ENTOMOPATOJEN FUNGUSLARIN SENTEZLEDIGI
BEAUVERISININ BAZI TARIM ZARARLILARI
UZERINDEKI ETKISININ ARASTIRILMASI

THE INVESTIGATION OF THE EFFECT OF
BEAUVERICIN SYNTHESIZED BY
ENTOMOPATHOGENIC FUNGI ON SOME HARMFUL
INSECT PESTS

MELTEM ULUSOY

PROF. DR NEVIN KESKIN

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
Lisansustii Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin
Biyoloji Anabilim Dali icin Ongdrdiigi
DOKTORA TEZi olarak hazirlanmistir.

2022



Sevgili Ailem’e



OZET

ENTOMOPATOJEN FUNGUSLARIN SENTEZLEDIGI
BEAUVERISININ BAZI TARIM ZARARLILARI UZERINDEKI
ETKISININ ARASTIRILMASI |

Meltem ULUSQOY

Doktora, Biyoloji Bolimu
Tez Danismani: Prof. Dr. Nevin KESKIN

Mayis 2022, 154 sayfa

Bu calismada fungal kaynaklardan beauverisin saflagtirimasinda molekuler

baskilanmis kriyojel kolon kullanilmistir.

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

edilmesidir.

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



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

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

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

icin gereken BEA dozu azaldigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik micadele, Beauverisin, Molekuler baskilama,

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

beauvericin from fungal sources.

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

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

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



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

of 1 mL/min.

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

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

BEA needed to kill half the insect population decreased.

Keywords: Biological control, Beauvericin,Molecular imprinting, Galleria

mellonella, Tenebrio molitor, Leptinotarsa decemlineata
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1. GIRIS

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

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

Paecilomyces cinslerine ait fungus turleridir [8].

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

ve etkili oldugu saptanmistir [13].

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



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

afinite ve segicilige sahip olma énemli bir avantaj saglamaktadir.

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

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

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

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

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

tarim zararlilari GUzerindeki etkisi arastiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyolojik Mucadele

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

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

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



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

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

agaclarin yapraklar ile beslenerek zarar vermektedir. Bu bdcek micadelesinde,



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

biyolojik mucadele ajani populasyonunda azalma saglanacaktir.

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

fungusun etkinliginin artirilmasi saglanabilir [26].

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

kadar, bircok organizma kullanilabilmektedir.

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

potansiyellerinde ve besin tiketimlerinde azalma gorulmektedir.



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

onemli bir yere sahiptirler.

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

2.1.1. Entomopatojen funguslar

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

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



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

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

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

genis konak dagihmina sahip entomopatojen funguslardir [53].

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



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

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

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

olabildiginden, sporun canlihdini da olumsuz etkilemektedir [44].

2.1.1.1. Beauveria bassiana

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

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

bocek populasyonlarini kontrol etmek amaciyla kullaniimaktadir.

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

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

hastaliga neden olan vektor kenelerdir [63].

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

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

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

glvenle kullanilabilinmektedir [43].

2.1.1.2. Paecilomyces fumosoroseus (syn. Isaria fumosorosea)

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

sinonim olarak kullanilabilinmektedir [10,11].

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

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

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

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

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

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

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

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

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

memelilerde toksik bir etkisinin olmadigr goézlenmigtir [10].

2.1.1.3. Entomopatojen fungus enfeksiyonu

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

buyumesi, olmak Uzere 6 asamada gergeklesmektedir.

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

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

gibi enzimlerin sentezini artirarak kendini koruyabilmektedir [84].

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

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

ortama yerlesmeleri saglanmis olur [89].

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

metaboliti sentezleyebilmektedir.

Cizelge 2.1. Beauveria bassiana ve Paecilomyces fumosoroseus sentezledigi

bazl sekonder metabolitler

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

Bassianin ve Tennelin

Beauveria bassiana

Beauveria brogniarti

Eritrosit membranindaki

ATPaz’ lari inhibe eder [28].

Beauveria brogniarti

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

Bassianolides Beauveria bassiana Anti-bakteriyal, iyonoforik,

insektisidal [28].

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

baglayici toksik bir protein
[93]

Pyridovericin

Beauveria bassiana

Anti-fungal,
sitotoksik [94]

insektisidal,

Dipikolinik asit

Beauveria bassiana
Paecilomyces fumosoroseus
Verticillium lecanii

Paecilomyces farinosus

insektisidal [92,95]

Fumosorinone

Paecilomyces fumosoroseus

Anti-timor [96]

Siklosporin A

Beauveria bassiana
Verticillium spp.

Fusarium spp.

insektisidal [28]

2.1.2.1. Beauverisin (BEA)

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

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

sentezlenmektedir [97].

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

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

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

secici kanallar ile hiicre zarindan gegebilmektedir [100].

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

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

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

nekrotik alanlarin arttigi gozlenmistir [116].

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

saptanmistir [117].

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

2.2. Molekiiler baskilama

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

bdlgelerinin olusturulmasiyla elde edilmektedir.

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

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

matrisinde olusturulmaktadir [123].
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Sekil 2.3. Molekuler baskilama

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

gore daha kararsiz yapida olmasidir [122].

2.2.1. Temel bilesenler

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

olmaktadir.

2.2.1.1. Kalip molekiil

Molekller baskilamada; aminler, amino asitler, proteinler, hormonlar

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

mekanik ve fiziksel kararhliga sahip olmaldir.

2.2.1.2. Fonsiyonel monomer

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

polimerlerin, yuksek baglanma kapasitesine sahip olmasina neden olmaktadir.

2.2.1.3. Capraz baglayicilar

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

olmaktadir.
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2.2.1.4. Baslaticilar

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

Isik gibi faktorler tarafindan tetiklenmektedir.

2.2.1.5. Cozuculer

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

polimerde iyi bir akisin olmasina olanak vermektedir.

2.2.2. Molekiiler baskilanmig polimerlerin uygulanma alanlari

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

alanlar igin oldukga ilging araclar haline gelmistir.

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

depolama dmrindn uzunlugudur [125].

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

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

olmalari nedeniyle tercih edilmektedir [127,128].

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

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

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

2.3. Kriyojeller

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

nasil olusturuldugu ifade edilmektedir [131].

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

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

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

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

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

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

2.3.1. Kriyojellerin uygulanma alanlari

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

molekullerin yakalanmasi ve ¢evresel suregler icin ayrilmasidir.

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

kriyojeller icindeki gdézenek yuzeylerine immobilizasyondur [138].

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

Kriyojellerin,  biyomolekullerin  spesifik adsorpsiyonuna dayali olarak,

28



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

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

uzaklastiriimasi gibi gevre uygulamalarinda da kullaniimaktadir [15].

2.4. Molekiiler baskilanmis kriyojel

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

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

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

kullanilirlar.

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

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

korunmasini saglamaktadir [143].

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

oldukga segcici bir sekilde ayrilmasi saglamaktadir.

2.4.1. Molekiler baskilanmig kriyojel karakterizasyonu

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

absorpsiyon modellerinden yararlanmak mumkundur.

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

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

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

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

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