki beauverisinin Galleria mellonella

larvalarina uygulanmasi

Deneyde kullanilan 4. evre G. mellonella larvalarinin pupaya girmesini

engellemek igin larvalar 56°C’deki suda 40 saniye bekletilmigtir.

6 farkli fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA'nin 4 farkl
konsantrasyonu 0.001M, 0.0001M, 0.00001M ve 0.000001M) G. mellonella
larvalari Uzerinde denenmigtir. Steril filtre kagidi iceren steril petri kaplarina 7’ser
adet 4. evre G. mellonella larvasi eklenip, farkh konsantrasyonlardaki BEA
uygulanmigtir. Kontrol gruplarina %0,01’ lik Tween 80 iceren steril distile su
karigimi kullaniimigtir. Deneyler U¢ kez tekrarlanmis ve her fungal kaynaktan elde
edilen BEA konsantrasyonu icin 21 adet larva kullaniimigtir. Petriler 27°C‘de

etlvlere kaldirilip, petriler her gin kontrol edilmigtir

3.10.2. Beauverisinin Tenebrio molitor larvalarni (zerindeki etkisinin

incelenmesi

3.10.2.1. Beauverisinin farkli uygulama yodntemleri ile Tenebrio molitor

larvalarina uygulanmasi

Enjeksiyon yodnteminde; farkh B. bassiana ve P. fumosoroseus suglarindan
saflagtirlan BEA ve ticari BEA’dan 8’er pl mikroenjektor ile alinip, T. molitor
larvalarinin trake bosluklarina enjekte edilmistir. T. molitor larvalari, steril filtre

kagidi bulunan steril petri kaplarina konulmustur. Kontrol gruplarina, %0,01’ lik
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Tween 80 ve steril distile su karigimi larvanin trake bosluklarina enjekte edilmigtir.

Her petriye 5’ er adet T. molitor larvasi konulmustur.

PlUskurtme yonteminde; S’er adet T. molitor larvalari iceren steril filtre kagidi ve
petri kaplarina, 6 farkl B. bassiana ve P. fumosoroseus susundan elde edilen
BEA ve ticari BEA'dan 1’er ml alinip, T. molitor larvalarina puskuarttlmastur.
Kontrol gruplarinda, %0,01" lik Tween 80 igeren steril distile su karigimi

kullaniimistir.

Deneyler U¢ kez tekrarlanmis ve her fungal kaynaktan elde edilen beauverisin ve
ticari beauverisin igin 15 adet larva kullaniimistir.  Petriler 25°C 12:12
fotoperiyodun saglandidi iklim dolabina kaldiriimigtir. Petriler her gun kontrol

edilmigtir.

3.10.2.2. Farkh konsantrasyonlardaki beauverisinin Tenebrio molitor

larvalarina uygulanmasi

Alti farkli fungal kaynaktan saflagtirlan BEA ve ticari BEA'nin 4 farkh
konsantrasyonu 0.001M, 0.0001M, 0.00001M ve 0.000001M) T. molitor larvalari
uzerinde denenmistir. Steril filire kagidi igceren steril petri kaplarina 7’ser adet 4.
evre T. molitor larvalari eklenip, farkli konsantrasyonlardaki beauverisin
uygulanmigtir. Kontrol gruplarina %0,01’ lik Tween 80 iceren steril distile su
karisimi kullaniimistir. Deneyler ¢ kez tekrarlanmis ve her fungal kaynaktan elde
edilen BEA konsantrasyonu icin 21 adet larva kullaniimistir. Petriler 25°C 12:12
fotoperiyodun saglandigi iklim dolabina kaldinimigtir. Petriler her gun kontrol

edilmigtir.

3.10.3. Beauverisinin Leptinotarsa decemlineata larvalari uzerindeki

etkisinin incelenmesi

3.10.3.1. Beauverisinin farkli uygulama yontemleri ile Leptinotarsa

decemlineata larvalarina uygulanmasi

Enjeksiyon yonteminde; farklh B. bassiana ve P. fumosoroseus suglarindan

saflagtinrlan BEA ve ticari BEA'dan 8er ul mikroenjektor ile alinip,
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L. decemlineata larvalarinin trake bosgluklarina enjekte edilmistir. Kontrol
gruplarina, %0,01’ lik Tween 80 iceren steril distile su karigimi larvanin trake
bosluklarina enjekte edilmistir. Daha sonra 4. evre L. decemlineata larvalari,
icinde nemlendirilmis pamuk ve Uzerinde patates yapragi bulunan steril petrilere

konulmustur. Her petriye 5’ er adet L. decemlineata larvasi konulmustur.

PlUskurtme yonteminde; 5’er adet L. decemlineata larvasi nemlendirilmis pamuk
ve patates yapragl bulunan petrilere konulmustur. 6 farkh B. bassiana ve
P. fumosoroseus susundan elde edilen BEA ve ticari BEA’dan 1’er ml alinip,
L. decemlineata larvalarina puskurtiimustir. Kontrol gruplarinda, %0,01" lik

Tween 80 iceren steril distile su karisimi kullaniimigtir.

Yaprak daldirma yénteminde; patates yapraklari 3 cm ¢apinda kesilir, %70’lik etil
alkole daldirilir, ardindan 2 defa distile su ile yikanir ve bdylece yapraklarin yizey
sterilizasyonu saglanmis olmaktadir. Yapraklar kuruduktan sonra 6 farkli
B. bassiana ve P. fumosoroseus susundan elde edilen beauverisin ve ticari
beauverisin solusyonlarina daldinlip, kurutulmustur. Yapraklar nemlendiriimis
pamuk bulunan steril petrilere konulmustur. Daha sonra petrilere 1’er adet 1 saat
boyunca ag¢ birakilan L. decemlineata larvalari eklenmistir. Kontrol gruplarinda,

%0,01’ lik Tween 80 igeren steril distile su karigimi kullaniimistir.

Deneyler ¢ kez tekrarlanmis ve her fungal kaynaktan elde edilen beauverisin ve
ticari beauverisin igin 15 adet larva kullaniimistir. Petriler 25°C’de 16:8
fotoperiyodunun oldugu iklim dolabina kaldiriimig ve her gun kontrolleri

yapilmigtir.

3.10.3.2. Farkh konsantrasyonlardaki beauverisinin Leptinotarsa

decemlineata larvalarina uygulanmasi

6 farkli fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA'nin 4 farkl
konsantrasyonu 0.001M, 0.0001M, 0.00001M ve 0.000001M) L. decemlineata

larvalari Gzerinde denenmigtir. Nemlendirilmis pamuk ve patates yapragi bulunan
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petrilere 7’ser adet 4. evre L. decemlineata larvasi eklenip, farkli
konsantrasyonlardaki beauverisin uygulanmistir. Kontrol gruplarina %0,01’ lik
Tween 80 igeren steril distile su karisimi kullaniimisgtir. Deneyler U¢ kez
tekrarlanmig ve her fungal kaynaktan elde edilen BEA konsantrasyonu igin 21
adet larva kullaniimistir. Petriler 25°C’de 16:8 fotoperiyodunun oldugu iklim

dolabina kaldiriimig ve her gun kontrolleri yapiimigtir.

3.11. istatistiksel Galismalar

3 farkh B. bassiana ve 3 farkli P. fumosoroseus suslarindan sentezlenen
beauverisin molekuler baskilanmig kriyojel kolon ile saflagtirilmigtir. Fungal
kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA farkli uygulama yoéntemleri ile G.
mellonella, T. molitor ve L. decemlineata larvalari Gzerinde denenmistir. Daha
sonra farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin 4 farkh
konsantrasyonu G. mellonella, T. molitor ve L. decemlineata larvalari Uzerindeki
etkileri test edilmistir. Calismada elde edilen verilerin IBM SPSS 20.0 programi
kullanilarak istatiksel analizi yapiimigtir. Deneyde elde edilen veriler, normal
dagihm géstermediginden non-parametrik testler olan Kruskal-Wallis ve Manny
Whitney U testleri kullanilarak, BEA’nin bodcekler Uzerindeki etkisi analiz
edilmigtir. Lethal time (LTso) ve Lethal konsantrasyon (LCso) degerleri IBM SPSS

20.0 programiyla hesaplanmigtir.
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4. SONUGLAR

4.1. Beauverisin baskilanmig ve beauverisin baskilanmamis kriyojel kolon

sentezlenmesi

Sigma-Aldrich firmasindan alinan BEA kullanilarak beauverisin-baskilanmig
kriyojel kolon hazirlanmistir. Kolon sentezlenmesinda fonskiyonel monomer
olarak MATrp, monomer olarak HEMA, capraz baglayici olarak MBAA

kullanilmigtir. Beauverisin-baskilanmamig kriyojel kolon sentezi ticari BEA

kullaniimadan yapilmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Sentezlenen kriyojel kolonlar

4.1.1. Kriyojel kolon karakterizasyonu

Beauverisin-baskilanmis  kriyojel kolon, kriyopolimerizasyon yontemi ile
hazirlanmistir. Sentezlenen kriyojel kolon FTIR, SEM, yuzey alani dlgimleri,
denge sisme Ozellikleri ile karakterize edilmistir.

41.1.1. FTIR

Sekil 4.1’deki Poli(HEMA) ait FTIR spektrum sonuglarina bakildiginda;
2943 cm*‘deki bant CH biikiiimesine, 1718 cm'deki bant C=0 grubuna ve 1652
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cmtdeki bant C=C grubuna aittir. Fonksiyonel monomer olan MATrp’nin
aromatik halkasina bakildiginda; 1652 cm™‘deki bant C=C gerilmesine,
1521 cm'deki bant NH bilikilmesine, 1448-1386 cm‘deki bant C-N aromatik
gerilmesine aittir. 1241-1150 cm‘deki bikilme bandinin C=0 biiklilmesine ait
oldugu bulunmustur. BEA baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kolonuna ait FTIR
spektrumunu daha iyi incelemek igin; BEA baskilanmis kriyojel kolondan, MATrp
monomer icermeyen p(HEMA) kolonuna ait FTIR spektrumu cikartiimigtir.
Spektrum incelendiginde; 1552 cmY‘deki bant NH bikilmesine,
1449-1387 cm‘deki bant CN aromatik ve 1654 cm‘deki bant C=0 amid
bantlarina aittir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Poli(HEMA), MATrp ait FTIR spektrum (A) ve MIP-BEA ait FTIR
spektrum (B).

4.1.1.2.Yuzey alani olglimii

Nitrojen ortaminda yapilan ¢ok noktali BET analizi sonuglarina gore, BEA-baskili
kriyojel kolonun (MIP-BEA) ylizey alani 16.24 m?/g, BEA-baskilanmamis kriyojel
kolonun (NIP-BEA) ylizey alani 12.18 m?/g olarak bulunmustur.

63




4.1.1.3. Yiuzey morfolojisi

BEA baskilanmis (MIP-BEA) ve beauverisin baskilanmamis (NIP-BEA) kriyojel
kolonlarinin yizey morfolojisi ve i¢ yapisi taramali elektron mikroskop kullanilarak
incelenmigtir. SEM goruntulerinde gozeneklerin 30-70 ym boyutunda oldugu
gozlenmistir. Her iki kriyojel kolonda gozeneklerin birbiriyle baglantili oldugu ve

makro gbzenekli akis kanalina sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Beauverisin baskilanmis (MIP-BEA) poli(HEMA-MATrp) kriyojel
kirelerin SEM goéruntuleri  (A), Beauverisin baskilanmamis (NIP-BEA)
poli(HEMA-MATTp) kriyojel kurelerin SEM goruntuileri (B).

4.1.1.4. Denge sisme deneyi

Poli(HEMA) kriyojel hidrofilik yapiya sahip iken, BEA baskilanmamig poli(HEMA-
MATTrp) kriyojel kolon triptofan aminoasitinden dolayi hidrofobik yapiya sahiptir.
BEA-baskilanmis poli(HEMA-MATrp) kriyojel kolon da BEA ve triptofan
aminoasitinden dolay hidrofobik yapidadir. PoliHEMA), BEA baskilanmamig
poli(HEMA-MATrp) (NIP-BEA) ve BEA baskilanmis poli(HEMA-MATrp) (MIP-
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BEA) kriyojel kolonlarin denge sisme oranlari sirasiyla %892, %635 ve %752’dir.
Kriyojel kolon yapisina MATrp girdiginde kolonun denge sisme oraninin azaldigi
gOzlenmistir (Sekil 4.4). BEA-baskilanmis kriyojel kolon ile BEA-baskilanmamig
kriyojel kolonun denge sisme oranlari kargilastirildiginda, BEA’nin kolona
baskilanmasiyla kriyojel kolonun denge sisme oraninin arttigi gozlenmistir.
Kriyojel kolonlarin makro gbézenek orani; poliHEMA), BEA baskilanmamis
poli(HEMA) ve BEA baskili poli(HEMA) sirasiyla, %72, %69 ve %70’dir.
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Sekil 4.4. Poli(HEMA), BEA baskilanmis poli(HEMA-MATrp) (MIP-BEA) ve BEA
baskilanmamis poliHEMA-MATrp) (NIP-BEA) kriyojellerin denge sisme oranlari

4.1.2. Adsorpsiyon ¢aligsmalari

4.1.2.1. pH

BEA adsorpsiyonuna pH etkisini arastirmak igin; farkh pH araliklarinda 20 mM
MES tamponu (5.5-6.75) ve 20 mM Tris-HCI tamponu (7.4-8.5) kullaniimistir.
pH'In adsorpsiyona etkisini incelemek icin ticari BEA 0.5 mg/mL
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konsantrasyonunda 8 farkli pH aralidinda hazirlanmis ve 2 saat boyunca bos
MIP-BEA kolonundan gegirilmistir. pH 5.5 MES tamponunda BEA adsorpsiyon
kapasitesi 11.15 mg/polimer, pH 6.5 MES tamponunda BEA adsorpsiyon
kapasitesi maksimum miktar olan 13.5 mg/polimer oldugu bulunmustur. Bu

ylzden galisma ortami olarak pH 6.5 MES tamponu secilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. BEA adsorpsiyonuna pH etkisi (BEA: 0.5 mg/mL; T: 25°C; zaman: 120
dk).

4.1.2.2. iyon siddeti

MIP-BEA kriyojel kolonunda iyonik siddetin BEA adsorpsiyonuna etkisinin
Olctlmesi igin; BEA ¢dzeltisi 0.0 — 1.0 M araliginda olan NaCl tuzu kullaniimistir.
pH 6.5 MES tamponunda 0.5 mg/mL BEA iceren beauverisin ¢ozeltisine farkh
miktarlarda tuz eklenerek 0 M, 0.001 M, 0.01 M, 0.1 M, 0.5 M ve 1 M NacCl
konsantrasyonlari hazirlanmistir. Ortamin tuzsuzdan 0.001 M NaCl degerine
cikartilmasiyla, BEA adsorpsiyon kapasitesinin 13.5 mg/g degerinden 11.87 mg/g
degerine dustugu bulunmustur. Maksimum BEA adsorpsiyonu tuzun bulunmadigi

ortamda gozlenmigtir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. BEA adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi (BEA derisimi: 0.5 mg/mL;
pH: 6.5; T: 25°C; zaman: 120 dk).

4.1.2.3. Sicaklik

Sicakhgdin adsorpsiyona etkisini incelemek icin, beauverisin farkli sicakliklarda
(4°C, 25°C, 35°C ve 45°C) MIP-BEA kriyojel kolondan gegirilmistir. pH 6.5 MES
tamponunda ve 0.5 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan BEA ¢ozeltileri MIP-BEA
kolonundan 4 farkli sicakliklarda 2 saat boyunca gegcirilmigtir. En yuksek
adsorpsiyon kapasitesi 25°C'de 13.45 mg/g polimer olarak gozlenmistir. Sicaklik
25°C’den 35°C’ye c¢iktiginda BEA adsorpsiyon kapasitesinde dnemli bir azalma
g6zlenmezken, 45°C'de BEA adsorpsiyon kapasitesinde onemli bir azalma
g6zlenmistir. 45°C'de adsorbe olan BEA 11.45 mg/g polimer oldugu bulunmustur
(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. BEA adsorpsiyon kapasitesine sicakhgin etkisi (BEA derigimi: 0.5
mg/mL; pH: 6.5; zaman: 120 dk.).

4.1.2.4. Akis hizi

MIP-BEA kriyojel kolonda akis hizinin, BEA adsorpsiyonuna etkisi incelenmigtir.
Peristaltik pompa kullanilarak 1.0 mL/dk — 2.5 mL/dk araliginda dort farkli akis
hizinda BEA, MIP-BEA kolondan gegirilmigtir. Akis hizi artikga adsorpsiyon
kapasitesi azaldig1 gézlenmistir. 1.0 mL/dk’lik akis hizinda BEA adsorpsiyonu
13.45 mg/g polimer iken akis hizi 2.5 mL/dk gikartildiginda BEA adsorpsiyonu
8.72 mg/g polimer olarak bulunmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Adsorpsiyon kapasitesine akis hizinin etkisi. (BEA derisimi: 0.5 mg/mL;
pH: 6.5; T: 25°C; zaman: 120 dk).

4.1.2.5. Baslangi¢ derigimi

BEA baslangi¢ konsantrasyonunun, BEA-baskilanmis ve BEA-baskilanmamis
kriyojel kolonlari tGzerindeki etkisi incelenmistir. 0.3 mg/mL-5 mg/mL arasinda
farkh BEA konsantrasyonlari pH 6.5 MES tamponunda hazirlanip, 25°C'de ve 1
mL/dak akig hizinda BEA-baskilanmigs ve BEA-baskilanmamis kriyojel
kolonlarindan 2 saat boyunca gegcirilmigtir. Baslangi¢cta BEA konsantrasyonu
artikca birim kriyojel basina adsorplanan BEA miktari arttigi gozlenmistir. 2
mg/mL BEA konsantrasyonundan sonra baslangic BEA derisimi artsa da
adsorplanan BEA miktari ayni kalmistir (Sekil 4.9). BEA-baskili ve BEA-
baskilanmamis kriyojellerin en ylksek adsorpsiyon miktarlari sirasiyla 43 mg/g

ve 11 mg/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4.9. BEA konsantrasyonunun adsorpsiyon kapasitesine etkisi (pH: 6.5; T:
25°C; zaman: 120 dk).

4.1.3. Adsorpsiyon izotermi

Adsorpsiyon izotermi, adsorpsiyon sturecinde her bir hedef molekuliin adsorban
ile etkilesimini karakterize etmek icin kullaniimaktadir. BEA molekulinun MIP-
BEA kriyojel kolon ile etkilesimini incelemek i¢in Langmuir ve Freundlich
adsorpsiyon modelleri kullanilmigtir (Sekil 4.10) (Sekil 4.11). Regresyon
katsayilarina gére (Langmuir icin R? = 0.9556, Freundlich igin R? = 0.8241) BEA
adsorpsiyon modelinin Langmuir modeline daha yakin oldugu bulunmustur
(Cizelge 4.1). Elde edilen sonuglar BEA molekulunun ile MIP-BEA kriyojel kolon

arasindaki etkilesimin homojen ve tek katmanli oldugunu géstermektedir.

70



0.1

0.09 y =0.0035x + 0.0181
R?=0.9556 ..
0.08
0.07
o 006
o
3 0.05 e
0.04
[ ]
0.03 %
o [}
0.02 ..
0.01
0
0 5 10 15 20 25
1/Ce
Sekil 4.10. Langmuir adsorpsiyon izotermi
45
4 .......
......... ¢ o
@
SRR 2
........... 0. v = 0.10x+ 3,6241
......................... ; O 1o+ 3.6
o ¢ 2.5
o
= 2
1.5
1
0.5
0
= -4 -3 -2 -1 0 1
In Ce

Sekil 4.11. Freundlich adsorpsiyon izotermi
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Cizelge 4.1. BEA baskili kriyojel kolonu igin Langmuir ve Freundlich izotermleri

Deneysel Langmuir Freundlich
Q(mgle) | Q... b R | K [ 1n | R
(mg/g) | (ML/mg)
BEA- MIP 43,5 285,7 0,193 | 0,9556 | 4,04 | 0,19 | 0,8241
kriyojel kolon

4.1.4. Segicilik deneyi

BEA-baskilanmis ve BEA-baskilanmamis kriyojel kolonlar ile segicilik deneyinde

B. bassiana ve P. fumosoroseus tarafindan sentezlenen baska bir sekonder

metabolit olan bassiatin kullaniimigtir.

1 mg/mL bassiatin pH 6.5 MES

tamponunda icerisinde 25°C’de 1 mL/dk akis hizinda MIP-BEA ve NIP-BEA
kolonlarindan 2 saat boyunca gecirilmigtir. MIP-BEA kriyojelin, BEA molekulleri

icin bassiatin molekullerinden 9,5 kat daha segici oldugunu gostermektedir (Sekil

4.12) (Cizelge 4.2). Secicilik deneyinin sonucunda, MIP-BEA kolonunda yer alan

bosluklarin beauverisine 6zgu kaviteler oldugu bulunmustur.

= =
N »~

=
o

Adsorplanan sekonder metabolit (mg/g)
(2]

Beauverisin

Bassiatin

BEA-baskilanmis (MIP-BEA)

BEA-baskilanmamis (NIP-BEA) [

Sekil 4.12. MIP-BEA ve NIP-BEA kriyojel kolonlar ile segicilik deneyi (Bassiatin:
1.0 mg/mL; akis hizi: 1.0 mL/dak; pH: 6.5; T:25°C; zaman: 120 dk)
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Cizelge 4.2. Sekonder metabolitlerin dagiima (Kd), segcicilik (k) ve bagil segicilik

katsay! (k') degerleri

NIP-BEA BEA-MIP
Kd k Kd k k’
(mL/g) (mL/g)
Beauverisin (BEA) | 7,09 - 45,03 - -
Bassiatin 5,33 1,32 3,53 12,75 9,59

4.1.5. Tekrar kullanilabilirlik

Afinite kolonlarinin en 6nemli 6zelliklerinden biri, yeniden kullanilabilir olmalaridir.
1 mL/dk akis hizi ile pH 6.5 MES tamponunda 25°C'de, 0.5 mg/mL BEA ¢o6zeltisi
MIP-BEA kriyojel kolonundan gecirilmistir. BEA desorpsiyon iglemi i¢cin 0.1 M
NaOH ve 0.1 M Na2COs ¢odzeltisi 1 saat boyunca MIP-BEA kolonundan

gecirilmigtir.  Bu adsorpsiyon-desorpsiyon

dongusu

10 kez art arda

tekrarlanmigtir. MIP-BEA kriyojel kolonun BEA adsorpsiyon kapasitesinde kayda

degder bir azalma gozlenmemistir (Sekil 4.13). 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon-

desorpsiyon dongusu sonrasinda BEA-baskilanmig kriyojel kolon baslangigtaki

baglama kapasitesinin yaklasik %89'unu korudugu bulunmustur.
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Sekil 4.13. BEA-baskilanmis kriyojel kolonun tekrar kullanilabilirligi (BEA: 0.5
mg/mL; pH: 6.5; T: 25°C, desorpsiyon ajani: 0.1 M NaOH ve 0.1 M Na2COg3).

4.2. Beauverisin uretimi ve saflagtiriimasi
4.2.1. Fungus spor soliisyonlari

Ug farkli B. bassiana susu (Liil1, Ank12, KVL 03129) ve 3 farkli P. fumosoroseus
susu (Bey9, BB12 ve 0614), Sabouraud dekstroz agar ve %1 maya ekstrakti
(SDAY) iceren besiyerlerine ekilmis ve 27°C’de 14 glin boyunca inkuibe edilmigtir.
Bu besiyerlerine igerisinde %0,02 Tween 80 i¢ceren 10 ml distile su eklenerek spor
solUsyonlari hazirlanmistir. Improved Neubauer laminda spor sayimi yapiimis ve
spor sollsyon konsantrasyonlari 1x108 konidia/mL olarak ayarlanmistir (Cizelge
4.3).
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Cizelge 4.3. Beauveria bassiana ve Paecilomyces fumosoroseus suslarinin spor

konsantrasyonlari

Spor
Entomopatojen Fungusun elde Fungus susunun
o konsantrasyonu
Fungus edildigi lokasyon adi o
(konidia/mL)
Luleburgaz .
_ Lal1 1,5x 108
Beauveria (Kirklareli)
bassiana Standart sus KVL 03129 2,3x 108
Calis koyl (Ankara) Ank12 1,9 x 108
Beytepe (Ankara) Bey9 1,7 x 108
Paecilomyces
Aydin-AkbUk 0614 1,3 x 108
fumosoroseus
Bolu- Gerede Bb12 1,6 x 108

4.2.2. Fungal kaynaktan beauverisin saflagtiriimasi

Ug farkli B. bassiana susu (LUl1, KVL 03129, Ank12) ve 3 farkli P. fumosoroseus
susu (Bey9, 0614, Bb12) tarafindan sentezlenen beauverisinin saflastirimasinda
BEA-baskilanmis kriyojel kolon kullaniimigtir. Fungal kaynaktaki beauverisinin
maksimum adsorpsiyonu icin, fungus drnekleri, denemeler sonucunda en uygun
olarak bulunmus olan; pH 6.5 MES tamponunu icerisinde ve 25°C’de 1 mL/dk
akis hizinda BEA-MIP kriyojel kolondan kolondan 2 saat boyunca gegirilmigtir.
BEA desorpsiyon iglemi igin 0.1 M NaOH ve 0.1 M Na2COs ¢odzeltisi 1 saat
boyunca MIP-BEA kolonundan gegirilmistir.

3 farklh B. bassiana susundan (LUl1, Ank12, KVL 03129) ve 3 farkh P.
fumosoroseus susundan (Bey9, 0614, Bb12) saflastirlan BEA'nin tam kutle
analizi ODTU Merkez laboratuvar yliksek ¢ozinurlikli kitle spektroskopi
laboratuvarindan hizmet alimiyla yapilmistir. 50-1000 kDa aralidinda pozitif
modda (ES +) Yuksek Cozunurlikli Katle Spektrometresi (HRMS) ile desorbe

edilmis numune uzerinde tam kutle analizi (ESI-TOF-MS) yapilmigtir. MS sistemi
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olarak Waters SYNAPT G1 MS kullanildi. Sekil 4.14’de gorulebilecegi gibi, BEA

molekuler agirlik zirveleri (784-786 g/mol) elde edilmistir.

473 58312 100

787.4265

[ .
690 700 710 720 730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

8420
7874285

Sekil 4.14. Ug farkli Beauveria bassiana susundan (L1, Ank12, KVL 03129) ve
uc farkh Paecilomyces fumosoroseus susundan (Bey9, 0614, Bb12) saflastirilan

beauverisinin yuksek ¢ozunurlikli katle spektrofotometre analizi.

Ug farkl B. bassiana susu ve Ug farkli P. fumosoroseus susundan saflastirilan
BEA miktarini belilemek ODTU Merkez laboratuvari molekiler biyoloji ve
biyoteknoloji ARGE merkezi, Kitle Spektroskopi Laboratuvarindan, LC-MS-MS
analizi i¢in hizmet alimi yapilmistir. Fungal kaynaklardaki beauverisin miktarini
bulmak igin [M*NH#]* iyonlari kullanildi. P. fumosoroseus (Bey9, 0614 ve Bb12)
suglarinin B. bassiana (Lul1, KVL 03129 ve Ank12) suslarindan daha fazla
miktarda BEA Urettigi belirlenmigstir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Beauveria bassiana ve Paecilomyces fumosoroseus suslari

tarafindan sentezlenen beauverisin miktarlari

Entomopatojen fungus Suslar Beauverisin (ppm)
Beauveria bassiana LUl 1325,54 + 20,74
KVL 03129 26870,7 + 255,0
Ank12 530,73 + 3,18
Paecilomyces fumosoroseus | Bey9 26434,4 + 14071
0614 5447,51 £ 135,94
Bb12 8315,42 + 166,49

4.3. Saflastirilan beauverisinin bocekler lizerinde denenmesi

Ug farkli B. bassiana susu (LUl1, KVL 03129, Ank12) ve (g farkh P. fumosoroseus
susu (Bey9, 0614, Bb12) olmak tzere 6 farkh entomopatojen fungus susundan
saflagtirlan BEA ve ticari BEA'nin U¢ farkh zararl bocek Uzerindeki patojen
etkileri incelenerek Kruskal-Wallis ve Manny-Whitney U istatistik yontemleri ile
analiz edilmistir. Daha sonra 6 farkli entomopatojen fungus susundan saflastirilan
BEA ve ticari BEA'nin 4 farkli kosnatrasyonu (0.001 M, 0.0001 M, 0.00001M,
0.000001M BEA) Ug¢ farkli zararl bocek Gzerinde incelenmis Kruskal-Wallis ve
Manny-Whitney U istatistik yontemleri kullanilarak analiz edilmistir. Letal time
(LTso) degerleri ve letal konsantrasyon (LCso) hesaplanmasinda SPSS 16.0

probit analiz programi kullaniimigtir.
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4.3.1. Beauverisinin Galleria mellonella larvalan uzerindeki etkisinin

incelenmesi

4.3.1.1. Beauverisinin farkli uygulama yontemleri ile Galleria mellonella

larvalarina uygulanmasi

Galleria mellonella larvalari Gzerinde; Lul1, KVL 03129, Ank12, Bey9, 0614 ve
Bb12 olarak adlandirilan 6 farkl fungus susundan elde edilen BEA ve ticari BEA,
enjeksiyon ve puskurtme olmak tGzere iki farkli ydontem ile denenmigstir. 27 gln
suren deneme sonucunda ve Olu larva sayilari kaydedilmigstir. Her deney 5’er adet
G. mellonella larvasi kullanilarak 3 kez tekrarlanmigtir. Her alti farkli fungal
kaynaktan saflastirilan BEA ve ticari BEA her uygulama yontemi igin toplam 15
adet G. mellonella larvasi denenmistir. Calismada iki farkli yéntem ile uygulanan
6 farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA, G. mellonella larvalari

Uzerinde basarili oldugu bulunmustur (Sekil 4.15).

l \ \\ - '5\

. \ A \‘\ ~ \
Sekil 4.15. Beauverisin ile inokule edilen Galleria mellonella larvalari (Fotograf:
Meltem ULUSOY, 2019)

Enjeksiyon yontemi ile 6 farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA
G. mellonella larvalari Uzerinde denenmistir. Kruskal-Wallis istatistik yontemi ile
6 farkh fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA arasinda fark olup

olmadid test edilmis, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05).
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Alti farkh fungal kaynaktan saflastirilan BEA ve ticari BEA’nin Manny-Whitney U
testi kullanilarak kendi aralarinda ikili karsilastirmalar yapilmistir. KVL 03129
standart sugsundan elde edilen beauverisin (KVL03129-BEA) ile Ank12 elde
edilen beauverisin (Ank12-BEA) ve ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlaml
bir fark saptanmistir (p<0,05). Ticari BEA ile KVL 03129-BEA ve 0614-BEA
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.5). LTso
degerlerine bakildiginda; Ank12-BEA uygulandiginda bocek populasyonunun
%50’sini yaklasik 2.370 gunde oldugu, ticari BEA uygulandiginda ise bocek
populasyonunun yarisini 2.104 gunde 6ldugu bulunmustur (Cizelge 4.7). Farkh
fungal kaynaklardan saflastirilan BEA ve ticari BEA ile kontrol gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmusgtur (p: 0.00) (p<0,05).

PlUsklirtme yontemi ile 6 farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA
G. mellonella larvalari Uzerinde denenmistir. Kruskal-Wallis istatistik yontemi ile
6 farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA ile ticari BEA arasinda fark olup,
olmadigi test edilmis aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmugtur
(p<0,05). Alti farkh fungal kaynaktan saflastirilan BEA ve ticari BEA’'nin Manny-
Whitney U testi kullanilarak kendi aralarinda ikili karsilastirmalari yapiimigtir.
LUl1-BEA ile KVL03129-BEA arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
bulunmusken (p<0,05), diger fungus suslarindan elde edilen BEA (Ank12, Bey?9,
0614, Bb12) ve ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05). KVL03129-BEA ile Lul1-BEA ve Ank12-BEA istatiksel olarak anlamli bir
fark bulunmustur (p<0,05). Ank12 susundan elde edilen BEA ile KVL03129-BEA
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanirken (p<0,05), diger fungus
suslarindan elde edilen BEA (Lul1, Bey9, 0614, Bb12) ve ticari BEA arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05). Bey-9 susundan elde
edilen BEA ile ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark saptanmistir
(p<0,05). Bb12-BEA ile ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,05). Ticari BEA ile KVL03129, Bey9 ve Bb12 suslarindan elde
edilen BEA arasinda olarak anlaml bir fark bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.6).
LTso de@erine bakildiginda, Ank12-BEA uygulandiginda bocek populasyonunun
%50’sini yaklasik 2.819 gun icerisinde 6ldugu bulunmustur (Cizelge 4.7). Farkli
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fungal kaynaklardan saflastirilan BEA ve ticari BEA ile kontrol gruplari arasinda

fark olup istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p: 0.00) (p<0,05).

PlUskurtme ve enjeksiyon metotlari arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p: 0.904) (p>0.05). Enjeksiyon yontemi, puskirtme yontemine
goOre daha kisa sure i¢inde etkili oldugu bulunmustur. PUskurtme yontemi ile BEA
cOzeltileri G. mellonella larvalari Uzerinde uygulandiktan sonra 8 gun sonra bocek
populasyonunda %89.52 oraninda azalma gozlenirken, enjeksiyon yontemi ile
BEA c¢ozeltileri G. mellonella larvalari Gzerinde uygulandiktan sonra 8 guin sonra
bdcek popllasyonunda %94.28 oraninda azalma gdézlenmigtir (Sekil 4.16) (Sekil
4.17). G. mellonella larvalari Uzerinde uygulanan iki yontemin LTso de@erlerine
bakildiginda; puskurtme ydntemi ile uygulandiginda bdcek populasyonunun
yarisinin 6lmesi i¢in gereken sure 3.307 gun, enjeksiyon yontemi uygulandiginda
ise bocek populasyonunun yarisi 6lmesi icin gereken sure 3.115 gun olarak

bulunmustur (Cizelge 4.8).
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e |_Ul1-BEA e K\/L 03129-BEA Ank12-BEA = Bey9-BEA

0614-BEA Bb12-BEA Ticari BEA e Kontrol

Sekil 4. 16. Galleria mellonella larvalari Uzerine enjeksiyon teknidi ile uygulanan
6 farkl fungal kaynaktan elde edilen beauverisin, ticari BEA ve kontrol grubuna

gOre 6lum orani.
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Sekil 4.17. Galleria mellonella larvalari Gzerine puskurtme teknidi ile uygulanan

6 farkli fungal kaynaktan elde edilen beauverisin, ticari BEA ve kontrol grubuna

gore o6lum orani.

Cizelge 4.5. Alti farkli fungal kaynaktan saflastirilan beauverisin ve ticari

beauverisinin enjeksiyon yontemi ile Galleria mellonella larvalari tzerindeki

etkisinin ikili karsilagtiriimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).

Lal1- KVL Ank12- | Bey9- | 0614- Bb12- Ticari Kontrol
BEA 03129- BEA BEA BEA BEA BEA
BEA

Lul1-BEA X ,354 ,191 ,612 ,926 , 702 ,121 ,00*
KVL 03129-| ,354 X ,026* ,151 | ,370 177 ,014* ,00*
BEA
Ank12-BEA ,191 ,026* X ,420 ,142 ,339 ,790 ,00*
Bey9-BEA ,612 ,151 ,420 X ,513 ,889 ,283 ,00*
0614-BEA ,926 ,370 ,142 ,513 X ,604 ,080 ,00*
Bb12-BEA ,702 177 ,339 ,889 ,604 X ,220 ,00*
Ticari BEA ,121 ,014* ,790 ,283 ,080 ,220 X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
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*p< 0.05

Cizelge 4.6. Alti farkli fungal kaynaktan saflastirilan beauverisin ve ticari

beauverisinin puskurtme yontemi ile Galleria mellonella larvalar Gzerindeki

etkisinin ikili kargilastiriimalari (Mann-Whitney U testi p<0.05).

Lal1- | KVL Ank12- | Bey9- 0614- Bb12- Ticari | Kontrol
BEA | 03129- | BEA BEA BEA BEA BEA
BEA
Lul1-BEA X ,040* ,915 ,570 , 764 ,408 ,118 ,00*
KVL 03129- | ,040* X ,032* ,119 ,087 ,190 ,00* ,00*
BEA
Ank12-BEA | ,915 ,032* X ,501 714 ,336 ,136 ,00*
Bey9-BEA ,570 ,119 ,501 X ,805 ,801 ,034* ,00*
0614-BEA , 764 ,087 714 ,805 X ,604 ,071 ,00*
Bb12-BEA ,408 ,190 ,336 ,801 ,604 X ,016* ,00*
Ticari BEA ,118 ,00* ,136 ,034* ,071 ,016* X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
*p< 0.05

Cizelge 4.7. Alti farkli fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA'nin

Galleria mellonella larvalarindaki LTso degerleri

Enjeksiyon Piiskiirtme
Beauverisin LTso %95 Giiven LTso %95 Giiven
(Giin) Araligi (Giin) Araligi
Liil1-BEA 3.999 3.401-4.606 2.973 2.347-3.533
KVL 03129- 5.288 4.557-6.154 5.819 5.148-6.497
BEA
Ank12-BEA 2.370 1.867-2.819 2.819 1.683-3.756
Bey9-BEA 3.088 2.538-3.594 3.244 2.559-3.862
0614-BEA 3.342 2.683-3.953 3.932 3.437-4.390
Bb12-BEA 2.946 2.372-3.467 3.613 3.010-4.151
Ticari BEA 2.104 1.629-2.521 1.862 1.430-2.235
Kontrol 25,208 24.716-26.440 25,831 24.716-26.440
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Cizelge 4.8. Enjeksiyon ve puskirtme ydntemleriyle uygulanan alti farkli
kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin Galleria mellonella larvalarindaki

LTso degerleri

Uygulama yontemi LT S0 dlc.agerlerl % 95 Guven Arahigi
(Giin)

Enjeksiyon yontemi 3.115 1.447-4.390

Puskurtme yontemi 3.307 2.533-4.031

4.3.1.2. Farkh konsantrasyonlardaki beauverisinin Galleria mellonella

larvalarina uygulanmasi

Galleria mellonella larvalari Gzerinde; Lul1, Ank12, KVL 03129, Bey9, 0614 ve
Bb12 olarak adlandirilan 6 fungus susundan elde edilen BEA ve ticari BEA’'nin 4
farkli konsantrasyonu (0.001M, 0.0001M, 0.00001M ve 0.000001M) puskurtme
yontem ile denenmigtir. 27 gun suren deneme sonucunda ve 6lu larva sayilari
kaydedilmistir. Her deneyde 7’ser adet G. mellonella larvasi kullaniimis olup
deney 3 defa tekrarlanmigtir. Her alti farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA her
konsantrasyonu igin toplam 21 G. mellonella larvasi denenmistir. Alti farkh fungal
kaynaktan elde edilen BEA'nin ve ticari BEA’'nin tim konsantrasyonlari G.

mellonella Gzerinde etkili oldugu bulunmustur.

Lal1, Ank12, KVL 03129, Bey9, 0614 ve Bb12 suslarindan saflastirilan BEA ve
ticari BEA arasindaki fark Kruskal-Wallis istatistik yontemi ile analiz edilmis,
aralarinda istatiksel olarak anlamh bir fark olmadigi bulunmustur (p: 0.682)
(p>0,05). Farkh fungal kaynaklardan saflastirilan BEA ve ticari BEA ile kontrol
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p: 0.00)
(p<0,05).
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BEA konsantrasyonu artikga, bdcek populasyonun tamaminin 6lmesi igin
gereken surenin azaldigi bulunmustur. (Sekil 4.18) (Cizelge 4.11). 6 farkh fungus
kaynagindan elde edilen BEA ve ticari beauverisinin 0.000001 M konsantrasyonu
G. mellonella larvalari Uzerinde uygulandiktan 12 gin sonra bdcek
populasyonunun %73.46’s1 o6ldugu, 0.001M konsantrasyonu, G. mellonella
larvalari Uzerinde uyguladiktan 12 giin sonra bécek populasyonunun %97.95'inin
oldugu gozlenmistir. BEA konsantrasyonunun artmasina bagl olarak LTso
degerinde azalma saptanmistir. 0.000001 M Ank12-BEA uygulandiginda bocek
populasyonunun %50’isini éldirmesi icin gereken sure 8.741 gun iken, 0.001 M
Ank12-BEA’nin bdcek populasyonunun %50Q’isini 6ldirmesi igin gereken sirenin
4.184 gln oldugu saptanmistir. LTso degerlerine bakildiginda; 0614 susundan
elde edilen BEA'nin 3 farkli konsantrasyonu (0.000001 M, 0.00001 M, 0.0001 M),
ticari BEA'nin 3 farkli konsantrasyonuna gére daha kisa sulre iginde bdcek

populasyonunun yarisini 6ldirdidga bulunmustur (Cizelge 4.9).

LCso (Letal konsantrasyon) degerlerinin hesaplanmasi igin 5., 8. ve 10. gun
verileri kullaniimistir. Ank12 susundan elde edilen BEA'nin 5., 8. ve 10. glinlerde
bdcek populasyonunun %50’sini oldirmek igin gerekli olan konsantrasyonlar
sirasiyla 5,3 x 10% M, 2,1 x 10° M ve 1,8 x 10" M BEA oldugu bulunmustur
(Cizelge 4.10). Tum fungus suglarindan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin, 10.
glnde elde edilen LCso degerlerinin, 5. ve 8. giindeki LCso degerlerinden daha

dusuk oldugu saptanmistir (Sekil 4.18).

Dort farkh BEA konsantrasyonu (0.001 M, 0.0001 M, 0.00001 M ve 0.000001 M)
arasindaki fark Kruskal-Wallis testi kullanilarak analiz edilmis ve tum
konsantrasyon gruplari arasinda anlamh bir fark bulunmustur (p<0.05).
G. mellonella larvalari Uzerinde uygulanan en yuksek BEA konsantrasyonunun,
kisa surede en yuksek 6lum oranini gosterdigi gozlenmigtir (Cizelge 4.11) (Sekil
4.18).
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Sekil 4.18. Galleria mellonella larvalari Gzerinde test edilen 6 farkli fungusdan

elde edilen beauverisin ve ticari BEA’'nin dort farkl konsantrasyonunun BEA'nin

5., 8., 10., 15. ve 27. gunlere gore 6lum orani.
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Cizelge 4.9. Alti farkli fungal kaynaktan elde edilen beauverisin ve ticari BEA'nin

4 farkl konsantrasyonunun uygulandigi Galleria mellonella larvalarinin LTso

degerleri
0.000001 M BEA 0.00001 M BEA 0.0001 M BEA 0.001 M BEA
(0.007839 pl/mL) (0.007839 pl/mL) (0.07839 pl/mL) (0.7839 pl/mL)
Beauverisin
LTso | o%95Given | LT | %95Giiven | LT | %95Given | LT | %95 Giiven
(Giin) Aralig (Giin) Araligi (Giin) Araligi (Giin) Arahigi
i 7.417- 6.792- .
LulM1-BEA 9.136 8.927 8.305 6i886-9.256 | 4.812 3.559-5.749
10.265 10.278
KVL 03129-
BEA 8.707 7.553-9.675 | 8.343 | 5.307-9.824 | 6.766 | 5.317-7.288 | 6.417 4.928-7.328
Ank12-BEA 8.741 7.412-9.678 6.811 5.703-7.715 6.710 5.444-7.799 4.184 2.949-5.131
Bey9-BEA 8.236 6.586-9.302 | 6.772 | 4.509-7.891 | 6.370 | 5.003-7.288 | 5.864 4.116-7.072
0614-BEA 7.437 5.359-8.613 5.742 4.060-6.842 5414 3.872-6.284 5.065 3.817-5.798
Bb12-BEA 8.619 7.262-9.618 | 7.662 | 2.025-9.285 | 5.830 | 4.397-6.814 | 5.451 2.482-6.836
Ticari BEA 7.502 5.050-8.917 | 7.091 | 4.904-8.377 | 6.850 | 5.673-7.710 | 5.455 4.071-6.350
24.716- 24.716- 24.716- 24.716-
Kontrol 25.8 25.8 25.8 25.8
26.440 26.440 26.440 26.440

Cizelge 4.10. Galleria mellonella larvalari Uzerinde denenen alti farkh fungal

kaynaktan elde edilen beauverisinin ve ticari BEA’nin 5., 8. ve 10. gunlerdeki LCso

degerleri
Beauverisin 5.gundeki LCso 8.guindeki LCso 10.glindeki LCsxo
(Molar) (Molar) (Molar)

Lul1-BEA 1,2x 103 7,5%x10% 3,5x10%

KVL 03129-BEA 1,4 x 102 1,2 x10* 3,3x10°

Ank12-BEA 5,3 x10* 2,1x10° 1,8 x 10

Bey9-BEA 7,2x 1072 8,7 x 10* 1,2x10°%

0614-BEA 3,5x10* 2,7 x10* 8,5x10°
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Bb12-BEA 2,7x103 3,1x10° 1,3x10°

Ticari BEA 7,2 x 107 7,2x10* 2,9 x10°

Cizelge 4.11. Dort farkh BEA konsantrasyonunun Galleria mellonella

larvalarindaki LTso degerleri

Beauverisin L Tso
%95 Giiven Araligi
konsantrasyonu (Gin)
0.000001 M BEA
8.535 7.404-9.378
(0.007839 pl/mL)
0.00001 M BEA
7.363 6.445-8.108
(0.007839 pl/mL)
0.0001 M BEA
6.766 5.905-7.434
(0.07839 pl/mL)
0.001 M BEA
5.313 4.550-5.831
(0.7839 pl/mL)

4.3.2. Beauverisinin Tenebrio molitor larvalarn zerindeki etkisinin

incelenmesi

4.3.2.1. Beauverisinin farkli uygulama yontemleri ile Tenebrio molitor

larvalarina uygulanmasi

Tenebrio molitor larvalari Uzerinde; Lul1, KVL 03129, Ank12, Bey9, 0614 ve Bb12
olarak adlandirilan 6 fungus susundan elde edilen BEA ve ticari Urin olan BEA,
puskurtme ve enjeksiyon olmak Uzere iki farkli yontem ile denenmigtir. 28 gin
suren deneme sonucunda ve 0lu larva sayilari kaydedilmigtir. Her deney 5’er adet
T. molitor larvasi kullanilarak 3 kez tekrarlanmistir. Her alti farkli fungal kaynaktan
saflagtirlan BEA ve ticari BEA her uygulama ydntemi icin toplam 15 adet
T. molitor larvasi denenmistir. Calismada iki farkli yontem ile uygulanan 6 farkli
fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA ‘nin T. molitor larvalar Gzerinde
basarili oldugu bulunmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.19. Beauverisin ile inoklle edilen Tenebrio molitor larvalari (Fotograf:
Meltem ULUSOY, 2019).

Enjeksiyon yontemi ile 6 farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA
T. molitor larvalari Uzerinde uygulanmistir. Kruskal-Wallis istatistik yontemi ile 6
farkh fungal kaynaklardan elden BEA, ticari BEA arasinda fark olup, olmadigi test
edilmis aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p:0.00)
(p<0,05). Altl farkh fungal kaynaktan saflastirilan BEA ve ticari BEA’'nin Manny-
Whitney U testi kullanilarak kendi aralarinda ikili karsilastirmalari yapilmistir.
L3UI1-BEA ile Bey-9 susundan elde edilen BEA ve ticari BEA arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark saptanmistir (p<0,05). KVL 03129 standart susundan elde
edilen BEA ile Bb12-BEA ve Ank12-BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamis (p>0,05) iken, diger fungal kaynaklardan (Lul1, Bey9 ve 0614) elde
edilen BEA ve ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p<0,05). Ank12-BEA ile LUl1-BEA ve Bey9-BEA arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Bey9 susundan elde edilen BEA ile diger
fungal kaynaklardan elde edilen BEA (LUl1, Ank12, KVL 03129, 0614 ve Bb12)
ve ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>,05).
0614 susundan elde edilen BEA ile; LUl1-BEA, KVL 03129-BEA ve Bey9-BEA
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulundugu saptanmigtir (p<0,05). Bb12
susundan elde edilen BEA ile Bey9-BEA ve LUI1-BEA arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p<0,05). Ticari BEA ile standart sus olan
KVL 03129 susundan elde edilen BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
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bulunmus (p<0,05) iken, diger fungal kaynaklardan elde edilen beauverisin (LUl1,
Ank12, Bey9, 0614 ve Bb12) arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark
bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.12). Alti farkli fungal kaynaklardan saflagtirilan
BEA ve ticari BEA ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur. Farkli fungal kaynaklardan saflastirilan BEA ve ticari BEA ile kontrol
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. LTso degerlerine
bakildiginda; KVL 03129, Ank12, 0614 ve Bb12 suslarindan elde edilen BEA
uygulamalarinda bocek populasyonunun yarisini dldirmesi igin gereken sure,
ticari BEA uygulanmasina goére daha az oldugu saptanmistir. KVL 03129-
BEA’nin T. molitor populasyonunun yarisini éldirmesi icin gereken sire 1.924
gun iken ticari BEA UrininU bodcek populasyonunun yarisini dldirmesi igin

gereken sure 3.451 oldugu bulunmustur (Cizelge 4.14).

PlUsklirtme yontemi ile 6 farkh fungal kaynaktan saflastirilan ve ticari BEA
T. molitor larvasi Uzerinde uygulanmistir. Kruskal-Wallis istatistik yontemi ile 6
farkh fungal kaynaklardan edilen BEA, ticari BEA arasinda fark olup, olmadigi
test edilmis aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p: 0.00)
(p<0,05). Alti farkh fungal kaynaktan saflastirilan BEA ve ticari BEA’nin Manny-
Whitney U testi kullanilarak kendi aralarinda ikili karsilastirmalar yapilmistir.
Ldl1 susundan elde edilen BEA ile diger fungal kaynaklardan elde edilen BEA
(KVL 03129, Ank12, Bey9, 0614 ve Bb12) ve ticari BEA arasinda istatistiksel
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Standart sus olan KVL 03129 susundan
elde edilen BEA ile ile diger fungus suslarindan elde edilen BEA (Ank-12,
KVL03129, Bey-9, 06-14, Bb-12) ve ticari BEA arasinda istatistiksel anlaml bir
fark bulunmamistir (p>0,05). Standart sus olan KVL 03129’dan elde edilen BEA
ile diger fungal kaynaklardan elde edilen BEA (LGl1, Ank12, Bey9, 0614, Bb12)
ve ticari BEA arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
Ank12-BEA ile diger fungal kaynaklardan elde edilen BEA ve ticari BEA arasinda
istatistiksel anlaml bir fark saptanmamistir (p>0,05). Bey-9 susundan elde edilen
BEA ile diger fungal kaynaklardan elde edilen BEA ve ticari BEA arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigstir (p>0,05). 0614 susundan elde
edilen BEA ile ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark saptanmistir

(p<0,05). Bb12 susundan elde edilen BEA ile diger fungal kaynaklardan elde
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edilen BEA ve ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir (p>0,05). Ticari BEA ile 0614 susundan elde edilen BEA
arasinda olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Farkli fungal kaynaklardan
saflastirlan BEA ve ticari BEA ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir fark bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.13.). LTso degerlerine
bakildiginda; KVL0312-BEA uygulandiginda BEA bocek populasyonunun
%50’sini yaklasik 4.918 gunde oldugu, ticari BEA’'nin ise bocek populasyonunun
yarisini 5.380 gunde 6ldugu bulunmustur (Cizelge 4.14).

PlUsklirtme ve enjeksiyon metotlari arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p: 0.00) (p<0.05). Enjeksiyon yonteminin, puskirtme yontemine
gOre daha kisa sure i¢inde etkili oldugu gézlenmistir. Piskirtme yontemi ile BEA
solUsyonlari T. molitor larvalari Gzerinde uygulandiktan sonra 11 gtin sonra bécek
populasyonunda %90.47 oraninda azalma gdzlenirken, enjeksiyon ydntemi ile
beauverisin ¢ozeltileri T. molitor larvalari Gzerinde uygulandiktan sonra 11 gun
sonra bocek populasyonunda %97.14 oraninda azalma gozlenmistir (Sekil 4.20)
(Sekil 4.21). T. molitor larvalari Gzerinde uygulanan iki yontemin LTso degerlerine
bakildiginda; puskurtme yontemi uygulandiginda bocek populasyonunun
yarisinin 6lmesi igin gereken sure 5.948 gun, enjeksiyon yontemi uygulandiginda
ise bocek populasyonunun yarisi 6lmesi igin gereken slre 3.431 gun olarak

bulunmustur (Cizelge 4.15).
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Sekil 4.20. Tenebrio molitor larvalari Gzerine enjeksiyon teknigi ile uygulanan 6

farkli fungal kaynaktan elde edilen beauverisin, ticari BEA ve kontrol grubuna

gore o6lum orani.

% Olim orani

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

1 2 3 456 7 8 91011121314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Gln
e |_(111-BEA e KVL 03129-BEA Ank12-BEA Bey9-BEA
— (0614-BEA e B012-BEA Ticari BEA e K ONtrol

Sekil 4.21. Tenebrio molitor larvalari Gzerine puskurtme teknidi ile uygulanan 6

farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA, ticari BEA ve kontrol grubuna gére 6lim

oranil.
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Cizelge 4.12. Alti farkli fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA'nin

enjeksiyon yontemi ile Tenebrio molitor larvalari Uzerindeki etkisinin ikili

karsilastiriimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).

Lal1- | KVL Ank12- Bey9- 0614- Bb12- | Ticari Kontrol
BEA | 03129- BEA BEA BEA BEA BEA
BEA
Lul1-BEA X ,00* ,001* ,942 ,031* ,004* ,097 ,00*
KVL 03129-| ,00* X ,413 ,00* ,026* ,269 ,006* ,00*
BEA
Ank12-BEA | ,001* 413 X ,00* ,153 , 7182 ,052 ,00*
Bey9-BEA ,942 ,00* ,00* X ,013* ,001* ,058 ,00*
0614-BEA ,031* ,026* ,153 ,013* X ,290 ,443 ,00*
Bb12-BEA ,004* ,269 ,782 ,001* ,290 X ,120 ,00*
Ticari BEA ,097 ,006* ,052 ,058 ,443 ,120 X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
*p< 0.05

Cizelge 4.13. Alti farkli fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA’nin

puskurtme yontemi ile Tenebrio molitor larvalari Gzerindeki etkisinin ikili
karsilagtinimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).
Lal1- KVL Ank12- | Bey9- 0614- Bb12- | Ticari Kontrol
BEA 03129- | BEA BEA BEA BEA BEA
BEA
Lul1-BEA X ,211 , 752 , 764 523 212 ,146 ,00*
KVL 03129- 211 X ,142 ,126 ,058 ,981 ,844 ,00*
BEA
Ank12-BEA , 752 , 142 X ,996 167 ,153 ,097 ,00*
Bey9-BEA , 764 , 126 ,996 X , 736 ,130 ,086 ,00*
0614-BEA 523 ,058 , 167 , 736 X ,061 ,038* ,00*
Bb12-BEA ,212 ,981 ,153 ,130 ,061 X ,875 ,00*
Ticari BEA , 146 ,884 ,097 ,086 ,038* ,875 X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
*p< 0.05
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Cizelge 4.14. . Alti farkh fungal kaynaktan saflastirilan BEA ve ticari BEA’'nin

Tenebrio molitor larvalarindaki LTso degerleri.

Enjeksiyon Piiskiirtme
Beauverisin LTso | %95 Guven Araligi LTso %95 Giiven Aralig!
(Giin) (Giin)
Liil1-BEA 6.137 5.385-6.867 6.600 5.936-7.297
KVL 03129-BEA 1.924 1.532-2.260 4.918 4.252-5.550
Ank12-BEA 2.700 2.365-2.981 7.677 7.041-8.333
Bey9-BEA 5.008 4.129-5.857 7.094 6.313-7.867
0614-BEA 3.120 2.597-3.611 7 080 6.263-7.908
Bb12-BEA 3.451 3.131-3.756 5.380 4.823-5.932
Kontrol 26768 | 2587428412 24,249 52 563-25 986

Cizelge 4.15. Enjeksiyon ve puskurtme yontemleriyle uygulanan alti farkli

kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin Tenebrio molitor larvalarindaki LT50

degerleri.

Uygulama yontemi

LTso degerleri (Giin)

%95 Giliven Araligi

Enjeksiyon yontemi

3.431

2.996-3.871

Pliskiirtme yontemi

5.948

5.381-6.437

4.3.2.2. Farkh konsantrasyonlardaki

larvalarina uygulanmasi

beauverisinin Tenebrio molitor

Tenebrio molitor larvalari Gzerinde; Lul1, Ank12, KVL 03129, Bey9, 0614 ve Bb12
olarak adlandirilan 6 fungus susundan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin 4 farkli
konsantrasyonu (0.001M, 0.0001M, 0.00001M ve 0.000001M) puskurtme yontem

ile denenmistir. Her deneyde 7’ser adet T. molitor larvasi kullaniimig olup deney

3 defa tekrarlanmistir. Her alti farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA her

konsantrasyonu igin toplam 21 adet T. molitor larvasi denenmistir. Alti farkh
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fungal kaynaktan elde edilen BEA’nin ve ticari BEA’nin tim konsantrasyonlarinin

T. molitor tGzerinde etkili oldugu bulunmustur.

Alti farkli fungal kaynaktan (Lal1, Ank12, KVL 03129, Bey9, 0614 ve Bb12)
saflagstirlan BEA ve ticari BEA arasinda fark olup olmadigi Kruskal-Wallis
istatistik yontemi ile analiz edilmis ve istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu
saptanmigtir (p: 0.00) (p<0,05). Alti farkli fungal kaynaktan saflastirilan BEA ve
ticari BEA’nin Manny-Whitney U testi kullanilarak kendi aralarinda ikili
kargilastirmalari yapilmistir. 0.000001M beauverisin konsantrasyonunda; KVL
03129 susundan saflastinlan BEA ile Ank12-BEA arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark bulunmus iken (p<0.05) diger fungus suslarindan (Lul1, Bey9,
0614, Bb12) elde edilen BEA ve ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamistir (p>0.05). Ank-BEA ile KVL03129, Bey9, Bb12 suslarindan
elde edilen BEA ve ticari BEA arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0.05). (Cizelge 4.16). 0.00001M BEA konsantrasyonunda; fungal
kaynaklardan (Lual1, KVL03129, Ank12, Bey9, 0614, Bb12) elde edilen BEA ve
ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamh bir fark bulunmamistir (p>0.05)
(Cizelge 4.17). 0.0001 M BEA konsantrasyonunda; KVL03129-BEA ile Ank12-
BEA arasinda istatistiksel olarak fark bulunmusg iken (p<0.05), diger fungal (LuI1,
Bey9, 0614, Bb12) kaynaklardan saflastirilan ve ticari BEA arasinda istatiksel
anlamh  bir fark bulunmamistir (p>0.05) (Cizelge 4.18). 0.001M BEA
konsantrasyonunda; fungal kaynaklardan (Lul1, KVL03129, Ank12, Bey9, 0614,
Bb12) elde edilen BEA ve ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05) (Cizelge 4.19). Alti farkli fungal kaynaklardan saflastirilan
BEA ve ticari BEA ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark

bulunmustur (p<0,05).

Uygulanan BEA konsantrasyonu artik¢a, bocek populasyonun tamaminin dlmesi
icin gereken surenin azaldigi goézlenmistir. 6 farkll fungus kaynagindan elde
edilen BEA ve ticari BEA'nin 0.000001 M konsantrasyonu T. molitor larvalari
Uzerinde uygulandiktan 13 gln sonra bdcek popilasyonunun %78.23’'Unun
oldugu, 0.001M konsantrasyonu, T. molitor larvalari tzerinde uyguladiktan 13

gln sonra bdcek populasyonunun %96.59'unun 06ldigu goézlenmistir. LTso
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degerlerine bakildiginda; Bb12 susundan elde edilen BEA’nin uygulandidi 2 farkli
konsantrasyonunun (0.00001 M, 0.0001 M, 0.001 M), ticari BEA'nin uygulandigi
2 farkli konsantrasyonuna gore daha kisa sure iginde bdcek popullasyonunun
yarisini oldurdigu bulunmustur. 0.000001 M KVL 03129-BEA uygulandiginda
bdcek populasyonunun %50’ sini dldurmesi icin gereken sure 7.924 gun iken,
0.001 M KVL 03129-BEA uygulandiginda bdcek populasyonunun %50’isini

oldurmesi i¢in gereken sure, 4.803 gun olarak bulunmustur (Cizelge 4.20).

LCso degerlerinin hesaplanmasi i¢in 5., 8. ve 10. gundeki veriler kullaniimistir.
Bb12 susundan elde edilen BEA'nin 5., 8. ve 10. glnlerde bdcek
populasyonunun %50’sini dldurmek icin gerekli olan konsantrasyonlar sirasiyla
6,3x10*M, 5,3 x 10* M ve 3,3 x 10> M BEA oldugu bulunmustur (Cizelge 4.21).
Tam fungus suslarindan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin, 10. glinde elde edilen
LCso deg@erlerinin, 5. ve 8. glndeki LCso de@erlerinden daha dusuk oldugu
saptanmistir (Sekil 4.22).

Dért farkh BEA konsantrasyonu (0.001 M, 0.0001 M, 0.00001 M ve 0.000001 M)
arasindaki fark Kruskal-Wallis ile test edilmis ve tim konsantrasyon gruplari
arasinda anlamh bir fark saptanmistir (p<0.05). T. molitor larvalar Uzerinde
uygulanan en yuksek BEA konsantrasyonunun, kisa sUrede en yuksek olum

oranini gosterdigi gozlenmistir (Cizelge 4.22) (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Tenebrio molitor larvalari Uzerinde test edilen 6 farkli fungusdan elde
edilen BEA ve ticari BEA'nin dort farkli konsantrasyonunun BEA'nin 5., 8., 10.,

15. ve 28. gunlere gore 6lum orani.
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Cizelge 4.16. Alti farkli fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA’nin

0.000001M konsantrasyonunun Tenebrio molitor larvalari Gzerindeki etkisinin ikili

karsilagtinimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).

Lal1- | KVL Ank12- | Bey9- |0614- Bb12- Ticari Kontrol
BEA 03129- | BEA BEA BEA BEA BEA
BEA
Lul1-BEA X , 767 ,104 ,829 ,833 447 511 ,00*
KVL 03129- | ,767 X ,020* ,883 | ,396 ,788 ,670 ,00*
BEA
Ank12-BEA | ,104 ,020* X ,029* ,090 ,005* ,008* ,00*
Bey9-BEA ,829 ,883 ,029* X ,322 ,788 ,670 ,00*
0614-BEA ,833 ,396 ,090 ,322 X ,305 ,265 ,00*
Bb12-BEA 447 ,788 ,005* ,788 ,305 X ,989 ,00*
Ticari BEA ,511 ,670 ,008* ,670 ,265 ,989 X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
*p< 0.05

Cizelge 4.17. Alti farkll fungal kaynaktan saflastirnlan BEA ve ticari BEA'nin

0.00001M konsantrasyonunun Tenebrio molitor larvalari Gzerindeki etkisinin ikili

karsilastiriimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).

Lal1- | KVL Ank12- | Bey9- 0614- Bb12- Ticari Kontrol
BEA | 03129- | BEA BEA BEA BEA BEA
BEA
Liil1-BEA X ,396 ,965 ,187 ,899 ,130 ,232 ,00*
KVL 03129-| ,396 X ,252 742 421 475 ,608 ,00*
BEA
Ank12-BEA ,965 ,252 X ,116 ,691 ,065 ,108 ,00*
Bey9-BEA ,187 , 742 , 116 X ,292 ,696 ,825 ,00*
0614-BEA ,899 421 ,691 ,292 X ,147 ,215 ,00*
Bb12-BEA ,130 475 ,065 ,695 ,147 X ,860 ,00*
Ticari BEA ,232 ,608 ,108 ,825 ,215 ,860 X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
*p< 0.05
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Cizelge 4.18. Alti farkli fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA’nin

0.0001M konsantrasyonunun Tenebrio molitor larvalari tGzerindeki etkisinin ikili

karsilastiriimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).

Lal1- | KVL Ank12- | Bey9- 0614- Bb12- Ticari Kontrol
BEA | 03129- | BEA BEA BEA BEA BEA
BEA
Lul1-BEA X ,070 ,631 473 273 ,198 ,445 ,00*
KvVL 03129-| ,070 X ,022* ,230 ,462 ,671 278 ,00*
BEA
Ank12-BEA ,631 ,022* X ,237 ,105 ,077 ,228 ,00*
Bey9-BEA 473 ,230 237 X ,661 ,482 ,942 ,00*
0614-BEA 273 ,462 ,105 ,661 X ,800 , 134 ,00*
Bb12-BEA ,198 ,671 ,077 ,482 ,800 X ,539 ,00*
Ticari BEA ,445 ,278 ,228 ,942 , 7134 ,539 X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
*p< 0.05

Cizelge 4.19. Alti farkli fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA’'nin

0.001M konsantrasyonunun Tenebrio molitor larvalari Gzerindeki etkisinin ikili

karsilagtinimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).

LalM- | KVL Ank12- | Bey9- 0614- Bb12- Ticari Kontrol
BEA | 03129- | BEA BEA BEA BEA BEA
BEA
Liil1-BEA X ,358 ,857 ,360 ,690 ,341 ,786 ,00*
KVL 03129- | ,358 X ,493 ,073 ,218 ,910 ,560 ,00*
BEA
Ank12-BEA | ,857 ,493 X ,285 ,592 ,432 ,923 ,00*
Bey9-BEA ,360 ,073 ,285 X ,618 ,065 ,252 ,00*
0614-BEA ,690 ,218 ,592 ,618 X ,252 ,186 ,00*
Bb12-BEA ,341 ,910 432 ,065 ,252 X ,516 ,00*
Ticari BEA ,786 ,560 ,923 ,252 ,186 ,516 X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
*p< 0.05
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Cizelge 4.20. Alti farkl fungal kaynaktan elde edilen beauverisin ve ticari BEA’'nin

4 farkl konsantrasyonunun uygulandigi Tenebrio molitor larvalarinin LT50

degerleri
0.000001 M BEA 0.00001 M BEA 0.0001 M BEA 0.001 M BEA
(0.007839 ul/mL) (0.007839 pl/mL) (0.07839 pl/mL) (0.7839 pl/mL)
Beauverisin LT 95% 95% 95% 95%
50 . LTso . LTso . LTso .
Giiven (Giin) Giiven (Giin) Giiven (Giin) Giiven
i iin iin iin
(GUn) | Arang Aralign Araligi Araligi
7.310- 4.689- 2.391- 3.880-
Liul1-BEA 8.563 8.023 7.747 6.311
9.925 9.820 10.695 7.670
KVL 03129- 6.583- 3.513- 4.143- 3.308-
7.924 6.949 5.962 4.803
BEA 8.924 8.831 7.052 5.782
7.576- 3.551- 5.733- 5.337-
Ank12-BEA 12.366 9.621 8.994 6.565
14.073 11.652 10.618 7.415
6.760- 4.630- 5.061- 3.595-
Bey9-BEA 8.552 8.363 7.035 6.052
9.732 9.969 8.311 7.643
7.331- 5.484- 4.201- 4.120-
0614-BEA 8.806 7.627 6.615 6.121
9.909 9.077 8.040 7.362
5.439- 4.545- 3.387- 4.215-
Bb12-BEA 7.327 6.488 5.649 5.147
8.982 7.971 7.038 5.850
o 6.055- 5.377- 4.729- 4.652-
Ticari BEA 7.119 6.631 6.405 5.927
8.108 7.728 7.534 6.774
20,979- 20,979- 20,979- 20,979-
Kontrol 22.1 221 22.1 22.1
22,770 22,770 22,770 22,770
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Cizelge 4.21. Tenebrio molitor larvalan iizerinde denenen alt1 farkli fungal kaynaktan

elde edilen beauverisinin ve ticari BEA’nin 5., 8. ve 10. giinlerdeki LCso degerleri

5.guindeki LCso 8.glindeki LCs 10.giindeki LCso
Beauverisin
(Molar) (Molar) (Molar)

LaI1-BEA 1,1x103 6,3 x 10* 1,2x10%
KVL 03129-BEA 5,3 x 10* 3,3x10* 1,3x10%
Ank12-BEA 7,4 x10°3 1,8 x10% 1,7 x10%
Bey9-BEA 7,5x10°% 1,4 x10* 4,8 x 10°
0614-BEA 3,5x10°3 3,4 x10° 2,3 x10°
Bb12-BEA 6,3 x 10% 5,3 x10% 3,3x10°
Ticari BEA 1,4 x 1072 2,2x10* 4,9 x 10°

Cizelge 4.22. Dort farkl BEA konsantrasyonunun Tenebrio molitor larvalarindaki

LTso degerleri

(0.7839 pl/mL)

Beauverisin
LTso (Glin) %95 Guven Araligi
konsantrasyonu
0.000001 M BEA
8.863 7.478-9.886
(0.007839 pl/mL)
0.00001 M BEA
7.959 6.432-9.054
(0.007839 pl/mL)
0.0001 M BEA
7.228 5.960-8.162
(0.07839 pl/mL)
0.001 M BEA
6.181 5.181-6.793
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4.3.3. Beauverisinin Leptinotarsa decemlineata larvalan uzerindeki

etkisinin incelenmesi

4.3.3.1. Beauverisinin farkh uygulama yontemleri ile Leptinotarsa

decemlineata larvalarina uygulanmasi

Ug farkh B. bassiana sugu (LUl1, KVL 03129, Ank12) ve (¢ farkli P. fumosoroseus
(Bey9, 0614 ve Bb12) suslarindan saflastirilan BEA ve ticari BEA enjeksiyon,
puskirtme ve yaprak daldirma yontemleriyle ile L. decemlineata larvalari
uzerinde denenmigtir. 31 gun suren deneme sonucunda ve Olu larva sayilari
kaydedilmistir. Her deney 5er adet L. decemlineata kullanilarak 3 kez
tekrarlanmigtir. Her alti farkli fungal kaynaktan saflastirilan BEA ve ticari BEA her
uygulama yontemi igin toplam 15 adet L. decemlineata larvasi denenmistir.
Calismada ug¢ farkli yontem ile uygulanan BEA’nin L. decemlineata larvalari
uzerinde bagarili oldugu bulunmustur. Caligmada iki farkli ydontem ile uygulanan
6 farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin L. decemlineata
larvalari Gzerinde basarili oldugu bulunmustur. BEA’'ya maruz kaldiktan birkag
gln sonra, deneyde kullanilan bdceklerin gogunun karninda kahverengi-siyah
noktalar gorulmustur (Sekil 4.22). Bununla birlikte, bdcegin karnindaki
kahverengi-siyah lekelerin boyut ve sayisinin her bocek icin farklilik gosterdigi

gozlenmisgtir.

ol

~

", .
L

Sekil 4.23. Beauverisin ile inokule edilen Leptinotarsa decemlineata larvalari
(Fotograf: Meltem ULUSOQOY, 2019)

101



Alti farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA, enjeksiyon yontemi ile
L. decemlineata larvalari tUzerinde denenmistir. Kruskal-Wallis istatistik yontemi
ile suglar arasinda fark olup, olmadigi test edilmis aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Alti farkh fungal kaynaktan saflastirilan
BEA ve ticari BEA'nin Manny-Whitney U testi kullanilarak kendi aralarinda ikili
kargilastirmalari yapilmigtir. LUl1 susundan elde edilen BEA ile diger fungal
kaynaklardan (KVL 03129, Ank12, Bey9, 0614, Bb12) elde edilen ve ticari BEA
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigstir (p>0,05). KVL 03129
standart susundan elde edilen BEA ile diger fungal kaynaklardan saflastirilan ve
ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark saptanmamistir (p>0,05).
Ank12 susundan elde edilen BEA ile ticari BEA arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05).). Bey9-BEA ile ticari BEA arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). 0614-BEA ile diger fungal
kaynaklardan elde edilen BEA ve ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark saptanmamistir (p>0,05). Bb12 susundan elde edilen BEA ile diger fungal
kaynaklardan saflastirilan ve ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0,05). Ticari BEA ile Ank12-BEA ve Bey9-BEA arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.23). Farkli fungal
kaynaklardan saflastirlan BEA ve ticari BEA ile kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmustur (p: 0.00) (p<0,05). LTso
degerlerine bakildiginda, Bb12 susundan elde edilen BEA uygulandiginda bécek
populasyonunun %50’sini yaklasik 6.459 giinde 6ldugu gézlenmistir. Ticari BEA
uygulandidinda ise bocek populasyonunun vyarisini 5.984 ginde 6ldugu

bulunmustur (Cizelge 4.26).

PlUsklrtme yontemi ile 6 farkli fungus susundan saflastirilan BEA ve ticari BEA
L. decemlineata larvalari Uzerinde denemistir. Kruskal-Wallis istatistik yontemi ile
fungal kaynaklardan saflastirilan BEA ve ticari BEA arasinda fark olup, olmadigi
test edilmis aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05).
Alti farkli fungal kaynaktan saflastirilan BEA ve ticari BEA'nin Manny-Whitney U
testi kullanilarak kendi aralarinda ikili karsilastirmalari yapilmistir. LGlI1 susundan
elde edilen BEA ile Bb12-BEA arasinda istatistiksel anlaml bir fark bulunmusken
(p<0,05), diger fungal kaynaklardan elde edilen BEA (KVL 03129, Ank12, Bey9,
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0614) ve ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05). KVL 03129 susundan elde edilen BEA ile Bey9-BEA ve ticari BEA
arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark bulunmusken (p<0,05), diger fungal
kaynaklardan elde edilen BEA (Lul1, Ank12, 0614, Bb12) arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Ank12 susundan elde edilen BEA
ile Bey9-BEA ve ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmigstir
(p<0,05). Bey-9 susundan elde edilen BEA ile Ank12-BEA, KVL 03129-BEA ve
Bb12-BEA arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark saptanmistir (p<0,05). 0614
susundan elde edilen BEA ile ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,05). Bb12 susundan elde edilen BEA ile LUI1-BEA, Bey9-BEA
ve ticari BEA arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05).
Ticari BEA ile LUI1-BEA ve Bey9-BEA arasinda olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p<0,05) (Cizelge 4.24). Farkli fungal kaynaklardan saflastirilan
BEA ve ticari BEA ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p: 0.00) (p<0,05). LTso degerlerine bakildiginda, Bey9 susundan
elde edilen BEA uygulandiginda bocek populasyonunun %50’sini yaklagik 6.639
gunde oldugu gozlenmigtir. Ticari BEA uygulandiginda ise bocek

populasyonunun yarisini 6.076 gunde 6ldaga bulunmustur (Cizelge 4.26).

Yaprak daldirma yontemi ile 6 farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari
uriin olan BEA L. decemlineata larvalari Gzerinde denenmistir. Kruskal-Wallis
istatistik yontemi ile fungal kaynaklardan saflastirilan BEA ve ticari BEA arasinda
fark olup, olmadigi test edilmis aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,05). Alti farkli fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari
BEA’'nin Manny-Whitney U testi kullanilarak kendi aralarinda ikili kargilastirmalari
yapilmistir. LUI1 susundan elde edilen BEA ile Ankl12-BEA ve 0614-BEA
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Standart sus olan
KVL 03129'dan elde edilen BEA ile Ank12-BEA arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmustur (p<0,05). Ank12 susundan elde edilen BEA ile
Bey9-BEA ve 0614-BEA arasinda istatiksel olarak anlamh bir fark
bulunmamisken (p>0,05), diger fungal kaynaklardan saflastirilan (Lul1, KVL
03129 ve Bb12) suslarinda elde edilen BEA arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmustur (p<0,05). Bey9 susundan elde edilen BEA ile ticari BEA
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arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). 0614
susundan elde edilen BEA ile LUI1-BEA, Bb12-BEA ve ticari BEA arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p<0,05). Bb12 susundan elde
edilen BEA ile 0614-BEA, Ank12-BEA arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmistir (p<0,05). Ticari BEA ile Ank12-BEA, Bey9-BEA, 0614-BEA
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.25).
Farkll fungal kaynaklardan saflastirilan BEA ve ticari BEA ile kontrol gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p: 0.00) (p<0,05). LTso
degerlerine bakildiginda, Lul1 sugundan elde edilen BEA uygulandiginda bocek
populasyonunun %50’sini yaklasik 7.970 giinde 6ldugu gézlenmistir. Ticari BEA
uygulandidinda ise bocek populasyonunun vyarisini 8.530 glnde 6ldugu

bulunmustur (Cizelge 4.26).

Enjeksiyon yontemi ile puskurtme yontemleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunmamistir (p: 0.127) (p>0,05). Puskurtme yodnteminin diger iki
yontemden istatistiksel olarak anlamli bir farki olmadigr saptanmigtir (p: 0.128)
(p>0,05). Yaprak daldirma yontemiyle enjeksiyon ydontemi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur (p: 0.00) (p<0,05). Enjeksiyon yontemi ve
puskurtme yonteminin, yaprak daldirma yontemine gore daha kisa sure iginde
etkili oldugu gozlenmigtir. L. decemlineata larvalari Uzerinde uygulanan
enjeksiyon, puskurtme ve yaprak daldirma yontemlerinin 16.gundeki yuzde 6lim
oranlari sirasiyla %97.14, %87.61 ve %72.38'dir (Sekil 4.24) (Sekil 4.25) (Sekil
4.26). Enjeksiyon, puskurtme ve yaprak daldirma yontemlerinin uygulandidi L.
decemlineata larvalarinin LTso degerleri sirasiyla 7.387, 7.831 ve 10.791°dir
(Cizelge 4.27). BEA ¢Ozeltilerinin enjeksiyon yontemi ile uygulandiginda, diger iki

yonteme gore, daha kisa sure iginde etkili oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.24. Leptinotarsa decemlineata larvalari tGzerine enjeksiyon teknidi ile

uygulanan 6 farkh fungal kaynaktan elde edilen BEA, ticari BEA ve kontrol

grubuna gore 6lum orani.
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Sekil 4.25. Leptinotarsa decemlineata larvalari Gzerine puskurtme ile uygulanan
6 farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA, ticari BEA ve kontrol grubuna gore

Olim orani.
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Sekil 4.26. Leptinotarsa decemlineata larvalari Gzerine puskirtme ile uygulanan

6 farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA, ticari BEA ve kontrol grubuna gore

Oolim orani.

Cizelge 4.23. Alti farkl fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA’'nin

enjeksiyon yontemi ile Leptinotarsa decemlineata larvalar tUzerindeki etkisinin

ikili kargilastiriimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).

Lal- KVL Ank12- Bey9- 0614- Bb12- Ticari Kontrol
BEA 03129- BEA BEA BEA BEA BEA
BEA
LiGlI1-BEA X ,922 ,238 ,408 ,851 ,986 314 ,00*
KVL 03129- ,922 X ,244 ,409 ,929 ,955 378 ,00*
BEA
Ank12-BEA ,238 ,244 X ,617 , 170 ,152 ,017* ,00*
Bey9-BEA ,408 ,409 ,617 X ,303 334 ,043* ,00*
0614-BEA ,851 ,929 ,170 ,303 X ,817 429 ,00*
Bb12-BEA ,986 ,955 ,152 334 ,817 X 247 ,00*
Ticari BEA 314 378 0,17* ,043* ,429 ,247 X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
*p< 0.05
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Cizelge 4.24. Alt farkh fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA’nin

puskirtme yontemiile Leptinotarsa decemlineata larvalari Uzerindeki etkisinin ikili

karsilagtinimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).

Lall- | KVL Ank12- | Bey9- 0614- Bb12- Ticari Kontrol
BEA | 03129- BEA BEA BEA BEA BEA
BEA
Lul1-BEA X ,052 ,126 , 748 ,232 ,014* ,113 ,00*
KVL 03129- | ,052 X ,780 ,020* ,408 ,512 ,00* ,00*
BEA
Ank12- ,113 ,780 X ,042* ,618 ,300 ,001* ,00*
BEA
Bey9-BEA , 748 ,020* ,042* X ,147 ,006* 117 ,00*
0614-BEA ,232 ,408 ,618 ,147 X ,328 ,006* ,00*
Bb12-BEA | ,014* ,512 ,300 ,006* ,328 X ,00* ,00*
Ticari BEA ,113 ,00* ,001* ,117 ,006* ,00* X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
*p< 0.05

Cizelge 4.25. Alti farkll fungal kaynaktan saflastinlan BEA ve ticari BEA'nin

yaprak daldirma ydéntemi ile Leptinotarsa decemlineata larvalari Gzerindeki

etkisinin ikili kargilastiriimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).

Lal1- KVL Ank12- | Bey9- 0614- Bb12- Ticari Kontrol
BEA 03129- BEA BEA BEA BEA BEA
BEA

Lul1-BEA X ,578 ,009* ,072 ,036* ,960 ,337 ,00*
KVL 03129-| ,578 X ,031* 221 121 ,581 ,134 ,00*
BEA
Ank12-BEA | ,009* ,031* X ,261 ,640 ,009* ,001* ,00*
Bey9-BEA ,072 221 ,261 X ,697 ,987 ,008* ,00*
0614-BEA ,036* ,121 ,640 ,697 X ,037 ,003* ,00*
Bb12-BEA ,960 ,5681 ,009* ,987 ,037* X 424 ,00*
Ticari BEA ,337 ,134 ,001* ,008* ,003* 424 X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*

*p< 0.05
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Cizelge 4.26. Alti farkli fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA’nin

Leptinotarsa decemlineata larvalarindaki LTso degerleri

Enjeksiyon Piskiirtme Yaprak Daldirma

Beauverisin LTeo %)95 LTeo 0_/?95 L Teo 0./?95
(Giin) Guvevn (Giin) Guvevn (Giin) Guvevn

Araligi Araligi Araligi

Lil1-BEA 8.116 220727' 6.742 57'_8622' 7.970 %_ﬁi’
KVL 03129-BEA | 8.210 22357' 9.047 176?3(?% 8.261 2'21?;'
Ank12-BEA 8.403 ggg;' 8.024 Z‘i’g 13.012 11{173813;
Bey9-BEA 7.654 %.755276' 6.639 57'.%%(‘1' 10.984 ffggé
0614-BEA 8.053 2225‘;' 9.160 2'2222' 10.831 flzd.fs?gc_)
Bb12-BEA 6.459 57'2323' 11.210 11%3(’)7317 12.089 110392223
Ticari BEA 5.984 %_%2187' 6.076 %_‘:’3212' 8.530 g'ig
Kontrol 30,32 23?1?45561' 29,48 2%_1?%’ 31,80 3;022423

Cizelge 4.27. Enjeksiyon ve puskurtme ydntemleriyle uygulanan alti farkh
kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin Leptinotarsa decemlineata

larvalarindaki LTso degerleri

Uygulama yoéntemi LTso degerleri (Giin) %95 Giiven Araligi

Enjeksiyon yontemi 7.387 6.657-8.039
Puskurtme yontemi 7.831 7.427-8.211
Yaprak daldirma 10.791 9.173-12.067
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43.3.2. Farkh  konsantrasyonlardaki  Beauverisinin Leptinotarsa

decemlineata larvalarina uygulanmasi

L. decemlineata larvalari dzerinde; Lul1, Ank12, KVL 03129, Bey9, 0614 ve Bb12
olarak adlandirilan 6 fungus susundan elde edilen BEA ve ticari BEA’nin 4 farkl
konsantrasyonu (0.001M, 0.0001M, 0.00001M ve 0.000001M) puskirtme ydntem
ile denenmigtir. 31 gun suren deneme sonucunda ve Olu larva sayilari
kaydedilmistir. Her deney dizeneginde 7’ser adet L. decemlineata larvasi
kullaniimis olup deney 3 defa tekrarlanmistir. Her alti farkli fungal kaynaktan elde
edilen BEA her konsantrasyonu icin toplam 21 adet L. decemlineata larvasi
denenmigtir. Alti farkli fungal kaynaktan saflastirilan BEA’nin ve ticari BEA'nin

tum konsantrasyonlari L. decemlineata Uzerinde etkili oldugu bulunmustur.

Ug farkli B. bassiana susu (LUl1, Ank12 ve KVL 03129) ve ug farkl
P. fumosoroseus susundan (Bey9, 0614 ve Bb12) saflastirilan BEA ve ticari BEA
arasinda fark olup olmadigi Kruskal-Wallis istatistik yontemi ile analiz edilmis ve
aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p: 0.00) (p<0,05).
Alti farkh fungal kaynaktan saflastirilan BEA ve ticari BEA’'nin Manny-Whitney U

testi kullanilarak kendi aralarinda ikili kargilastirmalari yapiimistir.

0.000001 M BEA konsantrasyonunda; alti farkli fungal kaynaktan elde edilen
BEA ve ticari BEA arasindan sadece KVL 03129 susundan saflastirilan BEA
istatiksel olarak farklilik goésterdigi bulunmustur. KVL03129-BEA ile Lil1-BEA,
Ank12-BEA, Bbl12-BEA arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmus
iken (p<0.05), diger fungal kaynaklardan (Bey9, 0614) elde edilen BEA ve ticari
BEA arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir (p>0.05) (Cizelge 4.28).

0.00001 M BEA konsantrasyonunda; alti farkh fungal kaynaktan elde edilen BEA
ve ticari BEA arasindan, sadece KVL 03129 susundan saflastirlan BEA'nin
istatiksel olarak farklilik gdsterdigi bulunmustur. KVL03129-BEA ve LUI1-BEA
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge
4.29).
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0.0001 M BEA konsantrasyonunda; LUlI1 susundan elde edilen BEA ile
Ank12-BEA ve KVL 03129-BEA arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
bulunmustur (p<0.05). KVL 03129-BEA ile LUI1-BEA ve ticari BEA arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Ank12-BEA ile LGI1-BEA
ve ticari BEA arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmustur (p<0.05).
Ticari BEA ile Ank12 ve KVL 03129 suslarindan saflastirlan BEA arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.30).

0.001 M BEA konsantrasyonunda; alti farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA ve
ticari BEA arasindan sadece KVL 03129 susundan saflastirilan BEA'nin istatiksel
olarak farklihk go6sterdigi bulunmustur. KVL03129-BEA ve Lul1 ve Bey9
susglarindan saflastirilan BEA arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.31). Farkli fungal kaynaklardan saflastirilan BEA ve
ticari BEA ile kontrol gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark

bulunmustur (p<0,05).

Uygulanan BEA konsantrasyonu artikga, bocek populasyonun tamaminin élmesi
icin gereken sure azalmistir. 6 farkli fungus kaynagindan elde edilen BEA ve ticari
BEA'nin 0.000001 M konsantrasyonunun, L. decemlineata larvalari Uzerinde
uygulandiktan 13 gun sonra bdcek populasyonunun %78.23’Unun oldurdugd,
0.001M konsantrasyonunun, L. decemlineata larvalari Gzerinde uyguladiktan 13
gun sonra bdcek populasyonunun %94.55 ‘ini 6ldirdagu goézlenmistir. LTso
degerlerine bakildiginda; KVL 03129 susundan elde edilen BEA’nin 4 farkli
konsantrasyonunun (0.000001 M, 0.00001 M, 0.0001 M ve 0.001M), ticari
BEA'nin 4 farkll konsantrasyonuna goére daha kisa sure iginde bocek
populasyonunun yarisini oldurdugu bulunmustur 0.000001 M KVL 03129-BEA
uygulandiinda bécek populasyonunun %50’isini éldirmesi icin gereken slre
7.034 gun iken, 0.001 M Ank12-BEA uygulandiginda bocek populasyonunun
%50Q’isini dldurmesi icin gereken sure 4.794 gundur. (Cizelge 4.32).

LCso degerlerinin hesaplanmasi igin; 5., 8. ve 10. gundeki veriler kullaniimigtir.
KVL 03129 susundan elde edilen BEA'nin 5., 8. ve 10. gunlerde bodcek

populasyonunun %50’sini 6ldurmek icin gerekli olan konsantrasyonlar sirasiyla
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2,7x10%M, 9,1 x 10° M ve 4,1 x 10" M BEA oldugu bulunmustur (Cizelge 32).
Tam suslardan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin, 10. gliinde elde edilen LCso
degerlerinin, 5. ve 8. gundeki LCso degerlerinden daha dusik oldugu
saptanmigtir.

Dért farkh BEA konsantrasyonu (0.001 M, 0.0001 M, 0.00001 M ve 0.000001 M)
arasindaki fark Kruskal-Wallis testi ile test edilmis ve tim konsantrasyon gruplari
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). L. decemlineata
larvalari Gzerinde uygulanan en ylksek BEA konsantrasyonunun, kisa surede en

yuksek 6lim oranini gosterdigi gozlenmistir (Sekil 4.27) (Cizelge 4.34).
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Sekil 4.27. Leptinotarsa decemlineata larvalari Uzerinde test edilen 6 farkli
fungusdan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin dort farkli konsantrasyonunun

BEA'nin 5., 8., 10., 15. ve 30. glnlere gore 6lim orani.
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Cizelge 4.28. Alti farkli fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA’nin

0.000001M konsantrasyonunun Leptinotarsa decemlineata larvalari Gzerindeki

etkisinin ikili kargilastiriimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).

Lal1- KVL Ank12 | Bey9- | 0614- Bb12- Ticari Kontrol
BEA 03129- | -BEA | BEA BEA BEA BEA
BEA
Lul1-BEA X ,041* ,324 ,339 ,388 ,665 ,245 ,00*
KVL 03129-| ,041* X ,007* ,397 | ,382 ,031* ,445 ,00*
BEA
Ank12-BEA ,324 ,007* X ,085 ,109 ,657 ,056 ,00
Bey9-BEA ,339 ,397 ,085 X ,953 ,198 ,985 ,00*
0614-BEA ,388 ,397 ,109 ,953 X ,206 ,918 ,00*
Bb12-BEA ,665 ,031* ,657 ,198 ,206 X ,166 ,00*
Ticari BEA ,245 ,445 ,056 ,985 ,918 ,641 X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
*p< 0.05

Cizelge 4.29. Alti farkl fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA’'nin

0.00001M konsantrasyonunun Leptinotarsa decemlineata larvalari Gzerindeki

etkisinin ikili karsilagtiriimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).

Lal- KVL Ank12- | Bey9- 0614- Bb12- Ticari | Kontrol
BEA 03129- BEA BEA BEA BEA BEA
BEA

Lul1-BEA X ,004* ,062 ,538 ,110 ,323 ,219 ,00*
KVL ,004* X ,581 ,55 ,216 ,130 ,163 ,00*
03129-BEA
Ank12- ,062 ,581 X ,268 ,635 ,450 ,453 ,00*
BEA
Bey9-BEA ,538 ,055 ,268 X 415 721 ,650 ,00*
0614-BEA ,110 ,216 ,635 ,415 X ,658 , 7182 ,00*
Bb12-BEA ,323 ,130 ,450 ,415 ,658 X ,955 ,00*
Ticari BEA ,219 ,163 ,453 ,650 ,782 ,955 X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*

*p< 0.05
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Cizelge 4.30. Alti farkli fungal kaynaktan saflastirilan BEA ve ticari BEA'nin

0.0001M konsantrasyonunun Leptinotarsa decemlineata larvalari Uzerindeki

etkisinin ikili kargilasgtiriimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).

Lal1- KVL Ank12- | Bey9- 0614- Bb12- Ticari Kontrol
BEA 03129- BEA BEA BEA BEA BEA
BEA
Lul1-BEA X ,028* ,038* ,791 , 715 ,291 ,533 ,00*
KVL 03129- | ,028* X 773 ,060 ,075 ,308 ,012* ,00*
BEA
Ank12-BEA | ,038* 773 X ,0855 ,098 ,401 ,016* ,00*
Bey9-BEA ,791 ,060 ,098 X ,901 ,343 475 ,00*
0614-BEA , 715 ,075 ,098 ,901 X ,394 ,324 ,00*
Bb12-BEA ,219 ,308 ,401 ,343 ,394 X ,080 ,00*
Ticari BEA ,553 ,012* ,016* 475 ,324 ,080 X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*
*p< 0.05

Cizelge 4.31. Alti farkl fungal kaynaktan saflastirlan BEA ve ticari BEA’'nin

0.001M konsantrasyonunun Leptinotarsa decemlineata larvalari Uzerindeki

etkisinin ikili karsilagtiriimalari (Mann-Whitney U testi p< 0.05).

Lal1- | KVL Ank12- | Bey9- | 0614- Bb12- Ticari Kontrol
BEA 03129- | BEA BEA BEA BEA BEA
BEA

Liil1-BEA X ,007* ,058 ,902 ,481 ,184 ,374 ,00*
KVL 03129- | ,007* X ,487 ,007* | ,078 174 ,069 ,00*
BEA
Ank12-BEA ,058 487 X ,056 ,291 ,562 ,287 ,00*
Bey9-BEA ,902 ,007* ,056 X 470 171 ,326 ,00*
0614-BEA ,481 ,078 ,291 470 X ,598 ,919 ,00*
Bb12-BEA ,184 174 ,562 171 ,598 X ,641 ,00*
Ticari BEA ,374 | ,069 ,287 ,326 ,919 ,641 X ,00*
Kontrol ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00* ,00*

*p< 0.05
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Cizelge 4.32. Alti farkli fungal kaynaktan elde edilen beauverisin ve ticari BEA’'nin

4 farkli konsantrasyonunun uygulandigi Leptinotarsa decemlineata larvalarinin

LTso degerleri

0.000001 M BEA 0.00001 M BEA 0.0001 M BEA 0.001 M BEA
(0.007839 ul/mL) (0.007839 pl/mL) (0.07839 pl/mL) (0.7839 pl/mL)
Beauverisin % 95 % 95 % 95 % 95
LTso LTso LTso LTso
. Giiven . Giiven . Giiven . Giiven
(Guin) (Giin) (Giin) (Guin)
Aralig Aralig Araligi Arahgi
4,985- 5,697- 3.261-
Lil1-BEA 7.994 6.922 6.416 5.702 4.012-8.556
8,698 9,775 7.969
KVL 03129- 5,916- 3.443- 5.017-
7.034 6.445 5.462 4.794 | 3.398-5.575
BEA 7,880 6.795 7.221
6,844- 5,712- 3.693-
Ank12-BEA 9.025 7.348 6.185 6.016 | 4.361-7.423
10,590 8,510 7.253
4,995- 3.374- 4.907-
Bey9-BEA 8.169 7.907 7.088 6.957 | 4.210-9.134
9,645 10.513 8.590
9,057- 5.359- 4.545-
0614-BEA 10.834 7.235 6.718 6.641 4.737-8.112
12,096 8.655 8.334
7,304- 7.477- 2.130-
Bb12-BEA 9.447 8.344 5.752 5.125 2.408-7.034
10,876 10.619 7.385
T 7,535- 7.280- 7.145-
Ticari BEA 9.556 8.595 7.556 6.490 | 5.382-7.304
10,091 9.605 10.978
26,675 26,675 26,675 26,675
Kontrol 27,12 27,12 27,12 27,12
27,538 27,538 27,538 27,538
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Cizelge 4.33. Leptinotarsa decemlineata larvalar Uzerinde denenen alti farkl

fungal kaynaktan elde edilen beauverisinin ve ticari BEA'nin 5., 8. ve 10.

gunlerdeki LCso degerleri.

Beauverisin 5.giindeki LCso 8.giindeki LCs 10.giindeki LCso
(Molar) (Molar) (Molar)

LUlM1-BEA 1,9x103 1,5x 103 3,8 x 107
KVL 03129-BEA 2,7 x10* 9,1 x10° 4,1 x 107
Ank12-BEA 4,9 x 102 3,5x10° 0,5x10°
Bey9-BEA 0,21 x 102 4,3 x10* 4,4 x 107
0614-BEA 2,3x10°% 1,4 x10° 1,1 x10°
Bb12-BEA 8,1 x 103 1,3x10° 5,7 x10°
Ticari BEA 3x 102 1,1 x10* 8,1 x 10°

Cizelge 4.34. Dort farkli BEA konsantrasyonunun L. decemlineata larvalarindaki

LTso degerleri.

Beauverisin
LTs0 (Guin) %95 Gliven Araligi
konsantrasyonu
0.000001 M BEA
8.156 7.303-8.895
(0.007839 pl/mL)
0.00001 M BEA
7.796 6.847-8.596
(0.007839 pl/mL)
0.0001 M BEA
6.802 5.298-7.931
(0.07839 pl/mL)
0.001 M BEA
5.957 5.280-6.561
(0.7839 pl/mL)
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5. TARTISMA

Bu calismada, Turkiye’nin farkl bolgelerinden daha 6nce toplanmis olan toprak
orneklerinden izole edilen; Beauveria bassiana (Lul1, Ank12), Paecilomyces
fumosoroseus (Bey9, 0614, Bb12) suslar [23-25] ve standart Beauveria
bassiana KVL 03129 (ARSEF 8032) susu beauverisin (BEA) uretimi igin
kullaniimistir. KVL 03129 susu ARS entomopatojenik fungus koleksiyonundan bir
sus olup, 18 Eylul 2002 tarihinde Nicolai V. Meyling tarafindan izole edilmigtir
[24]. BEA saflagtiriimasi igin, BEA-baskilanmis kriyojel kolon kullaniimigtir.
Saflasgtirlan BEA, farkli uygulama yontemleri ve konsantrasyonlariyla tarim
zararlisi olan Galleria mellonella, Tenebrio molitor ve Leptinotarsa decemlineata

larvalarinda denenmistir.

Kriyojel kolon polimerinin kimyasal yapisi i¢in FTIR analizi, kriyojel kolonun yuzey
alani 6lcumu i¢in BET analizi, kriyojel kolonun morfolojik yapisini incelemek icin

SEM analizi ve denge sisme deneyi yapilmigtir.

BEA-baskilanmis (MIP-BEA) kriyojel kolonun FTIR spektrum sonuglarini daha iyi
incelemek i¢cin; MATrp monomeri igeren MIP-BEA kolonunun FTIR
spektrumundan, MATrp monomeri igermeyen Poli(HEMA) FTIR spektrumu
cikariimigtir. Elde edilen FTIR spektrumundaki band degisimlerine bakilarak,
BEA baskili kriyojel kolonun basarih sekilde sentezlendigini soylemek
mUmkindir (Sekil 4.2). BEA baskilanmis kriyojel kolonun yiizey alani 16.24 m?/g,
BEA baskilanmamis kriyojel kolonun yiizey alani 12.18 m?/g olarak bulunmustur.
MIP-BEA kriyojel kolonu ile NIP-BEA kriyojel kolonu arasindaki ylzey alanlarinin
farkli olmasinin nedeni, MIP-BEA kriyojel kolonunda BEA’ya ait spesifik
bosluklarin olusmasiyla ylzey/gdzenek alaninin artmasidir. BEA’'nin kriyojel
kolona baskilamasindan dolayr MIP-BEA kriyojel kolonunun yizey alani artmistir.
Asliylce ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada, Protein A saflagtiriimasi igin
Protein A baskilanmig super makrogozenekli kriyojeller sentezlemislerdir. Protein
A bazi immunglobulinlerin Fc reseptorleri (IgG1, 19G2, IgG4) ile birlesebilmekte,
bdylelikle anti-fagositer ve anti-komplementer etki gosterebilmektedir. Protein A-

baskilanmis kriyojelin ylizey alani 9.91 m?/g, Protein A-baskilanmamis kriyojelin

116



ylizey alani 6.18 m?/g olarak bulmuslardir [222]. Culha ve arkadaslarinin
yaptiklari ¢alismada, L-Lizin baskilanmig kriyojeller sentezlenmis ve
Immunoglobulin G saflagtirimasinda kullanmiglardir.  L-lizin baskilanmig
kriyojelin ylizey alani 34.2 m?/g, L-Lizin baskilanmamis kriyojelin ylizey alani 21.3
m?/g olarak bulunmustur [223]. Bu ¢alismalarda oldugu gibi bu arastirmada da
molekuler baskilanmis kriyojelin ylzey alaninin, molekuler baskilanmamis

kriyojele gore daha fazla oldugu bulunmustur.

SEM gdruntilerine bakildiginda, kriyojel kolonlarda birbirleriyle baglantih
gbzenekler gobzlenmistir. MIP-BEA kriyojel kolonundaki bu gobzenekli yapi,
BEA'nin kriyojel igerisine difizyonunun kolay olamasini saglamaktadir. MIP-BEA
kriyojel kolon yuzeyinin, NIP-BEA kriyojel kolon yuzeyine gore daha puruzli
oldugu gozlenmistir. Bunun nedeni; MIP-BEA kriyojel kolonun yapisina katilan
BEA’nin hidrofobikligi artirmasi oldugu dustntlmektedir. MIP-BEA kriyojel kolon
polimerizasyonu sirasinda, hidrofobiklige bagli olarak itme kuvveti ile polimerin

yuzeyinde kuresel kimeler olugsmustur (Sekil 4.3).

Poli(HEMA), BEA baskilanmamis poliHEMA-MATrp) (NIP-BEA) ve BEA
baskilanmis poli(HEMA-MATrp) (MIP-BEA) kriyojel kolonlarin denge sisme
oranlari sirasiyla %892, %635 ve %752'dir. NIP-BEA kriyojel kolonun denge
sisme oraninin en dusuk olmasinin nedeni, MATrp’nin yapisinda hidrofobik
Ozellige sahip olan triptofan aminoasitinin bulunmasidir. MIP-BEA ve NIP-BEA
kriyojel kolonlar hidrofobik 6zellikte olmalarina ragmen, MIP-BEA kriyojel kolonun
denge sisme orani daha yuksektir (Sekil 4.4). Bunun nedeni; BEA'nin kolona
baskilanmasiyla kolonda BEA'ya 6zgu bosluklarin olusmasi ve bu bdylece
kolonun daha fazla miktarda suyu adsorbe edebilmesidir. BEA’nin
baskilanmasiyla kolonda olusan spesifik bosluklar, su tutma kapasitesinde ve
dolayisiyla sisme oraninda artigsa neden olmustur. Birlik ve arkadaslari yaptiklari
bir calismada, sulardan kromu uzaklastirmak amaciyla krom baskilanmig kriyojel
disk sentezlemislerdir. Krom-baskili kriyojel ve krom-baskilanmamis kriyojel
disklerin denge sisme orani sirasiyla, %59 ve %39 olarak bulmuslardir [224]. Bu

sonug, bu tez galismasyla paralellik gostermektedir. Kriyojellerin makro gézenek
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oranlarinin birbirine yakin olmasi kriyojel kolonlarin ayni sentez kosullarinda

sentezlendigini gostermektedir.

Istenilen molekiile 6zgii sentezlenen molekiiler baskilanmis kriyojel kolonun
adsropsiyon kapasitesi pH, sicaklik, iyon siddeti, akis hizi ve baslangi¢ derigimi
gibi faktdrlerden etkilenmektedir. Maksimum BEA adsorpsiyonu, pH 6.5 MES
tamponunda gergeklesmis ve 13.5 mg/polimer olarak bulunmustur (Sekil 4.5).
lyon derisiminin BEA adsorpsiyonuna olan etkisi incelenmis ve maksimum BEA
adsorpsiyonu, tuz derigsiminin olmadidi ortamda gergeklesmistir (Sekil 4.6). BEA-
baskili kriyojel kolon sentezlenirken, fonksiyonel monomer MATrp fenilalanin
grubu ile BEA fenilalanin grubu arasinda hidrofobik etkilesimlerin baskin olacagi
varsayllimistir. BEA adsorpsiyonunda iyonik siddet parametresi incelendiginde,
BEA ile MATrp arasinda hidrofobik etkilesimler disinda baska etkilesimlerin de
olabilecegi goértulmustir. pH 6.5’te fonksiyonel monomer MATrp’'in —COOH grubu
negatif yuklenmesinden (pl: 5.89) dolayi karboksil grubu —COO- seklinde
iyonlagmaktadir. Ortamda tuz miktari artikgca su molekulleri NaCl molekullerini
cozer ve MATrp’nin yapisinda yer alan —COOH grubunun iyonlagsmasi
protonasyon ile baskilanir. Aslinda beklenen durum; ortamdaki NaCl
konsantrasyonunun artmasiyla BEA molekulunin fenil grubu ile MATrp
molekulinun fenil grubu arasindaki hidrofobik etkilesimin artmasidir. Ancak
ortamdaki su molekulleri NaCl molekillerini ¢bzdugu icin —COOH grubu
iyonlagsamaz ve BEA ile MATrp arasindaki hidrojen baglarinin artmasi nedeniyle
hidrofobik etkilesim azalmaktadir. Odabagi ve arkadaslari yaptiklari bir
calismada, sulu ¢ozeltlerden ve yumurta akindan lizozimi saflagtirmak igin
lizozim baskilanmig polimer sentezlemislerdir. Alti farkh tuz derigiminin (0.0 M,
0.02 M, 0.04 M, 0.06 M, 0.08 M, 0.1 M NACI) lizozim adsorpsiyonuna olan etkisini
incelemigler ve ortamdaki tuz konsantrasyonunun artikga, adsorplanan lizozim
miktarinda azalma oldugunu bulmuslardir. Calismada tuzun olmadigi ortamda
lizozim adsorpsiyonu 8.1 mg/g polimer olmus, ortamda 0.1 M NaCl oldugunda ise
adsopsiyon miktarinin 4.8 mg/g polimere dustigini gézlemlemiglerdir [225].
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Sicakligin, BEA adsorpsiyonuna olan etkisi incelenmis ve maksimum BEA
adsorpsiyonu 25°C’de 13.45 mg/polimer olarak bulunmustur. 35°C MIP-BEA
kriyojel kolonun, BEA adsorpsiyon kapasitesi 12.49 mg/polimer iken, 45°C MIP-
BEA kriyojel kolonun BEA adsorpsiyon kapasitesinin 11.45 mg/polimer oldugu
bulunmustur (Sekil 4.7). Kalip molekul ile fonksiyonel monomer arasindaki
etkilesimlerde, hidrojen bagdlari ve iyonik etkilegimlerin baskin oldugunda sicaklik
arttikga adsorpsiyon kapasitesinde azalma, hidrofobik ve Van der Waals
etkilesimlerinin baskin oldugu durumlarda ise sicaklik arttikga adsorpsiyon
kapasitesinin ylUkseldigi gorilmektedir. Sicakhgin BEA adsorpsiyon kapasitesi
uzerindeki etkisine bakildiginda; BEA-MATrp arasindaki etkilesimin, sadece
hidrofobik etkilesimlerden olusmadigi, hidrojen baglarinin da etkilesimde yer
aldigi soylenebilmektedir. Cunkli BEA ve MATrp arasindaki etkilesim sadece
hidrofobik etkilesimlerden olussaydi, sicaklik artikca adsorpsiyon kapasitesi
artardi. Bu etkilesim sadece hidrojen baglarindan olugsaydi sicaklik artikga
adsorpsiyon kapasitesi azalirdi. 35°C’de adsorpsiyon kapasitesindeki dususun
az olmasi, BEA ile MATrp arasindaki etkilesimin hidrojen baglari ve hidrofobik
etkilesimlerden kaynaklandigini géstermektedir (Sekil 4.7). BEA adsorpsiyonunu
etkileyen faktorlere bakildiginda, sicaklik ve iyon siddeti parametrelerinden elde
edilen sonuglarin birbirini destekledigi gortlmektedir. Demirci ve arkadaglari
yaptiklari bir calismada, pihtilagsma sisteminin dnemli bir inhibitdéri olan protein
C'yi saflastirmak icin protein C-baskili kriyojel sentezlemislerdir. Calismada,
sicakhgin protein C adsorpsiyonuna olan etkisini incelemek icin tg farkl sicaklik
derecesi secilmistir. 4°C, 25°C ve 45°C sicakliklarda adsorplanan Protein C
miktar1 sirasiyla, 10.72 mg/g, 7.74 mg/g ve 6.05 mg/g olarak bulunmustur.
Sicaklk artik¢ca adsorplanan Protein C miktarinda azalma go6zlendidi igin, Protein
C ile kolon arasindaki baskin etkilesim turinin hidrojen baglari ve iyonik
etkilesimler oldugu bulunmustur [226]. Bakhshpour ve arkadasglari yaptiklari bir
calismada, akciger kanserinin Dbelirteci olarak tizorin baskili  kriyojel
sentezlemislerdir. Sicakligin tirozin adsorpsiyonuna olan etkisi incelendiginde,
sicaklik artikga adsorplanan tirozin miktarinin arttigr bulunmustur. Bu da tirozin
adsorpsiyonda hidrofobik etkilesimlerin daha baskin oldugunu géstermektedir
[227]. Bu caligmada oldugu gibi, ortam sicakligindaki degismeler hedef molekul
ile fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimi degistirmektedir. Hedef molekdl ile

fonksiyonel monomer arasinda hidrofobik ve Van der Waals etkilesimleri varsa
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sicaklik artikgca adsopsiyon kapasitesi artmaktadir. Eger hedef molekdl ile
fonksiyonel monomer arasinda hidrojen baglari ve elektrostatik etkilesimler varsa
sicaklik artikga adsorspsiyon kapasitesi azalmaktadir. Bu calismada, BEA-
baskilanmis kriyojel kolondan saflastirilan BEA miktarinda, 45°C’ye kadar 6nemli
bir azalma gézlenmemistir. Bu ylizden BEA ile fonksiyonel monomer olan MATrp
arasindaki etkilesimlerin, hem hidrofobik etkilesimlerden hem de hidrojen

baglarindan olustugu dusunulmektedir.

Akis hizinin BEA adsorpsiyonuna olan etkisine bakildiginda, akis hizi artikga
BEA adsorpsiyonu azalmaktadir Tamahkar ve arkadaslari yaptiklar bir
calismada, sitokrom c-baskili kriyojel sentezlemiglerdir. Kriyojel kolondanki akis
hizi artikga, adsorplanan sitkrom ¢ miktarinin azaldigini bulmuslardir. Akis hizi
0.5 mL/dk’ dan 3.0 mL/dk’ya c¢ikartildiginda adsorplanan sitokrom ¢ miktari 35
mg/g polimerden 7 mg/g polimere distliguni saptamislardir [228]. Benzer sonug
bu ¢aligmada BEA- baskilanmis kriyojel kolonda gecirilen BEA'da gozlenmigtir.
MIP-BEA kriyojel kolondan gegcirilen BEA solusyonunun hizi 1.0 mL/dk’dan 2.5
mL/dk c¢ikartildiginda, adsorplanan BEA miktarinin 13.45 mg/g polimerden 8.72
mg/g polimere dustigu bulunmustur (Sekil 4.8). Bunun nedeni, BEA’'nin MIP-BEA
kriyojel kolon yapisinda bulunan BEA 6zgu bosluklarda kalma ve etkilesime

girme suresinin kisalmasidir.

Baslangigtaki BEA derigiminin, MIP-BEA ve NIP-BEA kriyojel kolonlarinda BEA
adsorpsiyonuna olan etkisi incelenmistir. Maksimum BEA adsorpsiyonu; 2 mg/mL
BEA konsantrasyonunda, MIP-BEA ve NIP-BEA kriyojel kolonlarinda sirasiyla,
43 mg/g ve 11 mg/g polimer olarak bulunmustur. Baslangigtaki BEA
konsantrasyonu 2 mg/mL Ustine c¢iksa da adsorplanan BEA miktarinda bir
degisiklik gézlenmemistir. Bunun nedeni 2 mg/mL BEA konsantrasyonunda,
kriyojel kolonlarda beauverisinin baglanabilecegi spesifik bdlgelerin dolmasi
nedeniyle denge degerine ulasiimasidir (Sekil 4.9). Bu c¢alismadaki sonuglara
paralel olarak, Kartal ve arkadaglari da yaptiklari bir calismada; sutten kolesterol
uzaklastirimasi igin kolesterol baskilanmig kriyojel kureler sentezlemiglerdir.

Baslangigta sutteki kolesterol miktari arttikgca, kolesterol-baskilanmis kriyojel
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klrelerden adsorplanan kolesterol miktarinin arttigini bulmuslardir. Kolondan
gegirilen kolesterol konsantrasyonu 3.0 mg/mL oldugunda, kolonda kolesterolln
baglanabilecegi bolgelerinin dolmasina bagli olarak denge degerine ulasiimis ve

adsorplanan kolesterol miktar1 288.7 mg/g polimer olarak bulunmustur [216].

Adsorpsiyon izotermi, adsorpsiyon surecinde her bir hedef moleklliin adsorban
ile etkilesimini karakterize etmek icin kullaniimaktadir. BEA molekulinun MIP-
BEA kriyojel kolon ile etkilesimini incelemek icin Langmuir ve Freundlich
adsorpsiyon modelleri kullaniimistir. Asliylce ve arkadaglari yaptiklar bir
calismada, Protein A saflastirimasi icin Protein A baskilanmis stper
makrogozenekli kriyojeller sentezlemislerdir. Protein A ile kriyojel arasindaki
etkilesimi incelemek icin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon modellerini
kullanmiglardir. Calismanin sonucunda Langmuir adsorpsiyon modelinin bu
sistem i¢cin uygun oldugunu bulmuslardir [222]. Demirci ve arkadaslar ise
yaptiklari baska bir galismada, protein C baskilanmis kriyojel sentezlemislerdir.
Protein C ile sentezlenen kriyojel arasindaki etkilesimi belirlemek i¢cin Langmuir
ve Freundlich adsorpsiyon modellerini kullanmiglardir. Calismanin sonucunda,
Protein C ile kriyojel arasindaki etkilesimin Langmuir adsorpsiyon modeline yakin
oldugunu go6zlemlermiglerdir. [226]. MIP-BEA kriyojel kolonu arasindaki
etkilesimin Langmuir adsorpsiyon modeline yakin oldugu bulunmustur.
Regresyon katsayilarina bakildiginda, BEA molekuliu ile MIP-BEA kriyojel kolon
arasindaki etkilegsimin homojen ve tek katmanh oldugu soylenebilmektedir
(Cizelge 4.1).

Molekuler baskilanmig polimerlerin saflastirma acgisindan en bluyuk avantajlari,
baskilanmis molekule kargi yuksek segicilik gostermeleridir. Hazirlanan kriyojelin
seciciligini test etmek icin gerekli deneylerden biri de benzer molekdller ile yapilan
adsorpsiyon ¢alismasidir. Bu calismada BEA'ya, yarismaci ajan olarak bassiatin
secilmistir. Bassiatin ayni funguslar tarafindan Uretilen bir sekonder metabolittir.
(Sekil 4.12). MIP-BEA kriyojel kolonun, beauverisin molekuline bassiatin
molekuline gére 9,5 kat daha fazla segici oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2).

Molekuler baskilanmis kolonun tekrar kullanilabilir olmasi saflastirma isleminin
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maliyetini azaltmaktadir. BEA-MIP kriyojel kolonun tekrar kullaniimasi Uzerine
yapilan c¢alismada, kolonun birden fazla kez BEA adsorspsiyonunda

kullanilabilecegdi goralmuagtur (Sekil 4.13).

BEA baskilanmis kriyojel kolonun adsorpsiyon ¢alismalarina goére; pH 6.5 MES
tamponu igerisinde, 25°C'de 1 mL/dk akis hizinda, maksimum BEA
adsorpsiyonunun gergeklestigi bulunmustur. Song ve arkadaslarinin yaptiklari bir
calismada; Fusarium oxysporum’dan BEA ve enniatinler saflastirmak igin,
Gromsil pack ODS (1.0x25 cm) ve Shideido pack C18 (0.5x30 cm) kolonlari
kullanmislardir [229]. Xu ve arkadaslari yaptiklari bir calismada; endofit fungus
olan Fusarium redolens‘i, Dioscorea zingiberensis bitkisinden izole etmislerdir.
Fusarium redolens’in sntezledigi beuaverisini saflagtirmak igin Sephadex LH-20
ve RP-18 (250 x 10 mm, 5 um) kolonlarini kullanmiglardir [104]. Shi ve
arkadaslari yaptiklari bir galismada; Dendrobium officinable bitkisinden Fusarium
sp. izole etmisler ve fungusun sentezledigi BEA dahil birgok metaboliti, Sephadex
LH-20 kolonu ve YMC-Pack ODS-A kolonu kullanarak saflastirmislardir [230].
Yapilan bu ¢calismada B. bassiana ve P. fumosoroseus entomopatojen fungus
suslarindan sentezlenen BEA, BEA-baskilanmis kriyojel kolon kullanilarak tek
basamakta saflastirlmistir. Literartire bakildiginda BEA saflastiriimasinda
yaygin olarak Fusarium spp. ait funguslar kullaniimig, bu calismada ise B.

bassiana ve P. fumosoroseus’a ait fungus suslari kullaniimistir.

Fungus oOrneklerinden saflagtinlan BEA varhdini tespit etmek igin, sivi
kromatografi-kutle spektrometresi/kutle spektrometresi (LC-MS) kullanildi. Analiz
sonucunda, fungus orneklerinde BEA molekuler agirliginda pik gorilmus ve
fungal 6rneklerden BEA basarili bir sekilde saflagtinimistir (Sekil 4.3). Fungal
orneklerden saflastinlan BEA miktarini belirlemek igin LC-MS-MS analizi yapildi,
P. fumosoroseus (Bey9, 0614, Bb12) suslarinin, B. bassiana fungus (LUl1,
Ank12, KVL 03129) suslarina gore daha fazla miktarda beauverisin Urettigi
bulunmustur (Cizelge 4.4). Ayrica B. bassiana ve P. fumosoroseus funguslarina
ait farkl suslarin Urettigi BEA miktarinda da farklilik saptanmistir. Suglar arasinda

gorulen BEA udretim miktarindaki farkhlik; fungusun izole edildigi bdlgenin
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Ozelliklerinden, optimum aktivite gosterdigi kosularin (sicakhk, nem vb) degisik

olmasindan kaynaklanabildigi soylenebilir.

Bu calismada, 3 farkl B. bassiana susunun (L4l1, KVL 03129 ve Ank12) ve 3
farkh P. fumureusea susunun (Bb12, 0614 ve Bey9) sentezledigi BEA, molekuler
baskilanmis kriyojel kolon kullanilarak tek basamakta saflastiriimistir. Alti farkh
fungal kaynaktan saflastirilan BEA ve ticari BEA, G. mellonella ve T. molitor
larvalari Uzerinde enjeksiyon ve puskurtme olmak Uzere farkh iki yontem
kullanilarak uygulanmigtir. L. decemlineata larvalari Uzerinde ise enjeksiyon,
puskirtme ve yaprak daldirmak olmak uzere g farkli yontem kullanilarak
uygulanmigtir. LUI1-BEA, KVL 03129-BEA, Ank12-BEA, Bb12-BEA, 0614-BEA
ve Bey9-BEA ‘nin ve ticari BEA’nin 0.001 M, 0.0001 M, 0.00001 M, 0.000001 M
(0.7839 pl/mL BEA, 0.07839 ul/mL BEA, 0.007839 pl/mL BEA ve 0.0007839
pMI/mL BEA) konsantrasyonlari G. mellonella, T. molitor ve L. decemlineata

larvalari Uzerinde denenmistir.

G. mellonella larvalar Gzerinde fungal kaynakli BEA ve ticari BEA, puskirtme ve
enjeksiyon yontemi ile denenmistir. Enjeksiyon yontemi kullanilarak bocek
uzerinde uygulanmis Ank12 susundan elde edilen BEAnin, bdcek
populasyonunun vyarisini 2.370 gunde o6ldirdigu bulunmustur. PUskirtme
yontemi ile G. mellonella larvalari Uzerinde uygulanan, Ank12-BEA, bdcek
populasyonunun yarisini 2.819 gunde oldurmustur. KVL 03129-BEA harig, diger
fungal kaynaklardan elde edilen BEA ve ticari BEA’'nin her iki yontemde de
yaklagik 4 gun icinde G. mellonella populasyonunun yarisini dldurdagu
bulunmustur (Cizelge 4.7). Alti farkli fungal kaynaktan saflastirilan BEA ve ticari
BEA, enjeksiyon yontemi ile G. mellonella larvalar Gzerinde uygulanmig, 8.
glinde bécek populasyonunun yaklasik %94,22’sinin 6ldigu, puskirtme yontemi
ile BEA solusyonlari uygulandiginda 8. guinde bécek populasyonunun yaklasik
%89,4’Unun  oldugu saptanmigtir  (Sekil 4.16) (Sekil 4.17). Uygulama
yontemlerinin LTso de@erlerine bakildiginda; puskirtme yonteminin 3,307 gunde,
enjeksiyon yonteminin 3,115 gunde G. mellonella populasyonunun vyarisini

oldardigu bulunmustur (Cizelge 4.8). Grove ve arkadaslari yaptiklari bir
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calismada, Fusarium lateritium’dan elde ettikleri beauverisini, Calliphora
erythrocephola (Diptera: Calliphoridae) Uzerinde denemislerdir. Enjeksiyon
yontemi ile Calliphora erythrocephola tGzerinde uygulanan 5 pg/mL BEA, 1. gunde
bdcek populasyonunun %8’ini, 2. gunde ise bdcek populasyonunun %15’ini
oldurmustir [121]. Yapilan bu galismada, enjeksiyon yontemi ile G. mellonella
larvalari Uzerinde uygulanan Bb12-BEA, 5. gunde bdécek popllasyonunun
%73,3'Unu, 8. gunde bocek populasyonunun %93,3’Gnu dldurmustar. Bocegin,

BEA'ya maruz kaldigi sure arttikga, BEA’'nin etkisi artmaktadir.

Alti farkh fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin 4 farkl
konsantrasyonu (0.001 M, 0.0001 M, 0.00001 M, 0.000001 M) G. mellonella
larvalari Gzerinde denenmigtir. G. mellonella larvalari Gzerinde uygulanan 0.001
M BEA’nin, 10. ginde bdcek popullasyonunun %87,07’sini, 0.000001 M BEA’nIn
ise 10. ginde bdcek popullasyonunun %59,18’ini dldirdigd bulunmustur (Sekil
4. 18). Ank12 susundan saflastirilan BEA’nin, 5., 8., ve 10. glnlerde G. mellonella
larva populasyonlarinin yarisini oldirmesi igin gereken konsantrasyonlar
sirasiyla, 5,3 x 104 M, 2,1 x 10° M ve 1,8 x 107 M BEA olarak bulunmustur
(Cizelge 4.10). Khoury ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada, Sigma-Aldrich
firmasindan satin alinan BEA’nin, Ug farkli konsantrasyonu 10 pg/g, 100 pg/g ve
1000 pg/g olarak Tetranychus urticae Koch (Acarina: Tetranychidae) larvalari ve
nimfleri Uzerinde denenmis, 10 pg/g, 100 ug/g ve 1000 ug/g BEA
konsantrasyonlarinin uygulandiktan 6 saat sonra, Tetranychus urticae
populasyonunda Uzerindeki Olum oranlarinin sirasiyla, %62, %98 ve %100
oldugunu bulunmustur [231]. Yapilan bu ¢alismada, 0.000001 M, 0.00001 M,
0.0001 M ve 0.001 M konsantrasyonlarda uygulanan BEA solisyonlarinin LTso
degerlerine bakildiginda sirasiyla, 8.535, 7.363, 6.766 ve 5.313 gunde bdcek
populasyonunun %50’sini dldurdukleri bulunmustur (Cizelge 4.11). Uygulanan

BEA konsantrasyonu arttikga, BEA'nin etki stresi daha da kisalmigtir.

Alti farkll fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA, puskurtme ve
enjeksiyon yontemi ile Tenebrio molitor larvalari Uzerinde denenmigtir.

Enjeksiyon yontemi ile uygulanan, KVL 03129 susundan elde edilen BEA, bocek
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populasyonunun %50’sini 1.904 gunde oldururken, ticari BEA Tenebrio molitor,
populasyonun yarisini 2.7 gunde oldurmustur. Puskurtme yontemi ile uygulanan
KVL 03129 susundan elde edilen BEA, T. molitor populasyonunun yarisini 4.918
gunde oldurarken, ticari BEA’'nin, bocek populasyonunun yarisini 4.507 gunde
oldardugu gozlenmigstir (Cizelge 4.14). Alti farkl fungal kaynaktan saflastirilan
BEA ve ticari BEA, enjeksiyon yontemi kullanilarak T. molitor larvalari Gzerinde
uygulandiginda, 8. gunde bocek populasyonunun yaklasik %91,41’inin olduga,
puskurtme yontemi kullanildiginda ise 8. gunde bocek populasyonunun yaklagik
%68,54’Unun  6ldugu  saptanmistir  (Sekil 4.20) (Sekil 4.21). Uygulama
yontemlerinin LTso degerlerine bakildiginda, puskurtme yonteminin 5,948 gunde,
enjeksiyon yodnteminin ise 3,431 gunde T. molitor populasyonunun yarisini
oldurdugu bulunmustur (Cizelge 4.15). Ganassi ve arkadaslarinin yaptiklari bir
calismada, Sigma-Aldrich firmasindan alinan BEA, daldirma ve besin yolu
kullanilarak iki farkh yontemle Schizaphis graminum (Hemiptera: Aphididae)
uzerinde test edilmigtir. BEA kullanilarak yapilan daldirma yontemiyle, 15-saatlik
larvalar ve 5-gunlik Schizaphis graminum, 500 ug/mL konsantrasyonundaki BEA
cOzeltisine 10 saniye daldirihp ¢ikartilmistir. 18-24 saat sonra 15-saatlik larva
populasyonunda %77 oraninda azalma g06zlenirken, 5-ginluk afid
populasyonunda herhangi bir azalma saptanmamistir. Ug¢ nesil boyunca, 25
pg/mL BEA, besin yoluyla Schizaphis graminum uzerinde uygulanmig, 2. ve 3.
nesil disi Schizaphis graminum’un ¢ok sayida abortif embriyo olusturdugu
g6zlemlenmistir [232]. Bu ¢alismada, enjeksiyon ydntemi ile T. molitor larvalari
Uzerinde uygulanan LUI1-BEA’'nin 5. ginde bocek populasyonunun %20’sini, 8.

glnde ise bdcek populasyonunun %66,6’sini 6ldurdugu bulunmustur.

Alti farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin 0.001 M, 0.0001 M,
0.00001 M, 0.000001 M olarak hazirlanan 4 farkh konsantrasyonu, T. molitor
larvalar1 Gzerinde denenmigtir. T. molitor larvalari Gzerinde uygulanan 0.001 M
BEA 10. gunde bécek populasyonunun %78,90’nini, 0.000001 M BEA ise bocek
populasyonunun  %55,77’ini  dldirmustar (Sekil 4.22). Bb12 susundan
saflagtinlan BEA 0.000001 M, 0.00001 M, 0.000lM ve 0.001 M
konsantrasyonlarinin, T. molitor larva populasyonunun yarisini, sirasiyla 7.327,
6.488, 5.649 ve 5.147 gunlerde oldurdigu saptanmigtir (Cizelge 4.20). Khoury
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ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada, Sigma-Aldrich firmasindan alinan
BEA’nin 0.5 yM ve 5 yM olmak Uzere iki farkli konsantrasyonunu, Sarcoptes
scabiei’nin (Acarina: Sarcoptidae) disileri ve larva/nimf evreleri Uzerinde
denemiglerdir. 0.5 yM BEA, disi populasyonunun yarisinin yaklasik 3.4 saatte,
larva/nimf populasyonunun yarisinin ise 4.7 saatte oldugu saptanmistir. 5 uM
BEA'nin, disi ve larva/nimf populasyonlarinin %50’sini dldirmesi i¢in gereken
sure sirasiyla, 1.9 ve 4.1 saat olarak bulunmustur. BEA uygulamasindan 2 ve 3
saat sonra disi S. scabiei LCso degeri sirasiyla 7.8 uyM ve 2 puM olarak
saptanmistir. S. scabiei larva/nimflerin, BEA uygulamasindan 2 saat ve 3 saat
sonraki LCso degerleri sirasiyla 39.5 uM ve 28.4 uM olarak goézlenmistir [233].
Yapilan bu galismada; Bb12 susundan saflastirlan BEA'nin, 5., 8., ve 10.
gunlerde T. molitor larva populasyonlarinin yarisini oldurmesi i¢in gereken
konsantrasyonlar sirasiyla 6,3 x 104 M, 5,3 x 10* M ve 3,3 x 10-5 M BEA olarak
bulunmustur (Cizelge 4.21). 0.000001 M, 0.00001 M, 0.0001 M ve 0.001 M
konsantrasyonlarda uygulanan BEA co6zeltilerinin LTso degerlerine bakildiginda
siraslyla, 8.863, 7.959, 7.228 ve 6.181 gunde bdcek populasyonunun %50’sini
oldardigua bulunmustur (Cizelge 4.22). BEA’nin, zamana bagh olarak bécek
populasyonunun  %50’sini  dldurmesi icin  gereken  miktar, BEA

konsantrasyonunun artmasiyla azalmaktadir.

Altl farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA, puskurtme, enjeksiyon
ve yaprak daldirma yontemleri kullanilarak L. decemlineata larvalar Gzerinde
denenmigtir. Bey9 susundan elde edilen BEA, enjeksiyon yontemi kullanilarak
uygulandiginda, bécek populasyonunun %50’sini 6.639 gunde oldururken, ticari
BEA’nin, L. decemlineata populasyonunun yarisini 6.076 gunde oldurdugu
bulunmustur. Bb12 susundan elde edilen BEA, puskurtme yontemi uygulanarak,
L. decemlineata populasyonunun yarisini 6.459 gunde oldurarken, ticari BEA'nin
bdcek populasyonunun yarisini 5.584 ginde oldurdugu bulunmustur (Cizelge
4.25). Altl farkh fungal kaynaktan saflastirilan BEA ve ticari BEA L. decemlineata
larvalari Uzerinde enjeksiyon yontemi ile uygulandigida 10. gunde bocek
populasyonunun yaklasik %72,34’Gnan, puskurtme yontemi uygulandiginda 10.
glnde bdcek populasyonunun yaklasik %64,74’anlin ve yaprak daldirma yéontemi

uygulandiginda ise 10.gunde bdcek popullasyonunun %45,68’inin oldugu
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saptanmistir (Sekil 4.24) (Sekil 4.25) (Sekil 4.26). Gupta ve arkadaslarinin
yaptiklari ¢alismada, Fusarium semitectum ve Fusarium moniliforme var.
Subglutinans’in  sentezledigi BEA, Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera:
Chrysomelidae) Uzerinde denenmigtir. Aseton:su:Triton-X (50:50:0.05) igeren
BEA ¢Ozeltisine, 2,5 cm ¢apinda kesilen patates yapraklari daldiriimis ve 48 saat
sonra larva olumleri goézlemlenmistir. 300 ppm BEA L. decemlineata’ya
uygulandiginda, bdcek populasyonunun %10’nun, 1000 ppm BEA
uygulandiginda ise bocek populasyonunun %90’inin 46ldigu gozlenmigtir.
L. decemlineata populasyonunun yarisinin élmesi igin gereken BEA miktari 633
ppm olarak bulunmustur [234]. Yapilan bu calismada; uygulanan yontemlerin
LTso degerlerine bakildiginda, puskirtme yonteminin 7,831 glnde, enjeksiyon
yonteminin 7,387 glnde, yaprak daldirma yonteminin ise 10,791 glnde
L. decemlineata poptlasyonunun yarisini 6ldirdigu saptanmistir (Cizelge 4.26).
Ganassi ve arkadaslari Schizaphis graminum Uzerinde BEA uyguladiklari
calismada, 6 saat sonra, 5-gunluk afidlerin abdomen kisimlarinda kahverengi-
siyah lekeler gormusglerdir [232]. Yapilan bu ¢alismada da, BEA uygulandiktan
birkag gin sonra, bazi patates bocegdi larvalarinin abdomen bdlgesinde farkh

boyutlarda siyah-kahverengi lekeler gézlenmistir (Sekil 4.23).

Alti farkli fungal kaynaktan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin 0.001 M, 0.0001 M,
0.00001 M, 0.000001 M olarak hazirlanan 4 farkh konsantrasyonu,
L. decemlineata larvalari Gzerinde denenmistir. Uygulanan BEA konsantrasyonu
arttikga, BEA'nin etki suresi kisalmistir L. decemlineata larvalari Uzerinde
uygulanan 0.001 M BEA’nin 15. gunde bdcek populasyonunun %94,55’ini,
0.000001 M BEA'nin 15. glnde bodcek populasyonunun %81,59’unu oldurdugu
bulunmustur (Sekil 4.27). KVL 03129 susundan saflastirilan BEA 0.000001 M,
0.00001 M, 0.0001M, 0.001 M olarak uygulanan farkli konsantrasyonlarinin,
L. decemlineata larva populasyonunun yarisini, sirasiyla 7.034, 6.445, 5.462,
4.794 gunde oldurdukleri saptanmistir (Cizelge 4.31). 0.000001 M, 0.00001 M,
0.0001 M ve 0.001 M konsantrasyonlarda uygulanan BEA solusyonlarinin LTso
deg@erlerine bakildiginda sirasiyla, 8.156, 7.796, 6.802 ve 5.957 gunde bdcek
populasyonunun %50’sini 6ldirdigld bulunmustur (Cizelge 4.33). Daniel ve

arkadaslar yaptiklari bir calismada, Beauveria bassiana CG71 ve UNI40
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suslarindan elde edilen metanol ve etil asetat ekstraktlarini Sephadex LH-20
kolondan gecirmisler, daha sonra CG71 ve UNI40 suslarindan elde edilen
ekstraktlarda, BEA analizini, tandem modunda ultra yuksek basingli sivi
kromatografisi ve ylksek ¢ozinurlUkll kutle spektrometrisi (UHPLC-HRMS/MS)
kullanarak yapmiglardir. 25 pl, 50 pl, 100 ul, 150 ul ve 200 ul BEA 3. evre Aedes
aegypti (Diptera: Culicidae) larvalari Gzerinde denemiglerdir. B. bassiana CG71
susunun etil asetat ekstraktindan elde edilen BEA'yl, A. aegypti larvalarina
uygulamig, larvalarin %50’ini dldirmesi igin gereken miktar1 24. saatte 29.177
ppm, 48. saatte 1.2309 ppm olarak bulmusglardir. B. bassiana CG71 susunun
metanol ekstraktindan elde edilen BEA, A. aegypti larvalarinda denemis,
larvalarin %50’ini éldurmesi icin gereken BEA miktarini 24. saatte 0.9887 ppm,
48. saatte ise 0.4653 ppm olarak saptamiglardir. B. bassiana UNI40 susunun
metanol ve etil asetat ekstraktlarindan elde edilen BEA’nin, 24 saatte A. aegypti
larvalari Gzerinde bir etki gostermedigini, 48. saatte ise LC50 degerlerini sirasiyla
1.8149 ppm ve 0.7834 ppm olarak bulmuslardir [119]. Bu calismada KVL 03129
susundan saflastinlan BEA'nin, L. decemlineata’nin 5., 8., ve 10. glinlerdeki larva
populasyonlarinin yarisini 6ldirmesi igin gereken konsantrasyonlari sirasiyla 2,7
x 104 M, 9,1 x 10° M ve 4,1 x 107 M BEA olarak bulunmustur (Cizelge 4.32).
Tum suslardan elde edilen BEA ve ticari BEA'nin, 10. gunde elde edilen LCso
degerlerinin, 5. ve 8. gundeki LCso degerlerinden daha dusuk oldugu
saptanmistir. Bocek 6lum orani ile uygulanan BEA miktari arasinda pozitif bir iligki
vardir. BEA konsantrasyonu artikga, 6lumdn daha kisa sure iginde gergeklestigi

gozlenmisgtir.

Alti farkli fungal kaynaktan saflasgtirlan BEA ve ticari BEA'nin 4 farkli
konsantrasyonu G. mellonella, T. molitor ve L. decemlineata larvalar Uzerinde
denenmistir. LUI1-BEA, KVL 03129-BEA, Ank12-BEA, Bey9-BEA, 0614-BEA ve
Bb12-BEA ve ticari BEA bocekler Uzerinde ayni konsantrasyon oranlarinda
denenmis ancak bdcekler tzerinde farkli sirelerde etki gosterdikleri bulunmusgtur.
Bu durumun bdcekten bdcege degisen, bocek bagisiklik sisteminden

kaynaklandigi dugunulmektedir.
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Tez kapsaminda 3 farkl B. bassiana susu (Lul1, KVL 03129 ve Ank12) ve 3 farkli
P. fumureusea susundan (Bb12, 0614 ve Bey9) saflastirilan BEA ve ticari BEA,
G. mellonella, T. molitor ve L. decemlineata Uzerinde denenmis ve BEA’'nin
mikrobiyal biyolojik Urln olarak, bitki korumada kullanilabilinecegdi gosterilmistir.
Beauverisinin bdcekler Uzerindeki etki mekanizmasinin belirlenmesi ve cevre
kosullarinin beauverisinin patojinetisine olan etkisinin arastiriimasinin 6nemli
olacagl dusunulmektedir. Ayrica beauverisinin, bir¢ok farkl tarim zararlisi
uzerindeki etkilerinin arastiriimasinin, biyolojik mucadele ¢alismalari igin faydal

olacag dusunidlmektedir.
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