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OZET

ENTOMOPATOJEN FUNGUS Beauveria bassiana ve
Paecilomyces fumosoroseus SPORLARININ BAZI VEKTOR
SINEKLER UZERINDEKI ETKIiSiNiN INCELENMESi

SEMIHA SELDA YILDIZ
Yuksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez danismani: Prof. Dr. Nevin KESKIN

Temmuz 2015, XII + 104 Sayfa

Tarkiye, sivrisinekler araciligiyla bulasan hastaliklar igin uygun cevresel kosullar
iceren bir cografyada bulunmaktadir. Sivrisinek turlerinin kanitlanmig ve potansiyel
vektor olmalari, insanlarla birlikte bulunduklari ortamlarda, bu organizmalarla
mucadeleyi gerektirmektedir. Vektor sivrisineklerle micadelede; kimyasal, fiziksel
veya Dbiyolojik birgok yontem kullanilmaktadir.  Biyolojik mucadelede
mikroorganizmalardan omurgalilara kadar ¢ok c¢esitli canlilarin kullanimi s6z
konusudur. Son donemlerde mikrobiyal mucadele ajanlarindan biri olan
entomopatojen funguslarla yogun olarak calisiimaktadir. Dinya Uzerinde yaygin
bir sekilde bulunmalari, genis konak araligina ve yuksek konak seciciligine sahip
olmalari, yararli bocek populasyonlarini etkilemeden zararli bdcekler Uzerinde
etkili olmalari entomopatojen funguslari zararlilarla mucadelede o6n plana

cikarmaktadir.



Entomopatojen funguslar, farkli konaklarinda farkli suslariyla degisik etkiler
gOsterebilmektedir. Bu tez calismasinda mucadele edilecek zararli organizmalar
olarak vektor ozellikleriyle 6n plana ¢ikmig; Culex quinquefasciatus ve Aedes
aegypti (Diptera: Culicidae) larvalar secilmigtir. Tarkiye’ nin gesitli illerinden, 150
toprak oOrnegi toplanmig ve bu topraklardan toprak seyreltme yontemiyle
entomopatojen funguslar izole edilmistir. izolasyon sonucunda 65 adet Beauveria
bassiana ve 6 adet Paecilomyces fumosoroseus bulunmustur. Bu tdrlere ait
toplamda 10 adet farkli susun 1x10”  konidiya/ml konsantrasyonu Culex
quinquefasciatus ve Aedes aegypti larvalari tUzerinde, Danimarka’dan getirtilen 1
adet standart susun ise 1x10° ,1x10%® ve 1x10” konidiya/ml konsantrasyonlari
Aedes aegypti larvalari Uzerinde denenmigtir. Bu 11 farkh susun her
konsantrasyonu kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli olup, ortalama 6lum
sayllarl karsilastirildiginda, en yuksek konsantrasyonunun en basarili oldugu
bulunmustur. Ayrica izole edilen bu 10 sus ile standart sus arasinda istatistiksel
olarak belirgin bir fark gozlenmistir. Bu tez calismasi sonugclarinin, sivrisinek
turleriyle sahada yapilacak muicadele c¢alismalarina faydali  olacagi

dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik kontrol, Entomopatojen fungus, Beauveria bassiana,

Paecilomyces fumosoroseus, Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE ENTOMOPATHOGENIC FUNGUS
Beauveria bassiana and Paecilomyces fumosoroseus SPORES
THE EFFECT ON SOME VECTOR FLIES

SEMiHA SELDA YILDIZ
Master, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Nevin KESKIN

July 2015, XII + 104 Pages

Turkey is located in a region has appropriate environmental conditions for
diseases transmitted by mosquitoes. As some species of mosquitoes with people
in their environment are proven to be a potential vector, it requires fighting against
these organisms. In the fight against mosquito vectors; many methods are used
such as chemical, physical or biological. In biological struggle, the use of a wide
variety of microorganisms reaching up to the vertebrates are included. In recent
years, entomopathogenic fungi which is one of the microbial control agents has
been extensively studied. As they are widely distributed worldwide, with wide host
range and have high host specificity, entomopathogenic fungi are expected to be

effective on pests without affecting the populations of beneficial insects.

Entomopathogenic fungi can show different effects of different strains in different
hosts. In this study, it came to the fore with the vector features as harmful

organisms to be combatted; Culex quinquefasciatus and Aedes aegypti



(Diptera:Culicidae) larvae were selected. From various provinces of Turkey, 150
soil samples were collected and by using the soil dilution method,
entomopathogenic fungi were isolated from these soils. According to the results of
isolation, 65 Beauveria bassiana and 6 Paecilomyces fumosoroseus strains were
found respectively. The total of 10 different strains of these species 1x10’
conidia/ml concentration of Culex quinquefasciatus and Aedes aegypti larvae,
whereas brought the 1 standard strains from Denmark 1x10°% 1x10°% and 1x10”
conidia/ml were tested on Aedes aegypti larvae. Each concentration of the 11
different strains of the control group is statistically significant, as the average death
time were compared, it was found that the highest concentration was the most
successful. Also, a statistically significant difference in terms of standard strains
with isolated from these 10 strains was observed. The results of this study is
considered to be useful for working against the mosquito species is considered to
be in the field.

Keywords: Biological control, Entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana,

Paecilomyces fumosoroseus, Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti



TESEKKUR

Birlikte galismaya basladigimiz ilk ginden beri, konu ne olursa olsun bana hep
destek olan, bilgisiyle beni en dogru sekilde ydnlendiren, tim imkanlarini seferber
ederek calismalarimda gerekli alt yapiy1 saglayan, sevgisini ve ilgisini higbir zaman
esirgemeyen ve bir aile gibi hissetmemizi saglayan ¢ok degerli danigmanim,
sevgili hocam Prof. Dr. Nevin KESKIN’ e minnet duyar, tesekkirlerimi sunarim.
EBAL’ de g¢alismam igin izin veren, sineklerle ilgili her konuda bana yardimci olan
Prof. Dr. Salih Bulent ALTEN’ e tesekkur ederim. Gece gunduz hafta i¢i haftasonu
demeden her aradigimda sorularima o6zenle cevap veren, her konuda bana
yardimci olan, basarili bir ekip olmamizda ¢ok buyik emegi olan, her daim bize
evinin kapilarini acan, bilgisine givendigim ve yaraticihdini érnek aldigim Erkay
OZGOR'’ e ¢ok tesekkiir ederim. ilk giinden beri iyi bir ekip olmamiz igin gok
calisan, glzel basarilara imza atmamizda her birinin ayri ayri emegi olan,
lisansustu egditimine birlikte basladigim, sevgili arkadaslarim Meltem ULUSOY’ a
ve Irem CELEBIER’ e gdsterdikleri itinali calismadan dolayr ve desteklerini
esirgemeden bana her daim yardimci olduklari i¢in ¢ok tesekktr ederim. Sineklerle
ilgili her konuda her turli destedi saglayan, beni calisma ortamlarina alarak
bilgilerini paylasan, bana yardimci olan Uzm. Ozge ERISOZ KASAP’ a, Ars. Gor.
Filiz GUNAY’ a, Gizem OGUZ a, Yasemen SARIKAYA’ ya, Mert DOGAN’ a ve
Salim CALIS’ a ¢ok tesekkur ederim. Sinek kolonilerini benimle paylasan, istatistik
¢alismalarimda yardimci olan Oner KOCAK' a tesekklr ederim. Yaptidi her arazi
calismasi sonrasinda, gittigi yerlerden toprak 6ornegi getiren Dog¢. Dr. Mahmut
KABALAK’ a ve tezimin istatistik ¢calismalarinin yapilmasinda bana zaman ayirip
yardimci olan Ars. Gér. Onur TOKA’ ya ¢ok tesekktr ederim. Yillardir her konuda
bana destek olan ¢ok sevdigim degerli arkadasim Ars. Gor. Efe KARACA basta
olmak Uzere tez calismamda emegi gegen Ozge GULDERE’ ye, Ali Can
OZTABAK’ a ve Alper ORHAN’ a, ayrica tez yaziminda beni cesaretlendiren
Ars. Goér. Hanife DONMEZ’ e tesekkir ederim. Tim yasantim boyunca her zaman
yanimda olan, her konuda bana yardimci olmak igin elinden geleni yapan, birlikte
cok zorluklar atlattigim, ¢cok sevdigim sevgili ablam Melda YILDIZ’ a, ailemizin yeni
uyesi, nese kaynagi yigenim Toprak’ a ve sevgili aileme hersey icin ¢cok tesekkur

ederim.
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1. GIRIS

Dunya genelinde genis ve bol dagiiim gdsteren sivrisinekler; insan ve hayvan
sagligi agisindan c¢ok onemli vektor ve ektoparazitlerdir. Vektorluk disinda,
insanlara verdigi rahatsizlik da bazen gok 6nemli boyutlara ulagabilmektedir [1].
Sivrisinekler, insanlardan ve hayvanlardan kan emmeleri sirasinda; malarya, sari
humma, dang hummasi, filariyaz ve arboviral ensefalitler gibi énemli birgok
hastaligin vektérligini yaparlar. Bu nedenle, insanlarin ve sivrisineklerin ortak

bulunduklari yerlerde bu canhlara kargi etkili micadele yontemleri gelistiriimelidir

2.

Sivrisineklerin vektorlik rollerinden kaynaklanan hastaliklar blytk zararlara neden
olabilmektedir. Bu canlilarla mucadelede cesitli yontemler kullaniimakta olup,
cesitli kimyasallar ve biyolojik kokenli kontrol ajanlari micadelede 6nemli yer

tutmaktadir.

Sivrisinekler ile mucadelede genellikle kimyasal pestisitler kullaniimaktadir. Ancak
kullanilan kimyasallara karsi; sivrisineklerde direng gelisimi, kimyasallarin ¢evre
kirliligine neden olmasi, cevredeki faydali bdceklerin (6rnegin; bal arilarinin),
kuslarin ve baliklarin élimune neden olmasi ve besin zinciri yoluyla da insanlara
ulasarak insan saghgini olumsuz yonde etkilemesi gibi sorunlar, alternatif
mucadele yontemlerinin bulunmasini ve uygulanmasini gerekli kilmistir [3-5]. Yeni
bulunacak alternatif micadele yonteminin; hedef canliya yonelik, cevreye mumkuin
oldugunca az zarar veren, verimli ve ekonomik olmasi, kritik dnem tagimaktadir
[6]. Bu asamada canh organizmalar kullanilarak zararlilarla biyolojik mucadele
yapilmasi fikri ortaya ¢gikmistir. Gelismis ulkelerin birgogunda, kimyasal pestisitlerin
ortaya cikardigi olumsuz etkilerden kaginmak igin, biyolojik mucadele 6n planda
tutulmakta ve bu konu Uzerinde yogun calismalar yapilmaktadir. Biyolojik
micadelede mikroorganizmalardan, omurgalilara kadar c¢ok c¢esitli canh

organizmalar kullanilabilmektedir [7].

Biyolojik mucadelede son zamanlarda etkin olarak kullanilan mikrobiyal kontrol

ajanlari; bakteriler, funguslar, protozoalar, virisler ve nematodlardir [8-10]. Bu



mikroorganizmalar ile yapilan mucadele yontemi; zararllar ile basa ¢ikmada etkili,
cevreye zararsiz ve uzun donem kullanimda daha ekonomik bir yontem olup

kimyasal pestisit kullanima gére avantajlidir [11].

Mikrobiyal micadelede etkin rol oynayan entomopatojen funguslar; pek ¢ok zararh
bdcegin dogal olarak kontrol altinda tutulmasinda énemli bir yere sahiptir. Dunya
capinda entomopatojen funguslardan olusan c¢ok cesitli ticari preparatlar

bulunmakta ve bunlar zararlilar ile micadelede kullaniimaktadir [12].

100 yili askin suredir mikrobiyal kontrol ajani olarak kullanilan entomopatojen
funguslarin simdiye kadar vyaklasik 700 tard tanimlanmis olup, bunlardan
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces fumosoroseus (=isaria
fumosorosea) ve Verticillium lecanii gibi turler, birgcok Ulkede ¢esitli zararlilar ile
mucadelede ticari olarak Uretilerek kullaniimaktadir [13-14]. Genel olarak bir¢ok
bécek takimi, fungal hastaliklara karsi duyarlidir ve entomopatojen funguslar

biyolojik micadele ajani olarak yuksek bir potansiyele sahiptir [15].

Toprak, entomopatojen funguslar igin 6nemli bir kaynak olup, Hypocreales
takimina ait Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ve Paecilomyces spp.
gibi pek c¢ok entomopatojen fungus yasam dongullerinin ¢ogunu toprakta
gegirmektedir [16-17]. Farkli illerden toplanan toprak orneklerinden elde edilen
entomopatojen  fungus  izolatlarinin  bdcekler  Uzerinde  uygulanacak
konsantrasyonun dogru belirlenmesi, biyolojik mucadelede kontrol ajani olarak
kullanim basarisini etkileyen énemli bir faktdérdir. Bu calisma; toprak seyreltme
yontemi ile elde edilen entomopatojen funguslardan Beauveria bassiana ve
Paecilomyces fumosoroseus’ un farkh suslarinin ve farkli konsantrasyonlarinin,
cesitli hastaliklara vektorlik yapan sivrisinekler (Culex quinquefasciatus ve Aedes

aegypti) uzerindeki etkilerini arastirmak amaciyla tasarlanmistir.

Bu c¢alismada; Turkiye’'nin cgesitli illerinden toplanan toprak orneklerinden izole
edilen 9 adet Beauveria bassiana ve 1 adet Paecilomyces fumosoroseus izolatlari
ile etkisi kanitlanmis standart bir susun, Diptera takimina ait Culex
quinquefasciatus ve Aedes aegypti larvalar Gzerindeki farkli konsantrasyonlari

denenmigtir.



2. GENEL BILGILER

Diptera takimi Culicidae familyasi Uyesi olan sivrisinekler; ylksek adaptasyon ve
dispersal yetilerinin olmasi, bunun yani sira populasyon yogunluklarini hizli ve
ustel sekilde arttirabilmeleri nedeni ile dinyada, ¢Oller ve kutuplar hari¢ her yerde
bulunabilen arthropodlardir [18-19]. Sivrisinekler; insanlardan ve hayvanlardan
kan emmeleri, malarya, sari humma, dang hummasi, filariyaz ve ensefalit gibi
bircok olumcul ve salgin hastalik etkeni tagsimalari nedeni ile kan emici bdcekler
arasinda sagllk ve ekonomik yonden en Onemli yeri iggal ederler [20].
Sivrisineklerin vektoriyel 6zellik kazanabilmeleri icin kan emmeye ihtiyaglari vardir.
Hastaligin iletiimesi i¢in de en az bir yumurtlama doéngutsinin tamamlanmasi ve
tekrar kan emilmesi gereklidir. Bundan dolayr yumurtlama, hastalik tasiyan
sivrisineklerin gogunda 6nemli bir olaydir [21]. Vektor micadele ¢alismalarinda da
ana fikir, sivrisineklerin bu yumurtlama dongistunun mumkudn oldugunca ¢abuk bir

sekilde kesintiye ugratiimasidir [6].

Sivrisinek ve diger vektorlerle mucadele, bu canlilarin 6nemli hastaliklar
bulastirdiginin anlasildigl 19. yy. sonlarinda baglamistir. Tarihteki en eski vektor
mucadelesi; pencerelere sineklik takilmasi, sivrisinek cibinliklerinin kullaniimasi,
batakliklarin kurutulmasi ya da doldurulmasi ve sivrisinek tUreme alanlarina yag
veya Paris yesilinin uygulanmasi olarak baglamistir [22]. GUnumuzde ise, ¢ok

cesitli mucadele yontemleri uygulanmaktadir.

2.1.Kimyasal Miicadele

Kimyasal mucadele, insektisit veya genel anlamda pestisit olarak adlandirilan
cesitli kimyasal maddeler kullanilarak yapilan mucadele yontemidir. Sentetik
organik insektisitlerden 1892’'de dinitro-o-cresol’ Un ilk defa vektér micadelesinde
kullanildigi bilinmektedir [23]. 20.ylzyilin baslarindan itibaren yeni kimyasallarin
gelistiriimeye baglanmasiyla pestisit kullanimi hiz kazanmigtir
Dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) nin 1939’ da kesfedilmesi, vektorlerden
kaynaklanan hastaliklarin kontrolinde buyuk bir devrim sayilmistir. Modern
organik sentetik pestisitlerin uretildigi 1940’ 1 yillardan itibaren pestisit kullanimi
1960’ li ve 1970’ li yillarda hizla artmistir. 1980’ i yillara gelindiginde ise en yuksek



noktasina ulasmistir [24]. Bu durumun temel nedeni; kimyasal pestisitlerin
etkilerinin hizli olmasi, mevcut problemi kisa bir sure igerisinde ¢ozmesi, kisa
Olcekte daha ekonomik olmasi, kullaniminin kolay olusudur [25]. Kimyasal
pestisitlerin asiri oranda ve tekrarlanan kullanimi, segilim baskisi olusturdugu
ortamlarda, evrimsel sureglerin bir sonucu olarak, zararli populasyonlarinda
pestisitlere kargi direng gelisimine neden olmaktadir. Ayrica kimyasal pestisitler;
dogada pargalanmadan uzun sure kalabilmektedir. Yeralti sularina veya bitki
blnyesine gecip besin zincirinde yukseltgenerek birikmeye baglamakta, bundan
dolayl ¢evresel kontaminasyona, hedef olmayan canlilarin olumsuz yonde
etkilenmesine ve insanlar tarafindan uygun sekilde kullaniimadiginda da 6lime
neden olabilmektedir [6], [24], [26]. Kimyasallarin bu olumsuz etkilerinden dolayi

alternatif micadele yéontemlerinin gelistiriimesi gerekmistir.

2.2. Fiziksel Miicadele

Fiziksel mucadele; sivrisineklerin Uredigi alanlarin ortadan kaldiriimasi, azaltiimasi
ya da kontrol altina alinmasi esasina dayanmaktadir. Mucadele alaninda yer alan
ve sivrisinegin Ureme habitatlarini olusturan toplama ve drenaj kanallari,
kanaletler, kuyular, foseptikler, havuzlar, taskin sahalari gibi alanlarda; islah
¢alismalari yapmak, buralari sivrisinegin uremesine uygun olmaktan ¢ikarmak ve
bu dizenlemelerde kaliciigi saglamak fiziksel micadelenin  temelini

olusturmaktadir [6].

Golet, bataklik gibi alanlarda ise daha farkli 6nlemler alinmaktadir. Batakliklarin,
dogal ve yapay goletlerin etrafina hendek agilmasi ya da denize/nehire baglayan
kanallarin acilarak suya akiskanlk kazandiriimasi ve bdylelikle kuru topraklara
yayllan sularin emilerek sivrisineklerin gelisemeden 6lmesi, Greme alanlarinin
yonetiminde tercih edilen fiziksel yontemlerdir. Eskiden sik¢a basvurulan bir
yontem olan batakliklarin kurutulmasi, gunumizde sulak alanlarin 6nem

kazanmasi ve dogal yasamin korunmasi nedeniyle terk edilmistir [23], [27].



2.3. Biyolojik Miicadele

Biyolojik mucadele; bir zararli organizmanin populasyon yogunlugunu veya zararli
etkisini, olabileceginden daha aza indirmek ve daha zararsiz hale getirmek igin
baska organizmalarin kullaniimasidir [9]. 1990’ Ii yillarda, kimyasal pestisitlerin
canhlar Uzerinde birgok zararl etkisinin ortaya ¢ikmasi, ¢evre Kirliligine neden
olmasi, uygulanan kimyasallarin ylksek fiyatlara sahip olmasi ve mucadele
edilecek canlilarin kimyasallara karsi direng gelistirmesi, kimyasal mucadeleye
alternatif ¢cevre dostu, etkisi uzun slrecek ve daha ucuz micadele yontemlerine
gecilmesini zorunlu hale getirmigtir [24]. Bu yontemlerden ¢evre dostu, ekonomik
ve surdurulebilir olani ise biyolojik micadeledir. Gegmisi ¢ok eskilere dayanan
biyolojik mucadelede, ilk olarak amfibiler, kuglar ve memeliler kullaniimis olup,
glnimuzde de mikroorganizmalardan, omurgalilara kadar ¢ok cesitli canlilar
kullaniimaktadir [7]. Ozellikle mikrobiyal miicadele ajanlarinin; insan dahil hedef
digi diger canllar uzerinde toksik etki gdstermemesi, Urettikleri toksinlerin
genellikle tlr veya cins dlzeyinde etkili olmasi ve birgok durumda pestisitlerle
birlikte kullanilabilmesi sahip oldugu avantajlardandir. Ayrica biyolojik insektisitlerin

yari dmurleri oldukga kisadir [28-29].

2.3.1. Biyolojik Mucadelede Kullanilan Mikroorganizmalar

2.3.1.1. Virusler

Biyolojik mucadelede kullanilan mikrobiyal ajanlarin bir grubunu olugturan virisler;
ipek bocedi ve bal arisi gibi faydali boceklerde hastalik olusturup, ekonomik
kayiplara neden olabildikleri gibi, zararli boceklerde de enfeksiyon olusturarak
bocedin zararll etkisinin ortadan kalkmasini saglayabilmektedir. Bocek patojeni
virusler; Lepidoptera, Orthoptera, Coleoptera ve Diptera gibi bocek takimlarinda
hastalik yapabilmektedir [30]. Tanimlanan virls gruplarindan kontrol ajani olarak
en ¢ok kullanilani Baculoviridae familyasidir. Bu familyada yer alan Nukleer
Polihedroz Virtis (NPV) ile Granuloz virisleri (GV) baglica biyolojik ajanlardir. Bu
ajanlarin bazilari gesitli Ulkelerde Mamcstrin (MbNPV), Gusano (AcMNPV), Cyd-X



(CpGV), Madex (CpGV), Granupom (CpGV), Gemstar (HzSNPV), Spod-X
(SeMNPV), Spodopterin (SpliMNPV) adlariyla piyasada yer almaktadir [31].

Sitoplazmik Polihedroz viriisler, Densovirlsler, iridoviriisler ve Entomopoksviriisler
Ozellikle sivrisineklerde enfeksiyona neden olan virtslerdir [32-33]. Cheng ve
Carner Iin 2000 yilinda Endonezya’ da yapmis olduklari bir g¢alismada,
soyafasulyesi ilmek bdcegi Thysanoplusia orichalcea L. (Lepidoptera:Noctuidae)
larvalarindan Single Nuclear Polyhedrosis VirGs’ lerini (SNPV) izole etmigler ve
bunlari 7 Noctuidae (Spodoptera exigua, Spodoptera frugiperda, Spodoptera
eridania, Trichoplusia ni, Pseudoplusia includens, Anticarsia gemmatalis,
Helicoverpa zea) tlriine karsi denemislerdir. Ozellikle P. includens larvalarinda
blylk oranda 6lim goérmuslerdir [34]. Yine 2000 yilinda yapilan baska bir
calismada da iridovirtsleri, patates bocedi Leptinotarsa decemlineata’ da
(Coleoptera:Chrysomelidae) denemislerdir [35]. Bunlarin yanisira biyolojik
micadelede bdcek virUslerinin, gen ifade vektori ve gen terapi vektori olarak

kullaniima potansiyelleri de, endUstriyel anlamda olduk¢a énemlidir [36-39].

2.3.1.2. Bakteriler

Bakteriler; mikrobiyolojik micadele ajanlarinin temelini olusturmaktadir. Genellikle
bdceklere karsi yapilan muicadelelerde, spor olusturan ve fakultatif aerob
bakterilerden kristal protein tagiyanlari kullaniimaktadir [40]. insektisidal kristal
proteinler (Insecticidal Crystal Protein=ICP), ¢cok sayida tarim ve orman zararlisi ile

hastalik tasiyan vektorlerde toksik etki gosterip 6lime neden olurlar [17], [40-41].

Kristal proteinler bocegin beslenmesi sirasinda sudan alinir, yuksek alkali bir
ortam olan orta bagirsakta ¢dzinur, proteazlarin etkisi ile aktif hale gegen toksin,
orta bagirsak htcrelerinin 6zel kisimlarina baglandiktan sonra, hlcre zarindan
gecer ve zarda delikler agar. Bu durumda bagirsak epitel hicresinin iyon dengesi

bozulur ve bocek 6lur [42-44].

Mucadelede kullanilan Bacillus cinsine ait bakterilerden en ¢ok g¢aligilani Bacillus

thuringiensis’ tir. Bu bakteri turinin, her biri belli bir bocegi oldurebilen, farkh



toksinler Uretebilen bircok susu ve varyetesi bulunmaktadir. Ornegin;
B. thuringiensis subsp. kurstaki, Lepidoptera takimi larvalari i¢in, B. thuringiensis
subsp. israelensis (Bti) Diptera takimi larvalari igin ve B. thuringiensis subsp.
tenebrionis ise patates bocegi (L. decemlineata (Coleoptera:Chrysomelidae)) ve
pamuk kurdu (S. exigua (Lepidoptera:Noctuidae)) bocekleri i¢in kullaniimaktadir
[45-47].

Ancak Bti uygulanan alanlarda, uygulamadan hemen sonra spor sayisinda énemli
Olcide azalmalar olmaktadir ve Bti sporlari 06lG larvalar Gzerinde
¢ogalamamaktadir. Bu nedenle Bti uygulamalarinin belirli aralikla (6rnegin; 10

glnde bir) tekrarlanmasi gerekmektedir [48-49].

Micadelede kullanilan diger énemli bir tlr ise, Bacillus sphaericus (Bs)’ tur. Bu
tire ait kristal proteinler 6zellikle Culex ve bazi Anopheles tirleri tzerinde ¢ok
etkilidir [50-51].

1997 yilinda Mulla ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢calismada, B. sphaericus
iceren VectoLex CG (50 ITU/mg) formulasyonu C. quinquefasciatus tlrine karsi
kullaniimis ve bu formullasyonun 28 glnin Uzerinde kalici ve oldurici bir etki
goOsterdigi  bulunmustur [52]. Bir baska c¢alismada, yine Bs igeren ayni
formulasyonunun Culex larvalari Gzerine 30 ginin Uzerinde kontrol sagladigi

bulunmusgtur [53].

Genel olarak zararlilara Bti ve Bs uygulanmasinin ardindan bdécek beslenmesi
durmakta ve iki saat igerisinde bdcek aktivitelerinde azalmalar gerceklesip,
yaklasik alti saat sonunda da bocek paralize olmaktadir [48]. Ancak Bs
uygulamalari Bti uygulamalarina gore daha uzun slre kalici etki gostermektedir.
Bunun nedeni, Bs sporlarinin 6lG larvalar Uzerinde ¢ogalabilmesidir [50], [54-55].
Bu o6zelliginden dolayr Bs uygulamalarinda, birka¢ hafta sonra dahi yumurtadan

yeni ¢cikan bocekler enfekte olur [54].

Mucadelede kullanilan diger onemli tur ise Serratia cinsine ait bakterilerden
Serratia marcescens’ tir. Bu tur, kitini pargalayabilen en etkili bakterilerden biridir

[56-58]. Potansiyel bécek patojeni olarak kullaniimaktadir. Urettigi kitinaz, bu

7



bakterinin virllansinda proteaz ve lektinaz ile birlikte cok dnemli rol oynamaktadir
[57]. Inglis’ in 2001 yilinda yaptigi bir galismada laboratuar ortaminda tatun
tomurcuk kurdu Heliothis virescens’ e (Lepidoptera:Noctuidae) karsi
S. marcescens’ i kullanmig, yumurta sayisinda ve yumurtadan c¢ikan larva
sayisinda dusus oldugunu gozlemlemigtir [59]. Lysyk 2002 yilinda yapmis oldugu
bir ¢alismada da, ahir sinedi olan Stomoxys calcitrans (Diptera:Muscidae)

erginlerinin S. marcescens ile enfekte olduklarini gdézlemlemistir [60].

2.3.1.3. Protozoonlar

Biyolojik mlcadelede; Zoomastigina, Apicomplexa, Microsporidia ve Ciliophora
filumuna ait protozoonlar kullaniimaktadir [9], [61]. Protozoonlardan; Vavraria,
Amblyospora ve Parathelohania cinsi mikrosporidyumlar, Lepidoptera ve Diptera
ordolarina patojendirler [61]. Bu organizmalar enfekte ettikleri zararlinin 6limune
neden olmazlar. Bunun yerine konagin hayat suresinin kisalmasina, canlihdin
azalmasina, kilo kaybina ve Ureme potansiyelinin azalmasina neden olurlar [62].
Ayrica birgok entomopatojen protozoanin biyolojisi karmasiktir. Bu organizmalar
sadece yasayan konaklarda gelisebilir ve ara konaklara ihtiyag duymaktadir.
insanlarda da hastalia neden olabildikleri icin protozoonlar, biyolojik miicadelede

sinirl uygulama alanina sahiptirler [41], [63].

2.3.1.4. Nematodlar

Entomopatojen nematodlar, optimum kosullar ve uygun ortam saglandiginda ¢ok
sayida zararli bdcegin biyolojik kontrollini saglayabilen canlilardir. Biyolojik kontrol
ajani olarak 7 nematod familyasi (Mermithidae, Allantonematidae, Neotylenchidae,
Sphaerularidae, Rhabditidae, Steinernematidae ve Heterorhabditidae) 6n plana
cikmistir. Bu familyalar igerisinde, Heterorhabditidae ve Steinernematidae en ¢ok
calisilanlardir [64]. Entomopatojen nematod turleri, olduk¢ca genis bir konak
dagilimina, konagi aktif arama ve enfekte edebilme 6zelligine ve uygun kosullarda

uzun sure canli kalabilme yetenegine sahiptirler [65-67].



Entomopatojen nematodlarin biyolojik kontrolde tercih edilmelerinin baslica
nedenleri; konak spektrumlarinin ¢ok genis olmasi, kitle Gretimlerinin kolay olmasi,
arazide uygulanma ydéntemlerinin basit olmasi, konagini kisa bir stirede oldirmesi

ve cevreye toksik etki gdstermemeleridir [68-70].

Entomopatojen nematodlar, sindirim sistemlerinde bulunan Enterobacteriaceae
familyasina ait bakteriler ile (Xenorhabdus spp. ve Photorhabdus spp.) mutualistik
bir iligki igindedir. Nematodlar konak bocege agiz, anus ve spirakulum gibi vicut
aciklhklarindan giris yaparlar ve konaga girdikten sonra ture 0zgu simbiyotik
bakterileri bocek hemosdliine birakirlar. Bu simbiyotik bakteriler, Grettikleri endo ve
ekzotoksinler sayesinde konagi oldurarler. Konagin élumd; konagin bayuklugune,
sicaklida ve nematod turine bagli olarak 48-72 saat igerisinde gercgeklesir [68],
[71-72]. Entomopatojen nematodlar enfekte ettikleri boceklerde; omur
uzunlugunda kisalmaya, ugus aktivitesinde azalmaya, fertilitenin bozulmasina,
gelismenin gecikmesine ya da diger fizyolojik, morfolojik ve davranigsal
bozukluklara neden olabilmekte, agir enfeksiyon durumunda ise enfekte olan

bdcekte dlime neden olabilmektedir [73].

Su an icgin altmistan fazla Ulkede, vyuzlerce laboratuarda entomopatojen
nematodlar ve birlikte yasadiklari simbiyotik bakteriler Uzerine c¢alismalar
surdurtlmektedir [74]. Entomopatojen nematodlar ticari olarak Uretilen bir Grin
haline gelmis olup seralarda, findik bahgelerinde, mantar Uretim alanlarinda, cilek
tarlalarinda, ¢im ekili alanlarda, golf sahalarinda, meyve ve sebze bahcelerinde,
turunggil yetistirme alanlarinda rahatlikla kullanilabilecegi yapilan arastirmalarla

gosterilmigtir [75]. Ancak bu kontrol ajanini uygulamanin maliyeti yuksektir.

2.3.1.5. Funguslar

Fungi alemi icerisinde 700’den fazla entomopatojen fungus tirl yer almaktadir ve
bunlar zararli bocek populasyonlariyla micadelede 6nemli bir yere sahiptir [12].
Entomopatojen funguslarin sistematik pozisyonlarina goére ortaya cikarilan
gruplandirmada entomopatojen veya entomoparazitik funguslar;
Blastocladiomycota, Entomophthoromycotina, Kickxellomycotina, Eurotiomycetes,

Laboulbeniomycetes, Dothideomycetes, Sordariomycetes ve Pucciniomycetes
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gruplan igerisinde yer alirlar (Cizelge 2.1.) B. bassiana, P. fumosoroseus,
M. anisopliae gibi ©6nemli entomopatojenler, Ascomycota filumunda,

Sordariomycetes sinifinda ve Hypocreales takiminda yer almaktadir [74].

Cizelge 2.1. Funguslarin siniflandiriimasi ve bazi 6nemli entomopatojen

funguslarin fungi alemi igerisindeki taksonomik yerleri [76], [77]

Filum Blastocladiomycota
Filum Microsporidia
Filum Glomeromycetes
Alt filum Kickxellomycotina
Alt filum Entomophthoromycotina
Takim Entomophthoralean
Filum Ascomycota
Alt filum Pezizomycotina
Sinif Eurotiomycetes
Sinif Dothideomycetes
Sinif Laboulbeniomycetes
Sinif Sordariomycetes
Takim Hypocreales
Familya Clavicipitaceae
Cins
Telemorf Hypocrella
Metacordyceps
Regiocrella
Torrubiella
Anamorf Aschersonia

Metarhizium
Nomuraea
Paecilomyces- gibi *
Pochonia
Rotiferophthora
Verticillium- gibi**
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Familya Cordycipitaceae
Cins
Telemorf Cordyceps
Torrubiella
Anamorf Beauveria
Engyodontium
Isaria
Lecanicillium
Mariannaea-gibi
Microhilum
Simplicillium
Familya Ophiocordycipitaceae
Cins
Telemorf Ophiocordyceps
Elaphocordyceps
Anamorf Haptocillium
Harposporium
Hirsutella
Hymenostilbe
Paecilomyces- gibi*
Paraisaria
Sorosporella
Syngliocladium
Tolypocladium
Verticillium- gibi**
Filum Basidiomycota
Alt filum Pucciniomycotina
Sinif Pucciniomycetes

Takim Septobasidiales

* Onceden Paecilomyces bélimiinde Isarioidea igerisinde yer alan tiirler.

Gunumuzde bu turler Paecilomyces’ den ve Isaria’ dan kesin bir sekilde ayriimistir.
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Onceden Verticillium béliminde Prostrata icerisinde yer alan tirler.
Gunumuzde bu tarler Verticilllum’ dan kesin bir sekilde, ayrilmis fakat yeni

siniflandinimalari yapiimamistir.

Boceklerdeki fungal hastaliklar, italyan Agostino Bassi’ nin ipek bdceklerindeki
beyaz muskardin hastaligini 1834-1835 yillarinda aydinlatmasindan bu yana
bilinmektedir [7], [78-79].

100 yili agskin slredir mikrobiyal micadele ajani olarak kullanilan entomopatojen
funguslar; spesifik bdcek turlerini enfekte eden zorunlu patojenler, pek ¢cok bdécek
turinu enfekte edebilen genel patojenler ve fakultatif patojenler olarak kendi iginde
gruplandirilabilir [12], [78].

Simdiye kadar tanimlanmig entomopatojen funguslardan B. bassiana,
M. anisopliae, P. fumosoroseus (I. fumosorosea) ve V. lecanii, birgok Ulkede
zararlilarla micadelede ticari olarak Uretilerek kullaniimaktadir [13]. Ornegin,
B. bassiana Brezilya® da muz kurduna (Cosmopolites sordidus
(Coleoptera:Curculionidae)), Cin’ de ¢am tirtilina  (Dendrolimus  spp.
(Lepidoptera:Lasiocampidae)), Avrupa’ da ise afidlere (Hemiptera:Aphididae) ve
misir kurduna (Ostrinia nubilalis (Lepidoptera:Pyralidae)) karsi kullaniimaktadir
[12].

2.3.1.5.1. Entomopatojen Funguslarin Genel Biyolojileri

Entomopatojen funguslarin yagsam donguleri genellikle konaklarinin gelisme
safhalari ile es zamanh olarak gerceklesmektedir [80]. Bakteri ve viruslerden farkli
olarak, entomopatojen funguslar konaklarini yalnizca bagirsaktan degil, ayni
zamanda boceklerin solunum deliklerinden ve integumentin ylizeyinden de enfekte
edebilmektedir. Bu 6zellik sayesinde konagi tarafindan yenilmesine gerek yoktur
ve konak araligi ¢cigneme yapan bocekler ile sinirli kalmamaktadir [81]. Bu durum
bitki 6z sivisi (bagta afidler) veya hayvan kani ile beslenen béceklerin mikrobiyal
mucadelesinde entomopatojen funguslara onemli avantajlar saglamaktadir [8],
[12].
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Entomopatojen funguslarin hayat dongusunde (Sekil 2.1.); fungus ilk olarak
enfektif sporlar Uretir ve genellikle eseysiz olarak ureyen sporlar enfeksiyondan
sorumludur. Enfeksiyondaki baslangic asamasi pasif veya 06zgll olmayan
tutunmadir. Bu adim, bocegin kitikulasina temas igin birgok farkh yol icermektedir.
Ornegin, B. bassiana, M. anisopliae ve Nomurae rileyi tirlerinde tutunma islemi,
sporlarda yer alan iyi organize olmus fasikul rodletler ve bocek kutikulasi
arasindaki hidrofobik iliskinin sonucu olarak gerceklesir. Sucul ortamlarda yasayan
entomopatojen funguslarda ise tutunma igslemi zoosporlarin kese olusturmasi ile
gerceklesir [80], [82]. Tutunma isleminin ardindan sporlar, konagin c¢esitli
bariyerlerinin Ustesinden gelmek icin, fungusa yardimci olan appressorium
yapisini olusturmak Uzere ¢imlenmeye baslar [83]. Bundan sonra ¢imlenmis spor,
katikulanin icerisine penetre olur. Penetrasyon asamasinda; proteaz, kitinaz ve
lipaz gibi kutikulayr parcalayan bazi enzimler konaga giriste 6nemli rol
oynamaktadir [84]. Penetrasyonu takiben, hemosolin igerisindeki filamentoz
fungus yapilari, maya benzeri hifal yapilara veya protoplastlara (blastospor) gecis
yapar. Bu yapilar hemolenf icerisinde dolasirlar ve tomurcuklanma ile ¢ogalirlar.
Daha sonra fungus, tekrar filamentbz yapilara gegis yaparak i¢ dokulari ve
organlari istila eder ve sonunda boécek olur [80], [82]. Son olarak fungus, 6lmus
bdcek Uzerinde sporlasir ve yeni olusmus sporlar baska bir konadi enfekte
edebilir. Uygun kosullar altinda, bu durum ayni sekilde devam eder. Genel hayat
dongusu bu sekilde olan entomopatojen funguslarin Uremesini ve hayatta

kalmasini birgok cevresel faktor etkilemektedir [12].
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Sekil 2.1. Entomopatojen bir fungusun enfeksiyon semasi [85]

2.3.1.5.2. Entomopatojen Funguslarin Etki Sekilleri

Entomopatojen funguslar, farkli metabolitler Ureterek konaklarini farkli sekilde
oldirmektedir (Cizelge 2.2.) [86]. Bu metabolitlerden bazilarinin dnemli patojenite
etmeni oldugu bilinmektedir [87]. Bugune kadar ¢ogu arastirmaci B. bassiana ve
M. anisopliae tarafindan Uuretilen metabolitlere odaklanmistir. Cunkl bu iki

entomopatojen fungus dnemli mikrobiyal mucadele ajanlaridir.

Cizelge 2.2. Bazi funguslar ve urettigi metabolitler [84], [86-87]

Funguslar Metabolitler

Beauverisin, bassianin, bassianolid,

Beauveria bassiana beauverolidler, tenellin, oosporin,

okzalik asit, bassiakridin, siklosporin A
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Beauveria brongniartii Oosporin
Metarhizium anisopliae Destruksinler (28 tip), sitokalasin C
Metarhizium sp. Hidroksifungerin A ve B
Verticillium lecanii Dipikolinik asit, hidroksikarboksilik asit,
siklosporin
Paecilomyces fumosoroseus Beauverisin, beauverolidler,

dikarboksilik asit

Hirsutella thompsonii Hirsutellin A, hirsutellin B, fomalakton

2.3.1.5.3. Entomopatojen Funguslarin Cevreye Dagilimi ve Yayilimi

Toprak, entomopatojen funguslar i¢in énemli bir kaynak olup, toprakta bulunan
entomopatojen funguslar biyolojik micadele agisindan buylik énem tasimaktadir
[15], [17]. Bir patojenin olusturdugu hastaligin gelismesinde enfektif yapilarinin
dagiimasi ve vyayllmasi olduk¢a Onemlidir. Hypocreales ordosuna ait
entomopatojen funguslarin enfektif yapilari, 6lu bdcekler Uzerinden pasif olarak
cevreye dagimaktadir. Bu dagihm ruzgar ve vyagmur gibi etmenlerle
gerceklesmektedir [88]. Entomophthoralean ordosundaki funguslarin sporlar ise,
hidrostatik basing altinda aktif olarak salinmaktadir. Salinimdan sonra sporlarin
yayllimi, rizgarla gerceklesmektedir [80]. Bazi durumlarda da, entomopatojen
funguslar canh olan enfekte bocek ile bir bagska bocedge gecerek yayilabilir.
Ornegin; Entomophthora thripidum ve Strongwellsea catrans ile enfekte sinekler
ve bazi afid turleri, uzun mesafede funguslari tasiyarak gé¢ edebilmektedir [80],
[86]. Ayrica, bazi arthropodlar da entomopatojen tdrlerin yayilliminda goérev
alabilmektedir [89-90].

Bunlara ek olarak, dinlenme yapilarinin (restring spore) olusmasi da pek ¢ok
fungusun yayilimi icin ana faktor olabilmektedir. Konagin sayisi azaldiginda ve

olumsuz cgevre kosullari basladiginda, pek ¢ok Entomophthoralean ordosuna ait
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fungus turd, uzun sure toprakta kalabilen, mitozdan (azigospor) veya mayozdan
(zigospor) olusan dinlenme yapilarini (restring spore) uretmektedir [12], [80]. Bu

da fungusun yayilimina katki saglayan faktorlerdendir.

2.3.1.5.4. Entomopatojen Funguslarin Kullanimindaki Avantaj ve

Dezavantajlar

Mikrobiyal muicadelede kullanilan entomopatojen funguslarin bazi avantaj ve

dezavantajlari bulunmaktadir. Avantajlari asagidaki gibi siralanabilir: [85]

* Entomopatojen funguslar ¢ok genis konak spektrumuna ve yuksek konak
seciciligine sahiptir. Yararli bocek populasyonlarini etkilemeden, zararli boceklerin

mucadelesinde kullanilabilirler.

* Genellikle konaklarinin tim gelisme fazlarini enfekte ederler ve bu nedenle

herhangi bir uygun fazda kullanilabilirler.

* Fazla sporlanmayi takiben, konaklarinin hizli élumlerine neden olurlar, bu

nedenle, uygun kosullarda ¢ok zararli epizootiklere neden olabilirler.

* Entomopatojen funguslar, genellikle insan ve diger omurgalilar tzerinde saglik

tehdidi olusturmazlar.

* Entomopatojen funguslar insektisitlerle birlikte kullanilabilir ve bazi hallerde

onlarla sinerjistik olarak hareket edebilirler.

* [nsektisit direnci gibi problemlere yol acmaz. Bdylece uzun siire miicadelede
kullanilabilir [91].

* Biyoteknolojik arastirmalar ile gelistiriimeye uygundur.
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Entomopatojen funguslarin insektisit olarak kullanimlarinin bazi dezavantajlari da

bulunmaktadir:

* Kimyasal insektisitler boécekleri 2-3 saatte oldurebilirken, entomopatojen
funguslar icin daha uzun bir stre gerekmektedir.

* Bazen yuksek segiciliginden dolayi, ilave mucadele etmenlerinin kullaniimasi
gerekebilir.

* Fungal sporlar; UV isini, sicaklik ve nem gibi ¢evresel faktorlerden olumsuz
etkilenir [61].

* Uretimleri nispeten pahalidir ve sporlarin saklanmasi igin soduk ortamlar
gereklidir.

* Zararli populasyonlar Gzerindeki etkinligi ve devamhligi farkh konaklarda farklihk
gOsterir. Bu nedenle, bocege 6zgul uygulama tekniklerinin standardizasyonu, uzun
sureli galisma ve arastirma gerektirmektedir.

* Bagisiklik sistemi baskilanmis ve alerjik olarak ¢ok hassas insanlarda bazen risk
olusturabilmektedir [91-92].

2.3.1.5.2. Biyolojik Kontrol Ajani Olarak Beauveria bassiana ve Paecilomyces

fumosoroseus

2.3.1.5.2.1. Beauveria bassiana

Entomopatojen fungus turlerinden biri olan Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli)
Vuillemin ilk kez 180 yil 6nce tanimlanmig olup, B. bassiana’ nin boceklerde
hastalik yapabilecedi ilk kez 1835 yilinda italyan arastirmaci Agostino Bassi di
Lodi tarafindan gosterilmistir [84], [93]. Beyaz muskardin olarak isimlendirdigi bu
hastaligi bir ipek bocegi tird olan Bombyx mori’ de gézlemlemis ve ilk enfeksiyon
deneylerini baglatmistir. O zamandan beri bu turan, zararh boceklerin kontrolinde

kullaniimasi disunUimustir [84].

Beuveria bassiana, dunyanin iliman ve tropikal bolgeleri dahil gogu yerde genis
yayllim gosterir ve enfekte olmus boceklerden, havadan ve topraktan izole
edilebilir [94-95]. Bu kadar genis bir dagilima sahip olmasinin yanisira, enfekte
edebilecedi konak sayisi da fazladir [84]. Gastropoda, Acari, Dermaptera,
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Heteroptera, Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Diptera,
Hemiptera, Orthoptera, Siphonaptera, Isoptera, Thysanoptera, Mantodea,
Neuroptera, Dermaptera, Blattariae, Embioptera ve Araneae takimlarina patojendir
[96-98].

Beauverisin, bassianin, bassianolid, beauverolid, tenellin, oosporin, okzalik asit,

bassiakridin, siklosporin A ve hidrofilik kitinaz benzeri proteinler tUrettigi metabolit/

toksin ve proteinlere drnektir (Cizelge 2.3.) [99-100].

Cizelge 2.3. Beauveria bassiana tarafindan uretilen bazi toksinler ve gorevleri

Toksin islevi

iyonofor olarak gérev yapip, hiicre zari
Beauverisin gecirgenligini bozar. Bu nedenle
hlcrede gergeklesen olaylar zarar gorur
[86], [101].

Bassianolid Iyonofor olarak gorev yapar, antibiyotik
etki gosterir [87], [102].

Bassianin ve Tenellin Eritrosit membranindaki ATPaz lar
inhibe eder [103].

Bassiakridin Ozellikle cekirgelerde, kitin baglayici
toksik bir protein olarak goérev yapar
[104].

Siklosporin A Bocek savunma hucrelerine baski

yapabilir [105-106].
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Beauveria bassiana, énce beyaz ardindan sarimsi ya da kirmizimsi kolonileriyle
karakterize edilir. Koloninin alt yuzeyi sarimsidan pembemsiye degisir. Konidiyojen
hiacreleri sise seklinde ve c¢ogunlukla zigzagh bir yapr olusturan 20 pm
uzunlugunda bir sapa sahiptir. Konidiyalar, hiyalin yapida genellikle elipsoidal olup,

kartopu gibi kimeler olustururlar (Sekil 2.2.) [84].

Sekil 2.2. Beauveria bassiana. A-D, konidiyal yapilar; E, sporlar [107]

Beauveria bassiana; 5°C-38°C arasindaki sicakliklarda gelisim gosterebilir. Ancak
optimum gelisim sicakh@r 23°C-28°C’dir [108-109]. Bu entomopatojen fungusun,
hedef disi canlilara kargi herhangi bir alerjik, toksik ve bulasici etkisinin olmadigi
kanitlanmigtir [110-119]. Ancak bazi istisnai durumlar da vardir. Ornegin;
MacLeod’ un 1954 yilinda yayinladigi bir galismada, 14 kemirgen hayvanin
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akciger dokusunda B. bassiana’ya rastlanmig ancak, yapilan histolojik incelemeler
fungusun dokulara herhangi bir patojenik etkisinin olmadigini gostermigtir [96].
Buna ek olarak, B. bassiana’ nin insanlarda alerjik reaksiyonlara sebep oldugunu
gOsteren bazi kayitlar da vardir. Maller-Kégler 1967 yilinda yapmis oldugu bir
calismada, bu tdrlerin ticari olarak Uretildigi yerlerde g¢alisan insanlarda
olusturdugu alerjik reaksiyonlardan s6z etmigstir. Ayrica B. bassiana’ nin insanlarda
ve tavsanlarda mikotik keratit hastaligina neden oldugu da rapor edilmistir [111],
[120-124].

Gunumuzde B. bassiana’ ya ait birgok ticari Grin bulunmaktadir ve bu UGrlnler

cesitli canlilar Gzerinde etkili bir sekilde kullaniimaktadir (Cizelge 2.4.).

Cizelge 2.4. Beauveria bassiana ‘ya ait bazi ticari trtnler ve hedef canlilar [125]

Uriin Uretici Ulke Hedef Bocek
Boverol® Cek Cumhuriyeti Coleoptera (Chrysomelidae)
Ostrinil® Fransa Lepidoptera (Crambidae)

Coleoptera (Curculionidae,
Scarabaeidae), Lepidoptera,
Trichobass-L® ispanya (Castniidae, Pieridae),
Hemiptera (Aleyrodidae),
Thysanoptera (Thripidae),
Acari (Tetranychidae)

Bb Plus® Gulney Afrika Hemiptera (Aphididae),
Acari (Tetranychidae)

Coleoptera (Curculionidae,
Scarabaeidae), Hemiptera,
BioGuard Rich® Hindistan (Aleyrodidae, Aphididae),
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Lepidoptera (Crambidae),
Thysanoptera (Thripidae)

Biolisa-Mdara® Japonya Coleoptera (Cerambycidae)
Hemiptera (Aleyrodidae),
Boverin® Rusya Thysanoptera (Thripidae),
Acari (Tetranychidae)
Coleoptera (Curculionidae,
Bea-Sin® Meksika Scarabaeidae), Hemiptera,

BotaniGard 22 WP®

Meksika, italya,
Danimarka, ABD,
isveg, ispanya,

Japonya

Coleoptera (Curculionidae,
Scarabaeidae), Hemiptera,
(Miridae, Cicadellidae,
Fulgoridae, Aleyrodidae,
Aphididae, Pseudococcidae,
Psyllidae), Thysanoptera,
(Thripidae)

Mycotrol WP®

Meksika, ABD,
Danimarka, italya,

isvec

Coleoptera (Chrysomelidae,
Scarabaeidae,
Curculionidae),

Hemiptera (Cicadellidae,
Miridae,
Fulgoridae,Psyllidae),
Lepidoptera (Crambidae)

Beuvedieca®

Kostarika, Panama

Coleoptera (Curculionidae)

Coleoptera (Chrysomelidae,

Bazam® Honduras, El Curculionidae), Hemiptera
Salvador, Guatemala, (Aleyrodidae, Aphididae),

Jamaika Lepidoptera (Noctuidae)

Bb Vinchuca® Arjantin Hemiptera (Reduviidae)
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Brocaril 50 WP® Kolombiya, Honduras Coleoptera (Curculionidae)

2.3.1.5.2.2. Paecilomyces fumosoroseus

Ik olarak Ukrayna’ da 1904 yilinda, seker pancari kurdunun Cleonus punctiventris
(Coleoptera:Curculionidae) larvalar Uzerinde Wize tarafindan Isaria fumosorosea
olarak tanimlanmistir [126]. Samson‘ un 1974 yilinda yapmig oldugu monografik
cins galismalari sonucunda da Isorioidea familyasinin yeni bir bélimi olan
Paecilomyces grubuna dahil ediimis ve adi Brown ve Smith tarafindan

Paecilomyces fumosoroseus olarak degistirilmigstir [127-128].

Paecilomyces fumosoroseus; dinyada genis bir yayillim gostermekte olup,
Ozellikle Lepidoptera takimi Uyelerinden, bitkilerden, havadan ve topraktan izole
edilebilmektedir [95], [125]. Yaklasik olarak 1990’ lardan beri laboratuvarda,
serada ve sahada Dbiyolojik muicadelede kullanillabilirligi kayitlara gecgen
P. fumosoroseus; Blattodea, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera,

Isoptera, Lepidoptera, Neuroptera, Thysanoptera ve Acari takimlarina patojendir
[125].

Hizli gelisme 0Ozelligine sahip olan fungus kolonileri; beyazimsi, pembemsi gri,
sarimsi veya kahverengimsi pembe renklerinde olabilmektedir. Pembe sinnemata,
10-20 mm wuzunluga erisebilmektedir. Konidiyasporlari konidiyafora baglayan
fiyalidler; taban kismi kire ile elips arasinda bir sekle sahip olup, siseye
benzemektedir. Konidiyasporlar ise fuzoidden ovoide degisen bir sekilde ve hiyalin
yapidadir (Sekil 2.3.) [125], [129].

22



Sekil 2.3. Paecilomyces fumosoroseus. A-C, konidiyal yapilar; D, sporlar [130]

Toksinleri ve metabolitleri hakkindaki bilgiler B. bassiana ve M. anisopliae’ ye
oranla daha kisith olmasina ragmen, beauverisin kayda gecen ilk metabolitidir
[131]. Beauverolidler, piridin-2,6-dikarbosilik asit ve dipikolinik asit, yine izole

edilen metabolit/toksinlerine ornektir [132-133].

Paecilomyces fumosoroseus; 5°C-32°C sicakliklari arasinda gelisim gosterebilir
ancak optimum gelisim sicakhgi 25°C’ dir [134]. Yaklasik 40 yil 6énce yurGtiimus
calismalarda, P. fumosoroseus’ un hedef olmayan canlilar (amfibiler, kuglar ve
memeliler) Uzerinde herhangi bir toksik veya patojenik etkisinin olmadigi
g6zlenmigtir [134-136].
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Piyasada ticari urun haline getiriimis ve hedef canlilar Uzerinde etkin sekilde

kullanilan P. fumosoroseus* a ait drtinler bulunmaktadir (Cizelge 2.5.)

Cizelge 2.5. Paecilomyces fumosoroseus’ a ait ticari Urtnler [137-138]

Uriin

Uretici Ulke

Hedef Bocek

Ago Biocontrol

(Paecilomyces 50)

Ago Biocontrol,
Kolombiya

Coleoptera, nematodlar

Bemisin®

Probiagro, Venezuela

Hemiptera (beyazsinekler)

Fumosil®

Productos Biologicos

Perkins Ltd., Kolombiya

Hemiptera (beyaz sinekler,

afidler), Thysanoptera

Micobiol Completo® (mix

Coleoptera, Hemiptera,

with B. bassiana, M. NI, Kolombiya Lepidoptera, Diptera, Acari
anisoplia, N. rileyi, B.

thuringiensis)

Micobiol® HE
(mix with B. bassiana, NI, Kolombiya Coleoptera, Hemiptera,

M. anisopliae,
N. rileyi, H. thomsonii, P.
lilacinus)

Lecanicillium spp.,

Acari, nematodlar

Lecanicillium spp.,

Multiplex Mycomite®

The United Planters’
Association of Southern
India (UP-ASI), the Tea

Research Foundation

and Muliplex
Biotech Pvt. Ltd.

Olingonychus coffeae
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Agrobiologicos del

Pae-Sin® Noroeste S.A. de C.V. Hemiptera
(Agrobionsa), Meksika
PFR-97 20% WDG® Certis, ABD Hemiptera, Thysanoptera,
PreFeRal WG® (Apopka Biobest Biological Hemiptera
strain 97) Systems, Belgika
Acari(Tetranychus urticae,
Priority® T.Stanes & Company, Panonychus ulmi,
Hindistan Aculus schlectendall)
Successor® Live Systems Hemiptera, Thysanoptera,
Technology S.A., Acari
Kolombiya
Tri-Sin® (mix with B. Agrobiologicos del
bassiana and Noroeste S.A. de C.V. Hemiptera (Psyllidae)
M. anisopliae) (Agrobionsa), Meksika

Beauveria bassiana ve P. fumosoroseus’ un enfeksiyon mekanizmasi diger
entomopatojenlerde oldugu gibidir. Enfeksiyon; sporun Kkatikale tutunmasiyla
baglar. Ardindan sporun g¢imlenmesi ve kutikile penetrasyon gergeklesir.
Penetrasyon kutikulanin daha ince bdlgelerinden ya da agiz pargalarindan olur.
Daha sonra konagin bagisiklik sisteminin Ustesinden gelinmesi asamasi
gerceklesir. Konak igerisinde hifal yapilarin ya da blastosporlarin tGretilmesi, 6lu
konakta saprofitik Ureme ve yeni konidiyalarin Gretilmesiyle enfeksiyon son bulur.
Konaklarinin  élimu, boécegin besin depolarinin tiketiimesinden, funguslarin

urettigi metabolit veya toksinlerden kaynaklanmaktadir [84].
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2.4. Hedef Canli Olarak Segcilmis Sivrisinekler ve Genel Ozellikleri

Sivrisinekler; Arthropoda subesi, Insecta sinifl, Diptera takimi, Nematocera
alttakimi icerisinde yer alan, Culicidae familyasi icerisinde incelenmektedir [23].
Culicidae familyasina bagli Anophelinae ve Culicinae alt familyalarinda insan
saghgl agisindan o6nemli gruplar bulunmaktadir [139]. Culicinae alt familyasi;
Aedes, Uranotaenia, Culiseta, Culex, Mansonia, Coquillettidia, Orthopodomyia ve
Ochlerotatus cinsleri ile temsil edilmektedir [140-141]. Yuksek adaptasyon ve
dispersal yetenekleri sayesinde dinyada, c¢oller ve kutuplar haric her yerde
bulunabilmektedirler [19-20], [142]. Sivrisinekler, hayat dongulerinde yumurta,
larva, pupa ve ergin evreleri oldugu igin tam baskalasim gosteren holometabol
canhlardir (Sekil 2.4).

Pupadan gelisen ergin, 1.evre larva
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Sekil 2.4. Sivrisineklerin hayat dongusu [143]
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Tare bagh olarak tek seferde 50-500 arasi yumurta birakabilirler [23]. Yumurtalar,
turlere ve suyun sicakligina bagh olarak 1-4 gunde acilirlar [6]. Larvalar nefes
almak igin sik sik su yuzeyine ¢ikarlar. Anophelinae Uyeleri suyun yuzeyinde yatay
durumda nefes alirken, Culicinae Uyeleri nefes alirken vicutlarini suyun ylzeyine
egik pozisyonda tutarlar (Sekil 2.5.) [144].

Y
%
\\ l /,

|

// \\\ ////\ ,\\\\.
Y N\

ANOPHELLES / CULEX \ " nebes

LARVA i%m._:

/ & ’I
/ N A

ERGIN

Sekil 2.5. Anophelinae ve Culicinae Uyelerinin nefes alirken vicutlarini suyun

ylzeyinde tutma pozisyonlari [145]

Yumurtadan ¢ikan larvalar, pupa formuna gegene kadar U¢ kez deri degistirirler.
Bu surecte larvalar boyut farklarindan ayirt edilebilen dort evre gegirirler. Sivrisinek
larvalari sudaki mikroorganizma ve organik partiklllerle beslenirler [146]. Bununla
beraber bazi sivrisinek turlerinin larvalarinda kanibalizm gézlenmektedir. Genelde
yuksek yogunlukta populasyonlarda ve/veya ortamda az besin oldugu durumlarda
gorulen bu davranigin bireylerin gelisme hizlarina olumlu etkileri oldugu
kaydedilmistir [147-149].

Sivrisinek larvalari; ortamdaki besin miktarina, suyun sicakligina ve ture bagh
olarak ortalama 7-16 gunde pupa evresine gecer [6]. Virgule benzeyen vicut
yapisi ile pupa, metamorfozun sekillendigi ve ergine ait yapilarin olustugu son
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evredir [6]. Pupalar genelde 3-5 gun icinde ergin hale gecgerler. Ancak ortam
kosullarina bagl olarak (genelde dusuk sicakliklarda) bu sire 10 gune kadar
cikabilmektedir [150].

Pupadan c¢ikan ergin 1-2 dakika iginde ekstremitelerini kurutarak beslenme
arayisina girer. Ergin sivrisinekler genelde ¢icek nektarlariyla beslenir. Sadece disi
bireyler, yumurta olusumunda vitellus proteinlerini sentezlemek igin, gerekli
aminoasitleri kan emerek sadlarlar [144], [150]. Kan emmek icin tercih ettigi
canliya gore; zoofilik (hayvanlardan kan emen), antropofilik (insanlardan kan
emen) ya da zoo-antropofilik (hem insandan, hem de hayvanlardan kan emen),
dinlenme alani tercihlerine goére; ekzofilik (dis mekanlarda dinlenen) ya da endofilik
(ic mekanlarda dinlenen), kan emme alanlarindaki tercihlerine goére ise ekzofajik
(dis mekanlarda kan emen) ya da endofajik (ic mekanlarda kan emen) olarak

gruplandirilabilir [144].

2.4.1. Culex quinquefasciatus

Tarkiye’ deki 13 Culex cinsi sivrisinek turtinden biri olan C. quinquefasciatus, tim

dunyada tropik ve subtropik alanlarda yaygindir [151-152].

Disileri acik ve kapali ortamlarda, ortam sicakhgi distiginde, gece Ozellikle
24:00-02:00 saatleri arasinda kan emerler. Olduk¢a saldirgan olan bu tur, zoo-
antropofildir. Bu turan digileri kan emdikten 4 gun sonra suyun Uzerinde yuzen
paketler halinde yumurtalarini birakirlar. Erkek bireylerin larva sureleri

disilerinkinden kisayken, pupa sureleri daha uzundur [153].

Culex quinquefasciatus tasididi flavivirUsler ile atesli hastaliklara ve ensefalitlere,
parazitler ile de, kus sitmasina ve filariyazise neden olmaktadir [151]. 160
Plasmodium turinden yalnizca 4 tanesi (P. vivax, P. falciparum, P. ovale, P.
malariae) konak olarak insani kullanir. Plasmodium relictum, C. quinquefasciatus
tarafindan tasindigi bilinen kus sitmasi parazitidir [152]. Bir diger 6nemli parazit,
filariyal bir helmint olan Wuchereria bancrofti’ dir. Bu parazit lenf damarlarini

tikayarak iltihaplanmaya yol agar, 6zellikle ayak ve bacaklarda asiri sisme goérular.
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Tarkiye’ nin Antalya, Samsun ve Elazi§ illerinde de gorulen bu hastalik, 2014
yilinda Diinya Saglik Orgutli’ nin yaymnladigi bildiriye gére diinyada 120
milyondan fazla insanda gorulmektedir [154,155]. C. quinquefasciatus’ un tasidigi
virislerden en dnemlileri ise Kuzey Amerika’ nin dogusu ve guneyinde gorilen
St. Louis Ensefalit Virisu, Rift Vadisi Virusu, Uzak Dogu’ da gorilen Japon
Ensefalit Virisu, Asya, Avrupa, Afrika ve Orta Dogu’ dan sonra Kuzey Amerika
kitasinda da yayilim gdésteren, kuslari, memelileri ve insanlari enfekte edebilen
Bati Nil Viristudur (BNV) [156-157]. Ozellikle BNV, merkezi sinir sistemine etki
edebilmesi ve ciddi norolojik hastaliklara neden olmasindan dolayl oldukca
onemlidir. BNV ile enfekte bireylerin %80’ inde hastalik asemptomatik olarak
gelisir. Turkiye’ de de bu virlse ait tanimlanmis ilk olgular 2010 yilinda bildirilmigtir
[158-159].

2.4.2. Aedes aegypti

Tropiklerde ve subtropiklerde yaygin olarak gortlen A. aegypti, dnemli bir vektor
sivrisinektir. Bu turan disi bireyleri yumurtalarini, C. quinquefasciatus turunun
disilerinden farkl olarak tek tek birakirlar (Sekil 2.6.). Yumurtadan ergine kadar
gegen sure; ture, suyun fizikokimyasal ozelliklerine, iklim kosullarina, besin
faktorlerine gore degismekle birlikte 7-16 gun surmektedir [150], [160-162].

Cogunlukla gunduzleri aktif olan A. aegpyti; dang hummasi, sart humma ve
chikungunya hastaligina neden olan virUslerin tasinmasinda buyuk rol
oynamaktadir. 2012 Dinya Saglk Orgiti verilerine gore dang hummasi,
sivrisinekler araciliiyla bulasan en énemli viral hastaliklardan biridir. Hastalik 3
asamada (ateslenme, kritik, iyilesme) ilerler. ilk asamada yiiksek ates gériliir ve
kisi hastalik slresince kemikleri kirilircasina siddetli agrilar yasar. Dunya
nufusunun %40’ 1 bu hastalida yakalanma riski altindadir ve simdiye kadar
herhangi bir tedavisi bulunamamistir [163]. Sari hummada; ani ates ylkselmesi,
bobrek islevlerinde bozulma, cildin ve gozlerin sararmasi gibi belirtiler goralur.
Tedavi edilmeyen vakalarin %50’ si 6lumle sonuclanir. Chikungunya hastaliginda
da, yuksek atesle birlikte vicuttaki cogu eklemde siddetli agrilar olur ve hasta Kisi

dik duramaz hale gelir. Agisi veya herhangi bir tedavisi yoktur [164-167].
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CULEX AEDES

Sekil 2.6. Aedes ve Culex cinsi sivrisineklerin morfolojik farkliliklari [145]
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calismada Turkiye'nin gesitli illerinden toplam 150 toprak érnegi toplanmis ve
bu topraklardan toprak seyreltme yontemi ile entomopatojen olabilecedi dusltnullen
71 fungus Ornedi elde edilmistir. Bunlarin arasindan Beauveria spp. ve
Paecilomyces spp. olabilecegi dusundlen tarler secilmisti. Bu drneklerin

tanimlanmalari i¢in caligmalar yapilmistir.

3.1. Toprak Orneklerinin Toplanmasi

Entomopatojen fungus izolasyonunda kullanilacak toprak o6rnekleri; 2013-2014
yilinin Kasim ve Temmuz aylari arasinda toplanmistir. Toprak érneklerinin alindigi
yerler rastgele secilmistir [168]. Yaklasik 500 g’ ik toprak &rnekleri; ekili-dikili
alanlardan, orman zemininden, ruderal alanlardan ve c¢ayirlik yerlerden
toplanmistir. Toprak orneklerinin alinmasinda yuzeyden baslayip 5-20 cm’ lik
derinlige kadar olan yerler tercih edilmistir [169-172]. Orneklerin aliniminda
kullanilan alet, her toprak alinimindan sonra %70’ lik etil alkol ile steril edilmigtir.
Toprak orneklerinin alindigi yerlerin adi ve o topraga ait vejetasyon tipinin
kaydedilmesinin ardindan topraklarin kurumasini 6nlemek igin toprak ornekleri

plastik torbalar icine alinmistir [68].

3.2. Deneyde Kullanilan Culex quinquefasciatus ve Aedes aegypti Turlerinin

Laboratuvar Populasyonlarinin Uretilmesi

Bu ¢alismada, Hacettepe Universitesi Biyoloji Bolimi Ekolojik Bilimler Arastirma
Laboratuvari (EBAL) ve EQitim Fakultesi Pestisit Arastrma ve Referans
Laboratuvar’’ nda kolonizasyonu yapilmis olan C. quinquefasciatus ve A. aegypiti

turd sivrisineklerin laboratuvar populasyonlari kullaniimigtir.

Kolonizasyon iglemi, Yazgan 2003; Eastwood, 2011; Zheng 2015 ve
Govindarajan, 2015 temel alinarak yapilmigtir [173-176].

Koloniler, 26+2° C sicaklik, % 65+10 RH nem ve 12:12 saat aydinlik:karanlik (L:D)
kosullarinda uretilmigtir. C. quinquefasciatus ve A. aegypti erginleri, 40x40x40
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cm’ lik tul kafeslerde yetistiriimistir. C. quinquefasciatus erginlerine bildircindan,
A. aegypti erginlerine ise tavsandan haftada bir kez kan emdirilmistir. Erginler
%10’ luk glukoz ¢ozeltisi ile beslenmistir. Yumurta almak i¢in C. quinquefasciatus
bulunan kafeslere su dolu kaplar, A. aegypti bulunan kafeslere ise su dolu kaplar
ve bu kaplarin igine kenarlarini kaplayacak sekilde kurutma kagitlari konulmustur.
3-4 gunluk yumurtlama periyodundan sonra yumurtalar kafesten alinarak 7x11x18
cm‘ lik iglerinde bir litre distile su bulunan kaplara aktariimistir. Yumurtadan ¢ikan

larvalar, Sera® dip balik yemi ile beslenmisgtir.

3.3. Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

3.3.1. Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

Maya ve kuflerin gelistirimesinde kullanilan bir besiyeri ¢esididir [177].

3.3.1.1. Sabouraud Dextrose Agar + Yeast Extract (SDAY)

%1 oraninda maya Ozutu ilave edilmig olan SDA (Sigma- Aldrich)’ I besiyeri,
120° C’ de 1 atm basing¢ altinda 20 dakika otoklavda steril edilmistir. Bu besiyeri

funguslarin spor Gretmeleri igin kullaniimistir [178].
3.3.1.2. Veen’s medium (SDA Segici Besiyeri)

Entomopatojen funguslar topraktan izole edilirken; toprak bakterilerinin tGremesini
Oonlemek amaciyla genis spektrumlu bir antibiyotik olan Chloramphenicol 50 pg/mi
ve Actidone (Cyclohexamide) 250 ug/ml SDA besiyerine eklenerek segici 6zellikte
bir besiyeri olusturulmustur. Besiyeri 120° C ve 1 atm basin¢ altinda 20 dakika
otoklavda steril edilmistir [117], [179].

3.3.1.3.SDA Segici Besiyeri

Entomopatojen olmayan funguslari elimine etmek amaciyla, igerisinde 1 ml Dodine
(9 ml distile su igerisinde 1 g Dodine ¢ozulerek hazirlanmis ¢ozeltiden) ve 500 pl
Chloramphenicol (10 ml %96’ lik etanol iginde 1 g Chloramphenicol ¢ozilerek
hazirlanmis ¢ozeltiden) SDA besiyerine ilave edilerek hazirlanmistir [86], [180-
181].
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3.3.2. Malt Extract Agar (MEA)

30 g malt 6zutl ve 30 g agar 1 litre distile suda ¢dzilmustir ve 120° C’ de 1 atm
basing altinda 20 dakika otoklavda steril edilmistir. Bu besiyeri funguslarin tir

tanimlanmasinda kullaniimigtir.

3.3.3. Yulaf Unlu Agar (Oat Meal Agar)

Entomopatojen funguslarin mikroskobik incelemelerinin yapilmasinda kullanilan
yulaf unlu agar; 60 g yulaf unu ve 12,5 g agarin 1 litre distile suda ¢oézulmesiyle

hazirlanir.

3.3.4. Potato Dextrose Agar (PDA)

PDA (Sigma-Aldrich) izole edilen entomopatojen funguslarin saklanmasi amaciyla
kullaniimistir [11], [182].

3.3.5. Tween 80

Spor solusyonlari hazirlanirken ve sporlar suya alinirken Tween 80 (Sigma-
Aldrich) kullaniimigtir.

3.3.6. Zeytinyagi, Findik yagi ve Aygicek yagi

Spor solusyonlarinin hazirlanmasinda ve deney kaplarinda sporlarin su yuzeyinde

kalmasini saglamak amaciyla kullaniimistir.

3.3.7. Laktofenol Mavisi

Fungus 6rneklerinin boyanmasinda Laktofenol mavisi (Merck) kullaniimigtir.
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3.4. izolasyon

3.4.1. Toprak Seyreltme Yéntemi ile izolasyon

Tarkiye’'nin cesitli illerinden toplanan toprak oOrneklerinden 1° er gram alinarak,
icinde 10 ml distile su bulunan steril test tuplerine konulmustur. Her bir test tupu
homojenizasyonu saglamak amaciyla 30 saniye boyunca vortekslenmistir.
Ardindan karigimdan 1 ml alinarak igcinde 9 ml distile su bulunan test tupune

eklenmig ve bdylece 10 kez seyreltme yapilmigtir [183].

Seyreltmenin ardindan her bir test tiptinden alinan 0,5 ml miktarindaki karisim
Veen’'s Medium segici besiyerine eklenmis ve drigalski spattli yardimi ile
besiyerine yayilmigtir. Besiyerleri 26£2°C’ de 14 gun boyunca fungal geligsime
birakilmistir. Daha sonra Ureyen Beauveria spp. ve Paecilomyces spp. olabilecek

ornekler SDAY besiyerine ekilerek saf kultlr elde edilmeye ¢alisiimistir [94].

3.5. Deney Suslarinin Seg¢ilmesi

Izole edilen fungus érnekleri; ilk asamada SDA besiyerindeki koloni 6zelliklerine
gore secilmeye calisiimistir. Bu besiyerinde Ureyen Beauveria spp. ve
Paecilomyces spp. olabilecek turlerin koloni 6zellikleri géz 6nune alinarak bu
Ozellikleri saglamayan 6rnekler elenmistir. Beauveria spp. kolonilerinin rengi; dnce
beyaz, sonra sarimsi pembemsi, Paecilomyces spp. érnekleri ise; pembemsi gri,

beyaz, sarimsi veya kahverengimsi pembe renginde olabilmektedir [79], [128].

3.5.1. Preparat Hazirlama ve Mikroskobik inceleme

Preparat hazirlanirken; temiz lam Gzerine bir damla etil alkol konulmus, fungusun
dremis oldugu yulaf unlu agar ortamindan steril 6ze yardimi ile az miktarda fungus
ornegi ahnmistir. Fungusun yapisini kaybetmeden lam Uzerine yayillmasi
saglanmistir. Alkolin ugmasi igin bir sure beklenilmis, daha sonra érnek Uzerine

bir lamel kapatilarak mikroskopta inceleme yapiimigtir.
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Hazirlanan preparatlarda Beauveria cinsi igin en karakteristik 6zellikler olan, taban
kismi globoz veya sise seklinde siskin sporojen hucreler ve kiguk seffaf sporlarin
meydana getirdigi kiimelerin gozlendigi ornekler secilmistir. Paecilomyces cinsi
icin ise filamentleri ve konidiyaforlari sik dizilim gdsteren ve konidiyalari fuzoidden

ovoide degisen sekilde olan ornekler secilmistir [129], [184-185].

3.6. Turlerin Teshisi

izole edilen funguslar arasindan Beauveria spp. ve Paecilomyces spp. olabilecegi
dusundlen o6rneklerin  morfolojik tir tayinleri, “Entomopathogenic Fungal

Identification” adli kaynak baz alinarak yapilmistir [184].

Molekiiler teshisler ise; Beauveria spp. icin Ege Universitesi’ nden Dog. Dr. Alev
Haliki tarafindan, Paecilomyces spp. igin ise Istanbul Teknik Universitesi (ITU) Ari

Teknokent sirketi olan Bioeksen Ar-Ge ekibi tarafindan yapilmistir.

3.7. Kullanilan Deney Suslari

Yapilan tum deneyler sonucunda Turkiye'nin c¢esitli illerinden elde edilen
entomopatojen fungus turlerinden B. bassiana ve P. fumosoroseus olabilecek
turler teshis edilmistir. Bu suslardan 9 adet B. bassiana ve 1 adet P. fumosoroseus
secilerek toplamda 10 adet sus ve 1 adet B. bassiana’ nin standart susu

(KVL-03129) sivrisinekler Uzerinde denenmistir.

3.8. Spor Sollisyonlarinin Hazirlanmasi

Her bir izolatin spor solusyonu, 14 guin boyunca SDAY besiyerinde uremis
kiltarlerden hazirlanmistir. Bu besiyerlerine icerisinde %1 Tween 80 bulunan 10
ml distile su veya her bir bitkisel yag icin ayri ayri hazirlanmis icerisinde %1
bitkisel yag bulunan 10 ml distile su eklenmigtir [7]. Ardindan her bir izolat, spor ve
misellerin birbirinden ayrilmasi igin vorteks cihazinin en yliksek ayarinda 2 dakika
karistinimistir SUspansiyondaki konidiyal konsantrasyon; Neubauer Improved

laminda sayilmistir (Sekil 3.1.)
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Sekil 3.1. Neubauer lam ve lameli

Spor sayiminda Neubauer Improved laminin ortasinda yer alan 25 kareden, 0,004
mm? hacimli alanlardan 9 tanesi secilmis ve sayim yapilmigtir ($ekil 3.2.). Bulunan
spor sayisi 0.036 ile bolunerek 1 ul’ deki spor sayisi bulunmustur. 1 ml’ deki spor

sayisina ulasmak igin ise bulunan sonug 1000 ile ¢carpilmigtir [186].

1 ml’ deki spor sayisi = 9 alandaki toplam spor sayisi x 1000
0.036
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Sekil 3.2. Neubauer laminda bulunan kareler ve sayim yapilan alanlar

Calismada elde ettigimiz her fungus izolati i¢cin 1" er (1x10” konidya/ml) ve
standart sus icin 3’ er (1x10°% 1x10° ve 1x107 konidya/ml) konsantrasyon

hazirlanmistir [187].

3.9. Fungus Suslarinin Culex quinquefasciatus ve Aedes aegypti Uzerinde

Denenmesi

ik olarak A. aegypti tiriinden 2.evre larvalar her deney setinde 50 adet olacak
sekilde 7x 11x 18 cm‘ lik, icerisinde 250 ml distile su ve 2,5 ml spor sollisyonu
iceren kaplara konulmustur. Spor soltsyonlari; %1’ lik Tween 80 ve de %1’ lik
bitkisel yag ile standart sus olan KVL-03129 ile 3 ayri konsantrasyonda (1x10°%,
1x10° ve 1x107 konidya/ml) ve kontrol grubu olusturarak hazirlanmistir. Burada
spor solusyonlari 250ml distile suya eklendikleri igin 1 ml bagina digsen spor sayisi
degismis 1x103%, 1x10* ve 1x10° konidya/ml' ye dismustir. Bu 6ncil calisma
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sonuglari baz alinarak, etkili olan spor konsantrasyonu ve spor solusyonu igerigiyle

diger suslar igin deney plani yapilmistir.

Her deney setinde A. aegypti tlru icin 2.evre larvalar 50 adet olacak sekilde,
C. quinquefasciatus tlru icin ise 2.evre larvalar 25 adet olacak sekilde, 7x 11x 18
cm’ lik deney kaplarina koyulmustur. Kaplarin igerisinde 250 ml distile su ve 2,5 ml
spor solusyonu (segilmis entomopatojen fungus izolatlarindan ayri ayri hazirlanan,
%1 lik Tween 80 ve de %1’ lik bitkisel yagd ile olusturulmus) bulunmaktadir.
Hazirlanan deney setleri, 2622 °C sicaklik, % 65+10 RH nem ve 12:12 saat
aydinhk:karanlik (L:D) kosullarinda muhafaza edilmigtir (Bu yontem Bukhari, 2011’

go6re modifiye edilerek tasarlanmigtir) [188].

Deney setleri her gin kontrol edilmis ve enfekte oldugu tespit edilen ol larvalar
icerisinde filtre kagidi bulunan petri kaplarina aktariimistir [7]. Bu petriler ayri ayri
posetlere konularak 26+2°C’ lik etivde saklanmis ve kadavralarin tzerinde fungus
g6zlenmesi igin her gin kontrol edilmistir. Yine bu petrilerde de funguslar igin

gerekli olan yuksek nemin saglanmasi igin petrilere distile su eklenmistir [7].

Kurulan deney setleri icin ayni ydntemle kontrol gruplari olusturulmus, fakat kontrol
gruplarina spor solusyonu verilmeyip, icerisine %1 oraninda Tween 80 veya %1

bitkisel yag eklenmis distile su verilmigtir [189].

3.10. istatistiksel Yontemler

Tarkiye topraklarindan izole edimis suslardan segilen 10 susun 1’ er ve standart
susun 3’ er konsantrasyonu C. quinquefasciatus ve A. aegypti larvalari Uzerinde
denenmis ve veriler kaydedilmigtir. Ayrica bu gruplar icin kontrol grubu da

olusturulmus ve verileri kaydedilmistir.

Bu 10 susun patojenite etkilerine; dozun, susun ve spor solusyonu igeriginin
etkisinin olup olmadigi tek yonlu Anova testi ile arastiriimigtir. LT50 degerlerinin
hesaplanmasinda, EPA probit analiz programi kullanilmig, bu degerlerin
karsilastinimasinda ise t testi uygulanmistir. Suslar ise kendi arasinda LSD testi ile

kargilastiriimis ve Duncan analizi kullanilarak yorumlar yapiimigtir.
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4. SONUGLAR

4.1. izolasyon Sonuglari

Calisma kapsaminda topraktan entomopatojen fungus izolasyonu toprak
seyreltme yontemiyle gergeklestiriimistir. Uygulanan bu yodntemle toplamda 71
adet entemopatojen fungus ornegi elde edilmistir. izolasyon sonuglarina gére
C. quinquefasciatus ve A. aegypti larvalar Uzerinde denenen suslar rastgele

secilmistir.

4.2. Tur Teghisi Sonuglari

Laktofenol mavisi damlatiimis preparatlarda Beauveria cinsi i¢in en karakteristik
Ozellikler olan, taban kismi globoz veya sise seklinde sigkin sporojen hucreler ve
klguk seffaf sporlarin meydana getirdigi kimelerin gézlendigi drnekler secilmistir

(Sekil 4.1.). Paecilomyces cinsi icin ise dallari ve konidiyaforlari siki olan,

konidiyalar1 fusoidden ovoide degisen sekle sahip olan 6rnekler segilmistir (Sekil
4.2.) [190].

Sekil 4.1. Beauveria bassiana konidiyalari ve sporlari (Fotograf: Semiha Selda
YILDIZ, 2015)
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Sekil 4.2. Paecilomyces fumosoroseus konidiyalari ve sporlari (Fotograf: Semiha
Selda YILDIZ, 2015)

Ege Universitesi nden Dog. Dr. Alev Haliki tarafindan 65 adet B. bassiana,
istanbul Teknik Universitesi (ITU) Ari Teknokent sirketi Bioeksen Ar-Ge ekibi

tarafindan ise 6 adet P. fumosoroseus tanimlanmistir.

4.3. Oliim Nedeninden Fungusun Sorumlu Tutulmasi

Toprak seyreltme yontemi ile elde edilen entomopatojen funguslarla, larvalarin
enfekte olmasinin ardindan 6lim nedeninden fungusun sorumlu tutulabilmesi i¢in
larvalarin 6ldukten 1-2 gun sonra iglerinin hifal yapilarla dolmasi ve kadavrada
kotl koku olusmamasi 6zellikleri beklenmistir. Bu belirtilerin gdzlendigi larvalarda,
olum nedeninden entomopatojen fungusun sorumlu oldugu belirtilmigtir [7].

40



Sekil 4.3. Beauveria bassiana’yla enfekte A. aegypti larvasi (Fotograf: Semiha
Selda YILDIZ, 2015)

41



Sekil 4.4. Paecilomyces fumosoroseus ile enfekte C. quinquefasciatus larvasi
(Fotograf: Semiha Selda YILDIZ, 2015)

4.4. Deney Sonuglari

4.4.1. Fungus Suslarinin Culex quinquefasciatus ve Aedes aegypti Uzerinde

Denenme Sonuglari

Bu galismada D-2, iZ, L-1, Ay-3, BY-V, iC, Bol, BY-G, Trb, RZ suslari ve
KVL-03129 standart susu kullaniimistir (Cizelge 4.1.).

Standart susun 3’ er farkli konsantrasyonunun ve diger 10 susun 1’ er
konsantrasyonunun patojenitesi incelenmis ve elde edilen 6lU larva sayilari, her
gun deney setinin kontrol edilmesiyle kaydedilmistir. A. aegypti tlru sivirisineklerin
deney dizeneginde 50 adet, C. quinquefasciatus tirl igin ise 25 adet larva
kullaniimis ve deneyler 3 kez tekrarlanmistir. Cizelge ve grafiklerdeki tim ortalama

olum degerleri, 7 gunlik 6lim degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4.1. Deneyde kullanilan suglar

) Toprak Orneginin
Sus Kodu Toprak Orneginin Alindigi Yerin
Alindigi Yer Vejetasyon Tipi
1.Sus D-2 Denizli- Honaz Ruderal alan
2. Sus iz* Izmit- Akmese* Ekili alan
Tekirdag-
3.Sus L-1 Lileburgaz Ruderal alan
4.Sus Ay-3 Aydin- Altinkum Ekili alan
5. Susg BY-V Ankara- Beytepe Agac dikili alan
Vadi Alti
6. Sus iC Istanbul- Catalca Cayirlik alan
7. Sus Bol Bolu- Gerede Ormanlik alan
8. Sus Trb Trabzon- Magka Ormanlik alan
9. Sus BY-G Ankara- Beytepe Agac dikili alan
Golet
10. Sus RZ Rize- Sahintepesi Ormanlik alan
11.sus KVL-03129 - -

* Paecilomyces fumosoroseus susunu ifade etmektedir. Diger suslar Beauveria

bassiana’ dir.




Olusturulan spor solisyonu konsantrasyonlari; 1x10° 1x10°® ve 1x107 konidiya/ml
olacak sekilde hazirlanmistir ve dncul ¢alisma verilerine gore bu konsantrasyonlar
arasinda ortalama 6lum sayilari agisindan fark olup olmadigi LSD testi ile

arastinimistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Oncul galismada kullanilan spor sollisyonu konsantrasyonlarinin

kendi aralarinda ve kontrol grubuyla LSD testi kullanilarak kargilastiriimasi

A B Ortalama Olim

(Doz) (Doz) | Sayilari Arasi Fark Standart Hata P Degeri (Sig.)

1x 10° 1x108 (:A,\Gg) 2,092 742

1x107 -2,61 2,092 ,360

Kontrol 14,43 2,092 ,000*

1x108 1x10° ,69 2,092 742

1x107 -1,92 2,092 214

Kontrol 15,12 2,092 ,000*

1x107 1x10° 2,61 2,092 ,360

1x10¢ 1,92 2,092 214

Kontrol 17,04 2,092 ,000*

Kontrol 1x 10° -14,43 2,092 ,000*

1x10¢ -15,12 2,092 ,000*

1x107 -17,04 2,092 ,000*

* p<0,05 olan 6rnekleri ifade eder.

Oncll galisma verilerine gére standart susun (KVL-03129) A. aegypti larvalari
(1x10°%, 1x10% ve 1x10” konidiya/ml) ile kontrol

grubu arasinda, LSD testine gore istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,05)

uzerinde denenen tum dozlari

(Cizelge 4.2.). Buna gore etkinlik agisindan denenen dozlarin hepsi larvalarin
Olmesini saglamigtir. Dozlarin kendi arasinda karsilastirlmasi sonucunda ise,
denenen 3 doz arasinda ortalama 6lum sayilari bakimindan fark olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0,05). Ancak c¢alismalara, 6lum

ortalamalari g6z 6nline alinarak, kontrol grubuyla arasindaki fark en ¢ok olan ve
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en yuksek sayida 6lim ortalamasina sahip 1x10” konidiya/ml ile devam edilmistir

(Sekil 4.5.).

% 18,00

E 16,00

g 14,00

< _ 12,00

5% 10,00

>0

82 8,00

ES 600

0

s 4,00

& 2.00

£ 0,00

o 1x107- 1x107- | 1x107- 1x108- 1x108-
1x10° 1x10° Kontrol Kontrol Kontrol

'mOrtalama Fark| 2,61 1,92 17,00 | 1512 | 14,43

Sekil 4.5. Onciil calismada kullanilan spor sollisyonu konsantrasyonlarinin kendi

aralarinda ve kontrol grubuyla karsilagtiriimasi

Spor solusyonu hazirlanmasinda kullanilan maddelerin (zeytinyadi, aygicek yagi,
findik yagi ve Tween 80), ortalama 6lum sureleri bakimindan aralarinda fark olup

olmadigi LSD testi ile arastirimigtir (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3. Spor solusyonu hazirlanmasinda kullanilan sollsyon igeriklerinin

ortalama 6lum degerleri bakimindan birbirleriyle karsilastiriimasi

Solusyon igerikleri Ortalama 6lum
A B sayllari arasi Standart hata P degeri (Sig.)
fark
(A-B)
Zeytinyagi Aycicek yagi 12,873 2,416 ,000*
Findik yagi 3,984 2,416 ,100
Tween 80 20,079 2,416 ,000*
Aycicek yagi Zeytinyagi -12,873 2,416 ,000*
Findik yagi -8,889 2,416 ,000*
Tween 80 7,206 2,416 ,003+
Findik yagi Zeytinyagi -3,984 2,416 ,100
Aycicek yagi 8,889 2,416 ,000*
Tween 80 16,095 2,416 ,000*
Tween 80  Zeytinyagi -20,079 2,416 ,000*
Aycicek yagi -7,206 2,416 ,003*
Findik yagi -16,095 2,416 ,000*

*Sollsyon icerikleri arasinda, istatistiksel olarak farkli olanlari gosterir (p<0,05)

Spor solusyonu hazirlanmasinda kullanilan bitkisel yaglar ile Tween 80 arasinda
istatistiksel olarak fark vardir (p<0,05) (Cizelge 4.3.). Oncll ¢alisma sonuglarina
gbre hazirlanan solisyonlardan zeytinyag bazlilar ile findik yagi bazlilar arasinda
istatistiksel olarak fark olmadigi ancak 7 gunluk ortalama o6lum sayisina
baktigimizda ise zeytinyagd bazli sollisyon iceren deney setlerinde, findik yagi
icerenlerden daha fazla sayida ortalama 6lim oldugu LSD testine gore tespit
edilmistir (Sekil 4.6.) Bu nedenle deneye zeytinyad bazli ve Tween 80 bazl

solUsyonlar ile devam edilmistir.
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Spor Soliisyonu Igerikleri
Arasindaki Ortama Fark Degeri

Zeytin yagi- Zeytin yagi- Zeytin yagi-
Aycicek yagi Findik Yagi Tween80
® Ortalama Fark 12,873 3,984 20,079

Sekil 4.6. Spor solisyonu hazirlanmasinda kullanilan solisyon igeriklerinin

ortalama 6lim degerleri bakimindan birbirleriyle karsilastiriimasi

Hazirlanan farkli spor sollisyonlari ile farkli spor konsantrasyonlari arasindaki iligki

LSD testi kullanilarak karsilastiriimistir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Spor sollsyonu igerigine ve spor solisyonu konsantrasyonuna bagli

olarak ortalama 6lim sayilarinin karsilastiriimasi

Doz Soluisyon icerigi | Ortalama dlen Standart hata % 95 Guven
larva sayisi Araliklari

1x10° Zeytinyagi 24,095 2,959 18,267-29,924
Aycicek yagi 9,143 2,959 3,314-14,972
Findik yagi 17,810 2,959 11,981-23,638
Tween 80 9,619 2,959 3,790-15,448

1x10¢ Zeytinyagi 24,952 2,959 19,124-30,781
Aycicek yagi 10,048 2,959 4,219-15,876
Findik yagi 21,619 2,959 15,790-27,448
Tween 80 ,857 2,959 -4,972-6,686
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1x107 Zeytinyagi 25,381 2,959 19,552-31,210
Aycicek yagi 16,619 2,959 10,790-22,448
Findik yagi 23,048 2,959 17,219-28,876
Tween 80 3,714 2,959 -2,114-9,543

Spor konsantrasyonlari arasinda fark olmadigi Cizelge 4.2." de gosterilmigtir. Buna
ek olarak konsantrasyon ve solusyon igerikleri arasindaki iliskiyi gosteren Cizelge
4.4 e ve Sekil 4.7 ye bakildiginda ortalama 6lim degerlerinde en ylksek 6lim
1x107 konidiya/ml’ de gorulmusttr. Deneye 1x107 konsantrasyonu ile Tween 80 ve

zeytinyag bazli solusyonlar hazirlanarak devam edilmigtir.
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15

10

Zeytin | Aygice | Findik | Tween
yagi | kyagi | yagi 80
1x10°

Zeytin | Aycice | Findik | Tween
yagi | kyagi | yagi 80
1x10°

Zeytin | Aycice | Findik | Tween
yagi | kyagi | yagi 80
1x107

'm Ortalama Fark

24,095 9,143 | 17,81 | 9,619

24,952 10,048 | 21,619 | 0,857

25,381 16,619 | 23,048 | 3,714

Sekil 4.7. Spor solUsyonu igerigine ve spor solisyonu konsantrasyonuna bagli olarak ortalama 6lum sayilarinin karsilastiriimasi
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Cizelge 4.5. Sivrisinek turlerinde denenen fungus izolatlari ile kontrol grubu arasindaki ortalama 6lum degeri farklari

Sivrisinek Turu Suglar Ortalamalar arasi fark P Degeri Ortalamalar arasi fark P degeri
(Zeytinyag-Kontrol) (Sig.) (Tween 80- Kontrol) (Sig.)
Denizli 38,238 ,000* 25,381 ,000*
(D-2)
Izmit 32,000 ,000* 21,905 ,000*
(12)
Laleburgaz 37,524 ,000* 21,619 ,000+
(L-1)
Aydin 37,286 ,000* 18,857 ,000*
(Ay-3)
A. aegypti** Beytepe Vadi 38,524 ,000* 25,857 ,000*
Alti( BY-V)
Istanbul Catalca 34,476 ,000* 35,238 ,000*
(%)
Bolu 45,619 ,000* 38,905 ,000*
(Bol)
Trabzon 37,810 ,000* 37,333 ,000*
(Trb)
Beytepe Golet 42,429 ,000* 47,143 ,000*
(BY-G)
Rize 42,857 ,000* 39,238 ,000*
(RZ)
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C.quinquefasciatus ***

Denizli 23,190 ,000* 22,524 ,000*
(B-2)
izmit 16,571 ,000* 13,857 ,000¢
(1)
Ldleburgaz 15,286 ,000* 14,472 ,000+
(L-1)
Aydin 19,238 ,000* 10,381 ,000*
(Ay-3)
Beytepe Vadi 20,048 ,000* 12,095 ,000*
Alti( BY-V)
Istanbul Catalca 19,571 ,000* 10,286 ,000*
(ic)
Bolu 23,238 ,000* 22,381 ,000+
(Bol)
Trabzon 22,333 ,000* 22,524 ,000*
(Trb)
Beytepe Golet 22,619 ,000* 21,524 ,000*
(BY-G)
Rize 21,905 ,000* 22,810 ,000+
(RZ)

* [statistiksel olarak farklihgi gosterir (p<0,05).

** A. aegypti larvalari 50 adettir.

***C. quinquefasciatus larvalari 25 adettir.
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Toprak orneklerinden elde edilip sivrisinek larvalari Gzerinde denenen tum fungus
izolatlar (D-2, iZ, L-1, Ay-3, BY-V, iC, Bol, Trb, BY-G, RZ) ve bunlarin farkl spor
solUsyonlarinin hepsi (zeytinyag bazli ve Tween 80 bazli) kontrol grubundan farkli
olup, her iki larva tiirii (izerinde de dliime neden olmustur. istatistiksel veriler bu
durumu desteklemektedir (p<0,05) (Cizelge 4.5.) (Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10.,
Sekil 4.11).

E Ortalama fark

45,619
42,429 42,857

38,524
38,238 37,524 37,286 37,81
/I I I I | I
N

Sekil 4.8. Aedes aegypti larvalarn Uzerinde denenen tum fungus izolatlarinin
zeytinyag bazli uygulamalarinin ortalama olum sayilari bakimindan kontrolden

farklar
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Sekil 4.9. Aedes aegypti larvalari Uzerinde denenen tim fungus izolatlarinin
Tween 80 bazli uygulamalarinin ortalama 6lim sayilari bakimindan kontrolden

farklari
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Sekil 4.10. Culex quinquefasciatus larvalari Uzerinde denenen tim fungus
izolatlarinin zeytinyag bazli uygulamalarinin ortalama olum sayilari bakimindan

kontrolden farklari
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Sekil 4.11. Culex quinquefasciatus larvalari Uzerinde denenen tim fungus
izolatlarinin Tween 80 bazli uygulamalarinin ortalama 6lum sayilari bakimindan

kontrolden farklari

Toprak Orneklerinden elde edilen fungus izolatlarindan rastgele secilmis olan ve
sivrisinek larvalari Uzerinde denenen 10 susun, spor solusyonu igerikleri

bakimindan karsilasgtiriimasi LSD testine gore yapilmistir (Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4.6. Fungus izolatlarinin zeytinyagd bazli uygulamalari ile Tween 80 bazli uygulamalarinda ortalama 6lum sayilari

arasindaki fark

Sivrisinek Taru Suslar Ortalamalar arasi fark Standart Hata P Degeri( Sig.)
(Zeytinyag-Tween 80)
Denizli 12,667 6,228 ,049*
(B-2)
Izmit 9,905 6,006 ,107
(1z)
Lileburgaz 15,714 5,556 ,007*
(L-1)
Aydin 18,238 5,712 ,003*
(Ay-3)
A. aegypti Beytepe Vadi Alti 12,476 5,999 ,044%
(BY-V)
istanbul Catalca -,952 5,639 ,867
(ic)
Bolu 6,952 3,928 ,084
(Bol)
Trabzon ,381 5,181 ,942
(Trb)
Beytepe Golet -4,714 2,744 ,093
(BY-G)
Rize 3,429 4,235 423
(RZ)
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C. quinquefasciatus

Denizli ,000 ,514 1,000
(D-2)
Izmit 2,571 2,291 ,268
(1)
Ldleburgaz 1.095 2,908 ,708
(L-1)
Aydin 9,143 2,278 ,000*
(Ay-3)
Beytepe Vadi Alti 8,333 2,468 ,002*
(BY-V)
istanbul Catalca 9,143 2,682 ,001*
(ic)
Bolu 524 ,370 ,165
(Bol)
Trabzon -,524 ,594 ,383
(Trb)
Beytepe Golet 714 ,693 ,309
(BY-G)
Rize ,190 , 706 , 789
(RZ)

* [statistiksel olarak farklilik gésteren suslar (p<0,05).
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Aedes aegypti larvalari i¢cin denenen 10 sus iginde 4 tanesinin (D-2, L-1, Ay-3,
BY-V) zeytinyag bazl uygulamalari ile Tween 80 bazli uygulamalari arasinda
istatistiksel olarak fark vardir (p<0,05) (Cizelge 4.5.) (Sekil 4.12.).
C. quinquefasciatus larvalari i¢cin denenen 10 sus iginde 3 tanesinin (Ay-3, BY-V,
IC) zeytinyag bazli uygulamalari ile Tween 80 bazli uygulamalari arasinda
istatistiksel olarak fark vardir (p<0,05) (Cizelge 4.5.) (Sekil 4.13.).

Cizelgede yer alan degerler, zeytinyag bazli uygulamanin ortalama 6lim
sayllarindan Tween 80 bazli uygulamalarin ortalama olium sayilarinin
cikarilmasiyla elde edilmistir. Cikan negatif degerler, Tween 80 bazl
uygulamalarin ortalama o6lum sayilarinin zeytinyag bazli uygulamanin ortalama

olum sayilarindan daha yuksek oldugu degerleri ifade etmektedir.

@ Ortalama fark
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Sekil 4.12. Aedes aegypti larvalari Gzerinde denenen fungus izolatlarinin zeytinyag
bazli uygulamalari ile Tween 80 bazli uygulamalarinin ortalama 6lim sayilari

arasindaki fark degerleri
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Sekil 4.13. Culex quinquefasciatus larvalari Gzerinde denenen fungus izolatlarinin

zeytinyag bazli uygulamalari ile Tween 80 bazli uygulamalarinin ortalama 6lim

sayllari arasindaki fark degerleri

Sivrisinek tlrlerine gore, spor solusyonlarinda icerik ayrimi olmadan en az enfektif

sus ve en enfektif sus Duncan analizine goére incelenmistir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Sivrisinek turlerine gore spor solusyonlarinda icerik ayrimi olmadan

en az enfektif sus ve en enfektif sus

Ortalama olarak en az

Sivrisinek TurG sayida 6lume neden olan

Ortalama olarak en ¢ok

sayida 6lume neden olan

Sus Sus
A. aegypti Ay-3 BY-G
C. quinquefasciatus Ay-3 Bol
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Spor solusyonlarin igerik farki olmadan her iki sivrisinek turind de ortalama olarak
en az sayida olduren sus ayni ¢ikmis olup Ay-3 (Aydin) susudur. A. aegypti i¢in en
By-G
C. quinquefasciatus i¢in ise en yuksek olum ortalamasi gosteren sus; Bol (Bolu)’
dur (Cizelge 4.7.).

yuksek Olim ortalamasi  gdsteren  sus; (Beytepe-Golet)' tir.

Sivrisinek turlerini, spor sollisyonu igeriklerine gore ayri ayri en az éldiren sus ve

en ¢ok olduren sus Duncan analizine gore incelenmistir (Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.8. Spor solusyonu igeriklerine gore sivrisinek turlerini ayri ayri en az

olduren ve en ¢ok olduren suglar

Sivrisinek tart Zeytinyag bazl Tween 80 bazli

En az sayida | En ¢ok sayida En az En ¢ok sayida

olum olum sayida olum olum

ortalamasi ortalamasi ortalamasi ortalamasi
gOsteren sus | goOsteren sus gOsteren gOsteren sus
Sus
A. aegypti iz Bol Ay-3 BY-G
C. quinquefasciatus L-1 Bol Ay-3 Trb

Duncan analizine gore; zeytinyag bazli olup A. aegypti larvalarini ortalama olarak
en az 6ldiren sus; 1Z (izmit), en ¢ok éldiren sus; Bol (Bolu) susudur. Tween 80
bazli solusyonlarda ise en az dlduren sus; Ay-3 (Aydin), en ¢ok dlduren sus; BY-G
(Beytepe-Golet) susudur. C. quinquefasciatus larvalarini zeytinyag bazli olup
ortalama olarak en az olduren sus; L-1 (Lileburgaz), en ¢ok o6lduren sus; Bol
(Bolu) susudur. Tween 80 bazli solisyonlarda ise en az dlduren sus; Ay-3 (Aydin),

en ¢ok olduren sus; Trb (Trabzon) susudur (Cizelge 4.5., Cizelge 4.8.).
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Aedes aegypti ve C. quinquefasciatus larvalarinin spor solisyonu igeriklerine ve
gunlere gore toplam 6lum sayilari ayri ayri verilmigtir (Sekil 4.14, Sekil 4.15., Sekil
4.16., Sekil 4.17.).
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Sekil 4.14. Aedes aegypti larvalari icin fungus izolatlarinin zeytinyag bazl

uygulamalarinda gtinlere gore toplam 6lUm sayilari
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Sekil 4.15. Aedes aegypti larvalar igin fungus izolatlarinin Tween 80 bazl

uygulamalarinda gunlere goére toplam 6lim sayilari
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Toplam Oliim Sayisi
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Sekil 4.16. Culex quinquefasciatus larvalari i¢in fungus izolatlarinin zeytinyag bazli

uygulamalarinda gunlere gore 6lum sayilari
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Sekil 4.17. Culex quinquefasciatus larvalari igin fungus izolatlarinin Tween 80 bazli

uygulamalarinda gunlere goére toplam 6lim sayilari

61




Sivrisineklerde tur ayrimi ve spor solusyonlarinda igerik ayrimi olmadan en az

enfektif sug ve en enfektif sus, Duncan analizine gore belirlenmigtir (Cizelge 4.9.).

Cizelge 4.9. Sivrisineklerde tur ayrimi ve spor solusyonlarinda icerik ayrimi

olmadan en az enfektif sus ve en enfektif sus

Ortalama olarak en az sayida 6lume Ortalama olarak en ¢ok sayida 6lume
neden olan sus neden olan sus
1z BY-G

Tir ayrimi olmadan en az enfektif sus; iZ (izmit), en enfektif sus; BY-G (Beytepe-

Golet) susudur (Cizelge 4.9.).

Spor solusyonu igeriklerine gore ve spor solisyonu igeriklerinden bagimsiz olarak
sivrisineklerin  LT50 degerleri, EPA probit analiz programi kullanilarak
hesaplanmigtir. Bu degerlerin, sivrisinek turlerine gore ortalamalari arasinda fark

olup olmadii t testi ile incelenmistir (Cizelge 4.10., Cizelge 4.11., Cizelge 4.12.).

Cizelge 4.10. Zeytinyag bazli uygulamalarda sivrisinek turlerine goére LT50

degerlerinin kargilagtirilmasi

Levene testiyle
varyanslarin t Testi sonucu A. aegyptiicin | C. quinquefasciatus
homojenligi igin ortalamalar Ortalama icin Ortalama LT50
P degeri arasindaki esitlik LT50 degeri degeri
(Sig.) icin P degeri (Sig.)
,532 ,010* 2,0191 1,0623

* |statistiksel olarak ortalamalar arasinda fark oldugunu géstermektedir (p<0,05)
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Zeytinyag bazli uygulamalarda, LT50 degerleri icin ortalamalar arasinda fark vardir
(p<0,05). Sivrisinek turlerinin ortalama LT50 degerlerine bakildiginda,
C. quinquefasciatus larvalari, A. aegypti larvalarindan daha kisa surede dlmustur
(Cizelge 4.10.) (Sekil 4.18.).

Ortalama LT50 degeri
2,5
2 L g
1,5
1 L
0,5
0 . . .
A. aegypti C. quinquefasciatus
(Zeytinyagdi) (Zeytinyagdi)
® Ortalama LT50 degeri 2,0191 1,0623

Sekil 4.18. Zeytinyag bazhh uygulamalarda sivrisinek turlerine goére LT50

degerlerinin kargilagtiriimasi

Cizelge 4.11. Tween 80 bazlh uygulamalarda sivrisinek turlerine gore LT50

degerlerinin kargilasgtirilmasi

Levene testiyle
varyanslarin t Testi sonucu A. aegyptiicin | C. quinquefasciatus
homoijenligi icin ortalamalar Ortalama icin Ortalama LT50
P degeri arasindaki esitlik LT50 degeri degeri
(Sig.) icin P degeri (Sig.)
,438 ,140 3,8172 1,9210
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Tween 80 bazl uygulamalarda LT50 degerleri igin ortalamalar arasinda fark yoktur
(p>0,05). Tween 80 bazli uygulamalar sonucunda ortalama LT50 degerleri farkh
olmasina ragmen t testi sonucuna gore iki sivrisinek tliru arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark yoktur ( Cizelge 4.11.) (Sekil 4.19.).

Ortalama LT50 degeri
45

; *

3,5

2,5

1,5

0,5

A. aegypti (Tween | C. quinquefasciatus
80) (Tween 80)

@ Ortalama LT50

. 3,8172 1,921
degeri

Sekil 4.19. Tween 80 bazh uygulamalarda sivrisinek turlerine goére LT50

degerlerinin kargilasgtiriimasi

Cizelge 4.12. Sivrisinek turleri arasinda spor solusyonu icerigi farki olmadan LT50

degerlerinin karsilasgtiriimasi

Levene testiyle
varyanslarin t Testi sonucu A. aegyptiicin | C. quinquefasciatus
homojenligi igin ortalamalar Ortalama icin Ortalama LT50
P degeri arasindaki esitlik LT50 degeri degeri
(Sig.) icin P degeri (Sig.)
,335 ,037* 2,9182 1,4916

* |statistiksel olarak ortalamalar arasinda fark oldugunu gdstermektedir (p<0,05)
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LT50 degerleri icin yapilan t testine gore oOlum sureleri arasinda fark vardir
(p<0,05). Sivrisinek turlerinin ortalama LT50 degelerine bakildiginda,
C. quinquefasciatus larvalari, A. aegypti larvalarindan daha kisa surede dlmustur
(Cizelge 4.12.) (Sekil 4.20.).

Ortalama LT50 degeri
3,5

3 L 4
2,5

1,5 <

0,5

C

A. aegypti quinquefasciatus

¢ Ortalama LT50

degeri 2,9182 1,4916

Sekil 4.20. Sivrisinek turleri arasinda spor solUsyonlarinda igerik farki olmadan

LT50 degerlerinin karsilagtiriimasi

Oncilil calismada, B. bassiana’ nin  standart susu olan KVL-03129
A. aegypti larvalari Uzerinde denenmistir. Standart sus ile topraktan izole edilerek
rastgele secilip A. aegypti larvalari Uzerinde denenen diger 10 sus arasinda fark
olup olmadigi LSD testi ile arastinimistir (Cizelge 4.13.). Bu o6ncll calisma

C. quinquefasciatus turu icin yeterli sayida larva olmadigindan yapilamamistir.
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Cizelge 4.13. Aedes aegypti larvalarina uygulanan fungus izolatlari ile standart

susun karsilastiriimasi

Suglar Ortalamalar Arasi | Standart Hata P Degeri( Sig.)

A B Fark
(A-B)

KVL-03129 D-2 -13,5238 5,2220 ,010*

iz -7,2857 5,2220 ,164

L-1 -12,8095 5,2220 ,015%

Ay-3 -12,5714 5,2220 ,017*

BY-V -13,8095 5,2220 ,009*

ic -9,7619 5,2220 ,063

Bol -21,7143 5,2220 ,000*

Trb -13,4762 5,2220 ,011%

BY-G -18,7619 5,2220 ,000*

RZ -19,5238 5,2220 ,000*

* |statistiksel olarak ortalamalar acgisindan farkli olan suslari géstermektedir
(p<0,05)

KVL-03129 susu ile iZ (izmit) ve IC (Istanbul Catalca) suslari arasinda ortalama
olum sayilari agisindan fark olmasina ragmen LSD testine gore istatistiksel olarak
anlamh bir fark yoktur (p>0,05) (Cizelge 4.11.) (Sekil 4.21.). Diger denenen tim
suslar, standart sustan farkhlik gostermistir (p<0,05) (Cizelge 4.11.) (Sekil 4.21.).
Burada negatif sonuclarin bulunmasinin nedeni; standart sus uygulamasi olan
deney kaplarinda dlen larva sayisinin, diger suslarin uygulandigi deney kaplarinda

Olen larva sayisindan ortalamalar bakimindan daha az olmasidir.
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Ortalama Fark (Suslar - KVL-03129)

21,714

13,24 1281 12571 35% 13,476
9,762
7,286 I

Denizli-KVL- izmit-KVL- Liileburgaz- Aydin - Beytepe ist. Catalca Bolu-KVL- Trabzon-  Beytepe Rize -KVL-
03129 03129 KVL-03129 KVL-03129 Vadi-KVL-  -KVL- 03129  KVL-03129 Golet - KVL- 03129
03129 03129 03129

Sekil 4.21. Aedes aegypti larvalarina uygulanan tim suslar ile standart susun karsilastiriimasi
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5. TARTISMA

Bu calisma kapsaminda, 2013-2014 yillari arasinda Turkiye' nin gesitli illerinden
150 toprak 6rnegi toplanmistir. Alinan toprak érneklerinden entomopatojen fungus
izolasyonlari ve identifikasyonlari yapilimig, bu fungus izolatlarinin cesitli
hastaliklarin vektorliginti yapan Culex quinquefasciatus ve Aedes aegypti
larvalar1 Uzerinde, mikrobiyal mucadele ajani olarak kullanilma potansiyelleri

arastiriimistir.

Vektor kaynakli hastaliklar, dunya dstindeki butin hastaliklarin neredeyse %17’
sini olusturmaktadir. Her yil 1 milyondan fazla insan malarya, dang hummasi, sari
humma, filariyaz, Japon ensefaliti, Leishmaniasis, Chagas ve Afrika uyku hastalgi
nedeniyle hayatini kaybetmektedir. Bu hastaliklarin dagiimini, ¢cevresel ve sosyal
faktorlerin karisik dinamizmi belirlemektedir. Son vyillarda atmosferdeki sera
gazinin artmasi; havanin isinmasina, buzullarin erimesine ve dolayisiyla deniz
seviyesinin yUkselmesine, firtinalara ve kurakliklara zemin hazirlamaktadir.
Klresel 1sinmayla birlikte iklim degisikligi, carpik kentlesme, seyahat ve ticaret gibi
cevre sorunlari vektorlerin dagiliminda ve hastalik bulagimi Uzerinde énemli bir
etkiye sahiptir. Yapilan kiresel iklim modellemeleri; bu tlr sorunlar nedeniyle
vektorlerin yayilis alanlarinin genisleyecegini 6ngérmektedir [19]. Bu duruma;
dang hummasi, chikungunya ve Bati Nil Atesi hastalik etkeni viruslerin daha once
goOrulmedigi Ulkelerde ortaya cikip hastalik bulastirmasi ornek verilebilir [191].
Vektoriyel hastaliklardan korunmak icin mutlaka vektorlerle mucadele edilmesi
gerekmektedir. Sivrisinekler en iyi bilinen vektoérlerdir. Tez kapsaminda, tasidiklari
bircok hastalik etkenleri nedeniyle hedef canli olarak Culicidae familyasina ait

Culex quinquefasciatus ve Aedes aegypti tercih edilmigtir.

Toprak, entomopatojen funguslar i¢in 6nemli bir yasam yeridir ve birgok
entomopatojen fungus, hem islenmis toprakta hem de dogal habitatlarda
bulunabilir [88], [171], [192]. Entomopatojen funguslarin izolasyonu, dogadan farkli
yontemlerle gercgeklestirilebilir. Bu c¢alismada, toprak seyreltme yontemi ile
izolasyon gergeklestirilmistir. Arastirmacilar genellikle tuzak yontemiyle, Galleria

mellonella (Lepidoptera:Pyralidae) ya da Tenebrio molitor L.
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(Coleoptera:Tenebrioidae) boceklerini  kullanarak, entomopatojen fungus
izolasyonu yapmaktadir. Ancak toprak seyreltme yontemi ile izolasyon da
mumkundur [193]. Nitekim Gayathri ve arkadaslarinin 2010 yilinda, Schapovaloff
ve arkadaglarinin da 2012 yilinda bu yontemle yapmis olduklari bagaril ¢galismalar
ve elde ettikleri veriler, toprak seyreltme yontemiyle de entomopatojen fungus
izolasyonunu destekler niteliktedir [194-195]. Tez kapsaminda da bu ydntem
kullanilarak, 150 toprak Orneginden 65 adet B. bassiana ve 6 adet P.
fumosoroseus olmak Uzere toplamda 71 adet entomopatojen fungus izole
edilmistir.

Toprak seyreltme ile yapilan izolasyon sonucunda P. fumosoroseus, B. bassiana’
ya gOre daha az sayida izole edilmigtir. Bu durumun nedeni, B. bassiana‘ nin
zararlilari daha hizli enfekte etmesi, enfeksiyonun diger zararlilara bulasarak
tekrarlanmasi ve fungusun bu sekilde topraktaki varligini hig kaybetmemesi 6rnek
verilebilir [171]. Buna ek olarak topraklarin toplandidi yerlerdeki iklim ve toprak
Ozellikleri P. fumosoroseus’ un gelismesi icin gerekli olan Ozellikleri tagimiyor
olabilir. Dlnya Ustinde de entomopatojen funguslar farkl habitatlarda farkh
zamanlarda farkli oranlarda bulunabilirler. Danimarka’ da 2002 yilinda yapilan bir
calismada toprak orneklerinin %82’ sinde P. fumosoroseus izole edilmis iken,
2006 yilinda Danimarka’ da yapilan bagka bir calismada ise yaygin olarak
B. bassiana izole edilmistir. Sevim ve arkadaslarinin 2010 yilinda Karadeniz
bolgesi’ nde yapmig olduklari ¢alismada ise M. anispoliae’ yi yuksek oranda izole
ederken, bu ¢galismada M. anispoliae bulunamamis, yiksek oranda B. bassiana ve
daha az oranda da P. fumosoroseus izole edilmistir. Buradan anlagilacagi Uzere
habitat farkliligi, érneklerin toplandidi yer ve 6rnek toplama zamani entomopatojen

fungus izolasyonunda cesitlilik olugturmaktadir [85], [88], [196].

Tez kapsaminda, G. mellonella tuzak yontemi kullanilarak 2002 yilinda izole
edilmis ve ARS (Advanced Recovery Systems) entomopatojenik fungus
koleksiyonuna kaydi yapilmig B. bassiana’ nin standart susu olan KVL-03129
(ARSEF 8032) kullaniimistir. Biyolojik mucadele c¢alismalarinda hedef zararl ile
ayni orjinli micadele ajani kullanmak yaygin olmakla birlikte hedef zararlinin dogal
alanindan gelmemis mucadele ajanlari ile de basarili ¢alismalar yapilmigtir [88],

[197]. Kontrol ajani baska bodlgelerden getirilecekse, getirilecegi alana uyum
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saglama sansinin yuksek olmasi gerekmektedir. Herhangi bir yerde basarili olan
bir ajan, bagka yerde iyi bir sonu¢ vermeyebilir [7]. Ayrica c¢evre guvenligi ve
ekosistem dengesi g6z 6nune alindiginda mikrobiyal kontrol programlarinda,
entomopatojen funguslarin dogal suslarinin kullaniimasinin daha uygun oldugu
bilinmektedir [198]. Bununla birlikte, yerel izolatlar yabanci izolatlarla
karsilagtinldiklarinda, zararli bocekler ile ekolojik uygunluga sahip olmalari
nedeniyle, hedef disi organizmalar Gzerindeki olumsuz etkileri de 6nemli derecede
azdir [199-200]. Bu calismada da zararlilara karsi Turkiye topraklarindan izole
edilen suslarin daha basarih olacagi diusunulerek toplamda 10 farkli B. bassiana

ve P.fumosoroseus susu kullaniimistir.

Yapilan oncul ¢aligmada, A. aegypti larvalari Uzerinde B. bassiana’ nin standart
susunun (KVL-03129) 4 farkh spor solusyonu (Tween 80, zeytinyag, findik yagi ve
aycicek yagi) ile 3 farkhh konsantrasyonu (1x107, 1x10® ve 1x10° konidiya/ml)
denenmigtir. Deney setleri 250 ml distile su ve 2,5 ml spor solisyonu ile
olusturulmustur. 250 ml distile suya spor sollUsyonlarini eklemenin sonucunda 1
ml’ deki spor sayisi 1/100 oraninda seyrelmistir. 1x10” konidiya/ml’ deki solisyon,
1x10° konidiya/ml’ ye dusmus; 1x10° konidiya/mI’ deki solusyon, 1x10* konidiya/ml’
ye dismus ve 1x10° konidiya/ml'deki solisyon, 1x10® konidiya/ml’ ye dusmustur.
Bu tir deneylerde hedef canlinin (zerinde farklh konsantrasyonlarin
denenmesindeki amag¢  virulansta olusabilecek kiguk  degisiklikleri
gOzlemleyebilmektir [192], [197], [201-203]. Elde edilen veriler ve istatistik
calismalari sonucunda, denenen tum konsantrasyonlar, 1/100 oraninda
seyrelmesine ragmen larvalarin 6lmesine neden olmustur. Konsantrasyonlarin
kendi arasinda karsilastiriimasi sonucunda ise, ortalama 6lum sayilari bakimindan
fark olmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadigi bulunmustur. Bu
nedenle c¢alismalara, 6lum ortalamalari géz onune alinarak, kontrol grubuyla
arasindaki fark en ¢ok olan ve en ylksek sayida 6lum ortalamasina sahip olan
1x10” konidiya/ml ile devam edilmigtir (Cizelge 4.2) (Sekil 4.5.). Daha 6nce
yapilmis bir calismada; B. bassiana’ nin 3 farkli susunun 1x107 konidiya/ml
konsantrasyonu lahana guvesi Mamestra brassicae (Lepidoptera:Noctuidae)
uzerinde denenmis ve bu konsantrasyon kontrol grubuyla karsilastirdiginda
yuksek oranda basarilh bulunmustur [192]. Baska bir calismada da Trudel ve
arkadaslari (2007), 6 farklh B. bassiana susunun 1x104, 1x10°, 1x10°, 1x107, 1x108,
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1x10° ve 1x10' konidiya/ml konsantrasyonlari beyaz ¢am kurdu Pissodes strobi
(Coleoptera:Curculionidae) turinde denemigler ve kontrol grubuna goére basaril
mortalite elde etmislerdir [204]. Bizim bulgularimiz da bu arastirmacilarla paralellik

gOstermektedir.

Spor solusyonlarina bakildiginda, zeytinyagi ile aycgicek ve Tween 80 ile
hazirlanan solUsyonlar arasinda enfektivite agisindan farklilik oldugu ve zeytinyag
bazli solusyonlarin daha enfektif oldugu bulunmustur (Cizelge 4.3.) (Sekil 4.6.).
Zeytinyag! ile formulasyonu yapilan sporlarin, findik yagi ile hazirlanan solisyonla
arasinda ortalama oOlum sayilari agisindan fark olmasina ragmen, istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulanamamistir (Cizelge 4.3.). Ancak hem daha fazla
saylda ortalama 6lUm sayisina sahip olmasi, hem de ekonomik olmasi nedeniyle
calismalara zeytinyagi ile devam edilmistir. Calisma kapsaminda, sollsyon
icerikleriyle konsantrasyon arasindaki iliski de incelenmistir (Cizelge 4.4.) (Sekil
4.7.). Buradan elde edilen verilere gore daha fazla sayida 6lim ortalamasina sahip
olan 1x10” konidiya/ml ile devam edilmistir (Cizelge 4.4.) (Sekil 4.7.). Bu oncul
calisma temel alinarak; B. bassiana ve P. fumosoroseus’ a ait suslar rastgele
secilmis ve yapilan deneyde bu suslarin spor solisyonlarinin 1x107 konidiya/ml
konsantrasyonu ile Tween 80 ve zeytinyad bazl spor sollsyonlari hazirlanmistir.
Tween 80 secilmesindeki amag; yag bazli uygulamalarla karsilastirma yapmak
icindir. Bu solUsyonlarin, C. quinquefasciatus ve A. aegypti larvalarinin yasam
sureleri Uzerinde bir etkisinin olup olmadigini ve enfeksiyona ugratilmamis
larvalarin, spor sollusyonlariyla muamele edilmis olanlara gore saglikli oldugunu

gOstermek icin kontrol gruplari olusturulmustur.

Calismada yag bazli spor solusyonu hazirlanmasindaki asil amag; sporlari su
yuzeyinde tutmaktir. Fungus sporlari hidrofobik 6zellik gosterir ve polar ylzeylere
zayif bir sekilde baglanir. Su polar bir molekuldur ve hidrofobik 6zellikteki sporlar
suyla direkt temas ettiklerinde kiimelesip ¢oker. Bu nedenle bitkisel ya da sentetik
yaglarla spor sollUsyonlarinin uygulanmasi, ¢okmeyi azaltmaktadir. Sporlarin yag
bazli uygulanmasi Ozellikle dusuk nemin oldugu ortamlarda bdcek kutikuli
uzerindeki nemi korumaya yarar. BoOylece sporlarin gelisimi igin gerekli nem
saglanmis olur. Bu uygulama ayni zamanda sporlarin hayatta kalma suresini
uzatir ve zararlh Uzerine yapismay artirir [205]. Yag bazlh uygulamalar, ylksek

sicakliklarda UV’ ye kargi spor canhligini korumaya yardimci olur [206-207].
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Ayrica bocegin enfekte olmasi asamasinda kutikul yapisina etki eder ve daha
kolay penetrasyona neden olur [208-209]. Birgok arastirici da yaptiklar
calismalarda sentetik ya da bitkisel yaglari kullanarak yag bazli solUsyonlar
uygulamistir. Inglis’in 1997 yilinda ¢ekirgeler Gzerinde yapmis oldugu galismada,
yag bazli B. bassiana konidiyalarinin UV-B radyasyonuna, su bazli konidiyalardan
daha uzun sure dayandigini, buna ek olarak yag formulasyonlu konidiyalarin daha
yuksek sicakliga ve isiga dayandigini gézlemlemistir [210]. 2002 yilinda Batta,
M. anisopliae sporlarini, hindistan cevizi ve soya fasulyesi yaglarinin karisimiyla
beyaz sinekler (Hemiptera:Aleyrodidae) Uzerinde uygulamistir [211]. 2006 yilinda
yapillan bir baska c¢alismada sune bdcegi Eurygaster integriceps’ e
(Hemiptera:Scutelleridae) kargi B. bassiana’ nin  yag bazh solusyonu
uygulanmistir. Calismada sporlarin bocek kutiktlline daha iyi yapistigr géralmustir
[212]. Bukhari 2011 yilinda anofel larvalariyla yapti§i ¢alismada B. bassiana ve
M. anisopliae sporlarini yag bazli (sentetik ve bitkisel) ve Tween 80 bazli olarak
uygulamis ve yag bazh sporlarin daha etkili oldugunu bulmustur [188].
Kirubakaran’in 2014 yilinda yapmis oldugu bir calismada da piring guvesine
Cnaphalocrocis medinalis (Guenée) (Lepidoptera:Pyralidae), B. bassiana ve
M. anisopliae sporlarini kanola yagi kullanarak uygulamis ve etkili sonuclar elde
etmistir. Bu ¢calisma érnekleri yapilan bu tez ¢alismasiyla paralellik géstermektedir
[213].

Rastgele secilen 10 izolatin 1’ er (1x10” konidiya/ml) ve standart susun 3’ er
(1x10°%, 1x10® ve 1x10” konidiya/ml) konsantrasyonu ve spor solusyonlari,
C. quinquefasciatus ve A. aegypti larvalari Uzerinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ylksek oranda 6lime neden olmustur (Cizelge 4.5.) (Sekil 4.8.,
Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil 4.11.). Farkli konsantrasyonlarin, kontrol grubuna goére
farkli etkiler gosterebildigi, ayrica konsantrasyonlar ve olum oranlari arasinda
anlamli bir iligkinin oldugu, Klingen, Trudel ve Veys' in ayri ayri yapmis olduklari
calismalarda da bulunmustur [192], [204], [214].

Secilen suslarin farkl solUsyon igeriklerine goére, aralarindaki ortalama &6lim
sayllarina bakildiginda ise, A. aegypti larvalari i¢cin D-2 (Denizli), L-1 (Luleburgaz),
Ay-3 (Aydin) ve BY-V (Beytepe Vadi Alti) suslarinin, zeytinyad bazli uygulamalari

ile Tween 80 bazli uygulamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
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(p<0,05) goérulmus, bu suslarin zeytinyag bazli uygulamalarinin larvalari daha gok
oldardugu tespit edilmigstir (Cizelge 4.6.) (Sekil 4.12.). C. quinquefasciatus larvalari
icin ise, Ay-3 (Aydin), BY-V (Beytepe Vadi Alt1) ve iC (istanbul Catalca) suslarinin
zeytinyag bazl uygulamalari ile Tween 80 bazli uygulamalari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu (p<0,05) ve bu suslarin zeytinyag bazl
uygulamalarinin larvalari daha ¢ok oldurdugu tespit edilmistir (Cizelge 4.6.) (Sekil
4.13.). Zeytinyag ile birlikte uygulanan sporlar su ylizeyinde daha fazla kalmaktadir
ve bundan dolay! larvalarin sporlarla temas etme olasiligi yuksektir. Zeytinyag
bazli uygulamalarin Tween 80 bazli uygulamalardan daha fazla sayida larva
O0lumune neden olmasi bu yuzden olabilir. Ayrica gunlere gore de spor sollisyonu
iceriklerini karsilastiracak olursak; zeytinyag bazli uygulamalar 2-3. gunlerde
yuksek oranda larva olumune neden olurken; Tween 80 bazli uygulamalarda
olumler 3-4. glnlerden sonra artmaya baslamistir (Sekil 4.14., Sekil 4.15., Sekil
4.16., Sekil 4.17.).

Spor solusyon igerigi farki olmadan her iki sivrisinek turinu de ortalama olarak en
az sayida olduren sus ayni ¢ikmig olup, Ay-3 (Aydin) susudur (Cizelge 4.7.).Bu
sus ekili alandan toplanan topraktan izole edilmistir (Cizelge 4.1.). Bu susun daha
az enfektif c¢ikmasinin nedeni; ekili alanlarda c¢esitli kimyasal pestisitlerin
kullaniimasina bagh olarak toprakta kalinti birakmasi ve bu kalintilarin fungusa
etki ederek enfektivitesini olumsuz yonde etkilemesi olabilir. Ayrica cografik ve

iklimsel farkhliklar da fungusun patojenitesini etkilemis olabilir [79], [85], [125].

Spor solUsyon igerigi farki olmadan, A. aegypti icin en ylksek 6lim ortalamasi
gOsteren sus; By-G (Beytepe-Golet)’ tir. C. quinquefasciatus igin ise en yuksek
Olim ortalamasi gosteren sus; Bol (Bolu)’ dur (Cizelge 4.7.). Bu iki entomopatojen
fungusta tir olarak B. bassiana’ dir. Orneklerin alindidi yerler sirasiyla agaclk ve
ormanlik alanlardir. Bu suslarin spor solusyon igerigi farki olmadan en yuksek
patojeniteyi gdstermelerinin nedeni; toprak orneklerinin alindigi yerdeki topragin

yapisi ve o yerin iklimsel 6zellikleri olabilir [79], [85], [125].

Spor solusyon igeriklerine gore zeytinyag bazl olup A. aegypti larvalarini ortalama
olarak en ¢ok olduren; Bol (Bolu) susudur. Tween 80 bazli sollisyonlarda ise BY-G

(Beytepe-Golet) susudur. C. quinquefasciatus larvalarini zeytinyag bazl olup
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ortalama olarak en ¢ok dlduren Bol (Bolu) susudur. Tween 80 bazli solusyonlarda
ise RZ (Rize) susunda ortalama olarak en ¢ok o6lum gorulmastir (Cizelge 4.5.,
Cizelge 4.8.) (Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil 4.11.). Bu 3 susun (Bol
(Bolu), BY-G (Beytepe-Golet) ve RZ (Rize)) ortak 6zelligi agaglk ve ormanlik
alandan elden edilmis olmasidir. Izolatlarin elde edildigi topraklar, iklimsel
Ozellikleri bakimindan benzerlik gostermektedir. Bol yagis alir ve nem orani
yuksektir. Bu izolatlar, diger izolatlardan topradin alindigi yerin iklimsel ézellikleri

bakimindan ve cografik 6zellikler bakimindan farklilik gosteriyor olabilir.

Sivrisineklerde tur ayrimi olmadan en az enfektif izolat; iZ (izmit) ¢ikmistir. Her iki
sivrisinek turd icin de en yuksek 6lim ortalamasi gosteren sus; BY-G (Beytepe-
Golet) susudur (Cizelge 4.9.). Suslar arasinda gorulen enfektivite farkhliklarina;
ornegin toplandidi cografik kosullarin, iklim 6zelliklerinin, sicaklik degisimlerinin ve
ekosistem dinamizminin neden olabilecedi soylenebilir. Ayrica ¢evresel
etmenlerden dolayi genetik ve fenotipik farkhliklar goralebilir. Bu farkliliklar da tar
uretkenligi ve patojenite gibi Ozellikleri etkileyebilir [215-216]. Bidochka ve
arkadaslari 2002 yilinda Kanada’dan izole ettikleri B. bassiana izolatlarinda,
habitat tipi ve cesitli sicaklik degisimlerine bagli olarak farkli gruplar tespit
etmislerdir [217]. Sevim ve arkadasglari ise 2010 yilinda yaptiklari calismada elde
ettikleri izolatlari; AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism = Cogaltiimig
Parcacik Uzunlugu Poliformizmi) analizi basta olmak utzere, RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA = Rastgele cogaltiimis polimorfik DNA), RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism = Restriksiyon fragmenti uzunluk
polimorfizmi), ISSR-PCR (Inter-Simple Sequence Repeat Polymerase Chain
Reaction = Basit tekrarli diziler arasi polimeraz zincir reaksiyonu), izoenzim analizi
ve DNA dizi analizi gibi tekniklerle olasi gesitlilikleri gostermiglerdir [218-222]. Bu
ornekler, yapilan tez calismasiyla paralellik gostermektedir. Bu c¢alismada da
cesitliligin cografik lokalite ile ilgili olabilecegi disunulmektedir. Ayrica yapilan bu
calismada, entomopatojen funguslarin farkli suslarinin varligi, farkli toprak
orneklerinde olabilecegi ve lokalitelere gore farkliik gosterebilecegi ortaya

konulmustur.
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Zeytinyag bazli uygulamalarda, C. quinquefasciatus ve A. aegypti larvalarinin
LT50 degerlerine bakildiginda C. quinquefasciatus larvalarinin ortalama 1,0623
gunde, A. aegypti larvalarinin ise, 2,0191 glnde dldugu tespit edilmis (Cizelge
4.10.) (Sekil 4.18.) ve elde edilen sonugclar istatistiksel olarak t testine gére anlamli
bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.10.). Bu sonuglardan, zeytinyag bazl
uygulamalarda, C. quinquefasciatus larvalarinin A. aegypti larvalarindan daha

¢abuk oldugu soylenebilir.

Tween 80 bazli uygulamalarda, C. quinquefasciatus ve A. aegypti larvalarinin
LT50 degerlerine bakildiginda C. quinquefasciatus larvalarinin ortalama 1,9120
glnde, A. aegypti larvalarinin ise, 3,8172 gunde dldiugu tespit edilmistir. Ortalama
LT50 degerleri farkli olmasina ragmen t testi sonucuna gore iki sivrisinek turu
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadigi bulunmustur (Cizelge 4.11.)
(Sekil 4.19.). Buradan Tween 80 bazli uygulamalarin sivrisinek turleri Uzerinde
LT50 degerleri agisindan fark olmadigi, her iki tir icin de yaklasik ayni zamanlarda

oldagu yorumu yapilabilir.

Spor solusyonlarinda igerik farki olmadan LT50 degerlerine bakildiginda,
C. quinquefasciatus larvalari 1,4916 ginde, A. aegypti larvalari ise 2,9182 glinde
Olmastlr. Her iki solisyon tipi (zeytinyag bazli ve Tween 80 bazli) igin
C. quinquefasciatus, A. aegypti larvalarindan daha kisa surede 6lmustiur ve fungus
sporlarina kargl daha hassastir diyebiliriz (Cizelge 4.12.) (Sekil 4.20.). Sonug olarak
dig ortam sartlari her iki sivrisinek turu icin de egit olarak hazirlanmistir.
C. quinquefasciatus larvalarinin daha erken stirede élmesinin nedeni sivrisinegin

genetik ve ekolojik 6zellikleri olabilir.

Onclil caligmada standart susun 3 farkli konsantrasyonu (1x10°, 1x10° ve 1x107
konidiya/ml) ve 4 farkli solusyon tipi (zeytinyadi, findik yagi, aygicek yagi ve
Tween 80) A. aegypti larvalari Gzerinde denenmistir. C. quinquefasciatus larvalari
uzerinde boyle bir oncul ¢alisma yapilamamistir. Bunun nedeni yeterli sayida
C. quinquefasciatus larvasinin olmamasidir. Standart susun, topraktan izole edilen
ve rastgele secilip denenen susglar ile arasindaki iliskiye bakildiginda; iZ (izmit) ve
IC (istanbul Catalca) suslari ortalama 8lim sayilari bakimindan standart sus ile
farkli degerlere sahip olmasina ragmen, istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga
sahip degildir (p>0,05) (Cizelge 4.13.). Ancak denenen diger suslar, standart
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sustan istatistiksel olarak farklilik gostermigtir ve ortalama olarak daha fazla larva
olumune neden olmustur (p<0,05) (Cizelge 4.13.). Standart susun, elde edilen
suslara goére daha az enfektif ¢ikmasinin nedenleri; su ortamina uygulanan
standart susun ortama uyum saglayamamis olmasi, elde edildigi cografyanin
(Danimarka) farkl 6zelliklere sahip olmasi ve denenen canlilarla ekolojik uygunluk
gosterememis olmasi ornek verilebilir. Sonugta, biyolojik mucadelede kullanilan

izolatlarin, yerli izolatlar olmasi 6nem tagimaktadir.

Sonucta denenen B. bassiana ve P. fumosoroseus suglarinin ve standart susun
C. quinquefasciatus ve A. aegypti larvalari Gzerinde basarili mortalite sagladigi
gOzlenmigtir. Yapilan istatistiksel c¢alismalar dogrultusunda larvalar Uzerinde
denenen tum spor solisyonu konsantrasyonlari deney setlerinde seyrelmeye
ugrasa da kontrol grubuna goére anlamli bir farklihk gostermistir (Cizelge 4.5
Cizelge 4.13.).

Yapilan bu galigmalar laboratuvar kosullarinda sabit bir sicaklikta (26+£2° C), belirli
bir nemde (% 65+10 RH) ve 12:12 aydinlik:karanlk ortamda tutularak yapiimigtir.
Bu etmenlerin entomopatojen funguslarin patojenitesi Uzerinde duruma gore
olumlu ya da olumsuz etkileri vardir. Cunkl patojenite, sadece entomopatojen
fungusun biyokimyasi, fizyolojisi ve hastalik gelisiminin molekuler biyolojisine bagli
olmaz ayni zamanda c¢evresel etmenlere de baglidir. Bu etmenler igerisinde bagil
nem, UV isinlar, sicaklik ve besin mevcudiyeti basarili bir mikoinsektisidin
performansini etkiler [223]. UV isinlarinin entomopatojen funguslari olumsuz
yonde etkiledigini, bircok arastirmaci yaptiklari calismalarda gostermistir. Ornegin;
ihman ve tropiklerde yaz vakti 6gle saatlerinde dik agiyla gelen gunes 1sigina

birka¢ saat maruz kalan fungus sporlari patojenitelerini kaybetmistir [223-224].

Bu calisma ile birlikte Ulkemiz topraklarindan elde edilen entomopatojen fungus
izolatlarinin, denenen sivrisinekler Uzerinde potansiyel micadele ajani olarak
kullanilabileceg@i gosterilmistir. Daha sonraki galismalarda, gevresel kosullarin ve
bocek davraniglarinin, denenen suslarin patojenitelerini nasil etkiledigine
bakilmasi amaglanmaktadir. Ayrica bu suslarin farkli zararli bocekler ve vektorler
uzerindeki etkilerinin incelenmesinin sonraki biyolojik kontrol ¢alismalari igin

faydali veriler olusturacagi dusunulmektedir.
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