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Gunumuzde biyolojik micadele ajanlarinin tarimsal zararlilarla micadelede kullanimi
ciddi bir 6nem kazanmigtir. Biyolojik muicadele ajani olarak mikroorganizma
preparatlari, fungus sporlari ve predator bocekler kullaniimaktadir. Entomopatojen
canhlarin tarim zararllar igin kullaniimasi maliyetlidir ve stabil tutulmalari zordur.
Gunumuzde kitinolittk enzimler, entomopatojen mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Kitinaz enzimi, canli organizmanin metaboliti oldugundan, teknik agidan
saklama ve kullanma yonunden elveriglidir. Entomopatojen fungus olan Beauveria

bassiana daha dnce biyolojik micadele ajani olarak kullanilmis ve biyolojik ajan olarak



basarisi kanitlanmisg bir organizmadir.

Bu calismada, Turkiye'den cesitli lokalitelerden izole edilmis c¢esitli Beauveria
bassiana suglarindaki kitinolitik enzimlerinin kismi ve ileri saflagtirma islemi yapilmigtir.
Deneylere 50 farkli izolat ile baslanmis, kati besiyerlerinde karides kabuklariyla
kitinolitik enzimlerin gliglu bulundugu 10 izolat ile ¢alismalara devam edilmistir. Enzim
saflastiriimasi igin, gesitli sivi besi ortamlari denenmis ve en yuksek aktiviteyi ortaya
clkaran Kobalt Besiyeri tarafimizca olusturulmustur. Kobalt besiyerinde en yuksek
aktiviteyi Luleburgaz-1(Lul-1) susu gdstermis ve g¢alismalara Lileburgaz-1(LUl-1) susu
ile devam edilmigtir. Kaba enzim ekstrakti i¢in en iyi Uretim kosullari 28°C’de, 72 saat,
pH 3,5 olarak belirlenmistir. En uygun inoktlim miktari 1000 pl ve maksimum enzim
aktivitesi icin en uygun bekletme sicakhigi 50°C olarak belirlenmistir. Saflastirilan
enzimin genig bir sicaklik ve pH araliginda dayanikli oldugu calismalarla gorulmustur.
Enzimin ileri saflastirnimasi i¢cin amonyum sdlfat ¢oktirmesi, diyaliz ve kolon
kromatografisi yontemleri kullaniimistir. Saflastirma islemleri sonrasinda enzim
aktivitesinde dislis gozlenmistir. Kismi ve ileri saflastirilan enzim ekstraktlarinin
molekuller agirliklari SDS-PAGE ydntemiyle belirlenmis ve ~44 kDA bulunmustur.
Kismi ve ileri saflastirilan enzim ekstraktlari, depo zararlisi model organizmalar olan
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) ve Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebriodeae) larvalari GUzerinde daldirma ve puskirtme ydntemleri kullanilarak

denenmistir. Daldirma yontemi, puskurtme yontemine gore daha etkili bulunmustur.

Istatistiksel analizler sonucunda, enzimin uygulandigi her yéntem istatistiksel olarak
kontrol grubundan farkli bulunmustur. Calisma sonucunda, daldirma ydntemiyle
uygulanan enzim ekstraktlarinin, ortalama olum surelerine bakilarak daha etkili oldugu
sonucuna varilmistir. Calismanin daha ileri saflastirma asamalarina dncut olmasi ve

kitinolitik enzimlerin kullaniminin biyolojik mucadeleye kazandiriimasi beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Beauveria bassiana, kitinaz enzimi, Galleria mellonella, Tenebrio

molitor
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Abstract

Today, the use of biological control agents in combating agricultural pests has
gained serious importance. Microorganism preparations, fungus spores and
predator insects are used as biological control agents. The use of
entomopathogenic organisms for agricultural pests is costly and difficult to
maintain. Today, chitinolytic enzymes are obtained from entomopathogenic
microorganisms. Since the enzyme kitinase is the metabolite of living organisms, it

is technically useful for storage and use. Beauveria bassiana, the



entomopathogenic fungus, has previously been used as a biological control agent
and is a proven organism as a biological agent.

In this study, partial and advanced purification of chitinolytic enzymes in the
various Beauveria bassina strains which has been isolated in the Turkey soil was
performed. The experiments were started with 50 different isolates and studies
were continued with 10 isolates which were found to be strong in chitinolytic
enzymes with shrimp shells on solid medium. Various liquid media have been
tested for enzyme purification and Cobalt Medium has been produced by the
highest activity. Luleburgaz-1 (Lul-1) strain showed the highest activity in cobalt
medium and the studies were continued with Luleburgaz-1 (Lal-1) strain. The best
production conditions for the partially purified enzyme were 28°C, 72 hours, pH
3.5. The optimum inoculum amount of 1000 pl and the optimum waiting
temperature for maximum enzyme activity was determined as 50°C. The purified
enzyme was found to be resistant to a wide range of temperature and pH.
Ammonium sulfate precipitation, dialysis and column chromatography methods
were used for further purification of the enzyme. Decrease in enzyme activity was
observed after purification. The molecular weights of partial and advanced purified
enzyme extracts were determined by SDS-PAGE method and found to be ~ 44
kDA. Partial and advanced purified enzyme extracts were tested by using dipping
and spraying methods on the Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) and
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebriodeae) larvaes, which are warehouse pest
model organisms. The dipping method was found to be more effective than the

spraying method.

As a result of statistical analysis, each method in which the enzyme was applied
was statistically different from the control group. As a result of the study, it was
concluded that the enzyme extracts applied by dipping method were more
effective by looking at the average death time. It is expected that the study will
lead to further purification stages and the use of chitinolitic enzymes will be

introduced into biological control.

Keywords: Beauveria bassiana, chitinase, Galleria mellonella, Tenebrio molitor
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1.GIRIS

Tarnim zararhlari, tarimsal uretim bagladigindan beri insanligin sorunu olup, mahsul
verimini dusuirmek, mahsulde hastaliga neden olmak gibi etkilerle Grin kayiplarina
sebep olurlar. Tarim zararllariyla muicadelede kimyasal pestisitler ve yakin
zamanda biyolojik ajanlar kullanilmaya baslanmistir. Kimyasal pestisitlerin kalinti
birakma, patojene direng olusturma, hedef disi faydali organizmalara zarar verme
gibi etkileri bilinmektedir. Gunumuzde, az kalinti birakan kimyasal maddeler ve
biyolojik mucadele yontemlerinin 6nemi artmistir. Bu amagla biyolojik mucadelede
canli organizmalarin preparatlari kullanilarak patojen organizmalarla mucadele

edilmektedir.

Tarim  zararhlarinin  biyolojik  kontrolunde bagka bir yaklagim ise
mikroorganizmalarin yerine metabolitlerinin kullaniimasidir. Biyolojik mucadelede

kitinaz enziminin kullanilabilirligi, cesitli calismalarin sonuclaridir. [1,2].

Enzimler c¢esiti amaclarla kullaniimak Uzere, gunlik yasantimizda yer
edinmiglerdir. Genellikle endustrinin her  alaninda, cogu Zzaman
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Mikrobiyal enzimler yan drunler
olusturmaz. Cogaltiimasi kolay oldugu icin fazla miktarda uretilebilirler [3]. Kitin, N-
asetil-D-glukozaminin B-1,4 bagh oldugu dogada en bol bulunan polisakkaritlerden
biridir [4].

Kitinin enzimatik hidrolizinde Kkitinolitik enzimler gorev almaktadir. Kitinazlarin,
bitkiler, bakteriler, funguslar ve molluskalar tarafindan uretildikleri bilinmektedir.
Kitinazlar, boceklerde tiuy dokme ve kabuk degistirme etkinliklerinde gorev
almaktadir. Omurgali hayvanlarda ve bodceklerle beslenen kuslarda da mide
mukozasinda ve pankreasta salgilanmaktadir [5,6,7]. insan kan serumunda da
bulunan kitinazin, fungal enfeksiyonlarla mucadele etmek Uzere savunmada rolu

oldugu tahmin edilmektedir. [6,7]



Entomopatojen (bocek patojeni) bakteri ve funguslar tarafindan sentezlenen gesitli
kitinolitik enzimler, biyolojik mucadelede kullaniimaktadir. Entomopatojen
mikroorganizmalar, gesitli aktiviteleri es zamanli gergeklestirebildiginden kimyasal
insektisitlere gore buylk bir avantaj saglarlar [8]. Dolayisiyla entomopatojen
organizmalardan elde edilen  metabolitler, biyolojik  pestisit  olarak
kullanilabilmektedir [9].

Kitinaz gibi biyolojik pestisitlerin insektisit aktivitesi, epikutikula igerisinden
enzimlerin temasini arttiran polioksietilen izotridesil eter gibi ilave maddelerle
gelistirilebilmektedir [10].

Beauveria tlrleri hemen hemen tim ekosistemden kolaylikla izole edilip,
uretilebilen funguslardir [11]. Beauveria spp. bircok o6zelligi sebebiyle en ¢ok
kullanilan biyolojik kontrol ajanlarindan ve zararlilarla mucadele igin en ¢ok
uretilen biyolojik preparatlardan biridir [10]. Toprakta yaygin olarak bulunan
saprofit bir fungus oldugu ve toksin uretebildidi bilinmektedir [11]. Beauveria spp.’
nin kis aylarinda aktivite gosteren boceklere karsi en aktif kullanilan fungus oldugu
belirtilmistir [12].

Beauveria bassiana’nin ekstraselller olarak kitinaz salgiladigi baska calismalarla
belirlenmistir [13]. Kitinazin aktif oldugu sicaklik arahgi, antifungal ve insektisit
Ozelligi, aktif oldugu pH arali§i elde edildigi kaynaga goére, hatta ayni tar
mikroorganizmanin farkl izolatlarinda bile degisebilmektedir. Bunun nedeni
enzimin farkli genler tarafindan kodlanmasi ve sonugcta farkli proteinler olmasidir
[14].

Bu calismada Turkiye'den gesitli lokalitelerden izole edilen entomopatojen fungus
Beauveria bassiana izolatlarindan, kismi saflastirma ve ileri saflastirma
yontemleriyle kitinaz enziminin eldesi amacglanmig olup, daha sonra bu

preparasyonlar ¢esitli depo zararlisi bocekler Gzerinde denenmigtir.



2.GENEL BILGILER

Kimyasal pestisitler, cevreye verdikleri zarar ve insan sagligina olumsuz etkilerine
ragmen, 55 vyidan fazla bir zamandir tarimsal zararlilarla mucadelede
kullanilmaktadir [15]. Kimyasal pestisitler, hedef digi faydali organizmalari da
olumsuz olarak etkilemektedir. Ekosistemde besin zinciri yoluyla birikerek gittikge
daha toksik hale gelmektedirler. Tarimsal zararlilarin, kimyasal pestisitlere kargi
direncinin artmasiyla, yeni kimyasal ilaclarin kesfi yoluna gidilmektedir. Bu
sebeplerle, son yillarda biyolojik micadele ve doga dostu mucadele yontemlerinin

degeri artmis, biyolojik koruma Urlnlerine dair calismalar hiz kazanmigtir [15].

Biyolojik micadele, zararlilarin sebep oldugu hastalik gibi durumlari engellemede,
zararlinin dogal digsmaninin kullaniimasi prensibine dayanir. Canli organizmalar
ve predatdr bocekler disinda, dogaya dost olan diger yontemler de biyolojik
mucadele bashgl altinda toplanabilir. Biyolojik mucadelede kullanilan diger
yontemler; fiziksel, mekanik ve kimyasal olarak Ucge ayrilir. Fiziksel mucadele,
zararlinin yasadigi ortam sartlari degistirilerek canl organizma kullanmadan
yapilir. Mekanik mucadele, zararlilarla feromonlu yapiskan tuzaklar gibi araglar
kullanilarak yapilan mucadeledir. Kimyasal mucadelede ise, toprakta az kalinti
birakan ve nadasla tamamen uzaklastirilabilen pestisitlere gére daha hafif

kimyasallar tercih edilmektedir. [16]

Beauveria bassiana, uzun zamandir bitki koruma mikroorganizmasi olarak en ¢ok
caligilan entomopatojen (bocek patojeni) funguslardan biridir. Fungusun tarim
zararlilarina kargi mucadelede en etkili organizmalardan biri oldugu ve toksin

urettigi cesitli calismalarla belirlenmigtir [12,16].

2.1. Entomopatojen Funguslar

Entomopatojen funguslar, uzun zamandir orman ve tarim zararlilarini etkisiz hale

getirmek icin kullaniimaktadir. [17]. Bu funguslar, bdceklerin disg kuitikulasinda



enfeksiyona sebep olarak i¢ organlarina dogru yayilmaktadir. Enfeksiyona sebep
olmalar i¢in bocek tarafindan yenmeleri gerekmez. Bocegi deri yoluyla enfekte
edip yayilabilirler. Entomopatojen funguslarin pek ¢ok tirl zararli béceklere kargi

kullaniimakta ve ticari preparatlari tretilmektedir [18].

Entomopatojen  funguslar, Zygomycetes, Ascomycetes, Deuteromycetes,
Chytridiomycetes ve Oomycetes subeleri iginde yer alabilirler [19]. Cogu, iki
asamall yasam doénguslne sahiptir. Bunlar, bécek Uzerinde ve g¢evrede serbest
halde yasadiklari asamalar olarak birbirini izlemektedir. Bocek-konakgi enfeksiyon
seviyeleri, sicaklik araligi ve Ureme oranlari gibi etkenler, turler ve izolatlar

arasinda farkhlik gosterebilir [20].

Bugline dek bilinen 90 cinse ait 700 entomopatojenik fungus tart tanimlanmistir.
Bunlardan Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus (Isaria
fumosorosea), Verticillium lecanii, Metarhizium anisopliae gibi tlrler, zararlyla

mucadelede kullanilan en etkili turler olarak bilinmektedir [21].

Entomopatojenik bir fungus turiG olan Beauveria bassiana (Hypocreales,
Clavicipitaceae, Ascomycota), ilk kez 170 vyl kadar 6nce tanimlanmistir.
Steinhaus, Beauveria bassiana’nin biyolojik kontroldeki 6nemi Uzerine c¢alismalar

yapan ilk kigilerden biri olarak kabul edilmistir [22].

Beauveria bassiana, beyaz veya sarimsi kolonilerle karakterizedir. Konidyalari ise
renksiz, elipsoidal Ureme gostermektedir. Genellikle kar toplari veya pamuk
toplarina benzetiimektedir. Sistematik olarak yapilan son c¢alismalar Beauveria

cinsinin, telemorf cinsi Cordyceps ile iligkili oldugunu gostermistir [23,24].

2.1.1 Entomopatojenik Funguslarin Tarihgesi

Entomopatojen funguslarla ilgili en eski ¢alismalarin 1800’lG yillarin basinda,
ipekbocegi endustrisine ciddi zararlar veren hastaliklarin galisiilmasiyla basladigi
tahmin edilmektedir. Agostino Bassi, Beauveria bassiana’nin ipekboceklerinde

kirec hastaligina sebep oldugunu gdstermistir (1773-1856). ipekbdcegi hastaliklar



arastirmalarinin devam ettigi surecte, fungusun diger boceklere de bulastiginin
farkedilmesiyle entomopatojen funguslarin zararlilarla muicadelede kullaniimasi
fikri dogmustur [25].

Ardindan Pasteur ve Leconte gibi bilim insanlar funguslarin bdceklere karsi
kullanilabilirligini 6ne surmastir. Rus bilim insani Elie Metchnikoff (1845-1916),
agustos bocekleri Uzerinde yesil muscardin maddesini denemis ve enfekte eden
fungusu Entomoptora anisopliae (Metarhizium anisopliae) olarak adlandirmigtir
[25].

Daha sonra bilinen adiyla Metarhizium anisopliae, Krassilstchik tarafindan sahada

bugday biti zararlisi Gzerinde kullanilmistir [25].

Bu calismalarin ardindan, 1940’lar sonrasinda hizla blylyen kimyasal pestisit
endustrisi sebebiyle, ekolojik ¢dzUmlerin aranmasi uzun bir sureligine golgede
kalmigtir. 2000’li yillar itibariyle artan ¢evre, saglik bilinciyle, ¢evresel miucadele

yontemleri Uzerine yapilan arastirmalar artmistir [25].

2.1.2. Entomopatojenik Funguslarin Etki Mekanizmalari

Entomopatojen funguslar, béceklerin solunum deliklerinden, vicut acikligindan
veya kutikula Uzerinden enfekte edebilir. Bu 6zellikler, bocegin beslenme dizeni
nasil olursa olsun, bdcekleri aktif bir sekilde enfekte edebilecegini gostermektedir
[26].

Kok kurdunun olusturdugu fungus enfeksiyonunun Uzerinde yapilan galismalar,
entomopatojen fungusun, 6 fazda enfeksiyon doéngusinid tamamladigini
gOstermigtir [27]. Sporlar genellikle eseysiz Uremeyle olusturulur ve ilk asama
bdocege penetrasyon (tutunma) asamasidir. Bu asama sinyal proteinleriyle
olabildigi gibi hidrofobik etkiden 6tlrl de olabilmektedir. Penetrasyon asamasinin
ardindan, germ tupu ve appressorium adi verilen yapinin olusmasi igin konagin
bagisikhgr kirthr ve c¢imlenme baslar [28]. Tutunma islemi genellikle bdcekte

melanizasyona (renk degisimine) yol agmaktadir [29].



Cimlenmis spor kutikula iginde tutunur ve dallanir. Fungus, bu tutunma sirasinda
proteaz, kitinaz gibi litik enzimler sentezleyerek konagin epidermis tabakasina
dogru ilerler. Tutunmanin ardindan filamentli yapilar blastosporu olusturur. Bu yapi
bdécek hemosdlinde tomurcuklanarak c¢ogalan formudur. Tekrar filamentéz
yapilara gegis, epidermis tabakasi altinda olusur, bocek i¢ organ ve yapilari
tamamen istila edilir. Fungus, konagi toksin Ureterek veya i¢ organlarin iglevsel
kaybina sebep olarak 6liime suriikler. Olmls olan bocekten etrafa yayilan sporlar,

tekrar ayni donglye baslayip canlihgini surdtrir [27].

Sucul ortamdaki entomopatojen funguslarda, baslangigta yer alan tutunma iglemi
zoosporlarin  kese olusturmasiyla gergeklesir. Konak canli degilse, fungus
dinlenme sporu adi verilen yapiyi olusturur. Bu yapi yuksek sicaklik, dustk pH gibi
zor sartlara dayanabilmektedir. Uygun sartlarda enfektif spor haline
gelebilmektedir. Entomopatojen funguslarin salgiladiklari toksinler, fungus konak

i¢c organlarina nifuz etmeden dnce konagin dlmesine sebep olur [28].

Fungus
sporlarinin ﬁSporlarm

bocek gimlenmes_i ve
kiitikulasina Appressorium
yerlesmesi olusmasi
Bocegdin Kutikula
olimu ve icerisinde
fungusun cogalma ve
saprofitik epidermisin
gelismesi isgali
Blastospor
olusturulur,
hiflerle ve
toksinlerle
doku iggali

Sekil 2.1.Entomopatojen funguslarin enfeksiyon asamalari



Entomopatojenik funguslarin farkh metabolitler Greterek konagini birgok spesifik
yolla dldurdugu, yapilan ¢alismalarla belirlenmigtir. Kimyasal olarak birgok farkli
metabolitin, patojenik etkileri gdzlemlenmistir. Ornegin; Beauveria bassiana igin
beauverisin, bassianin, oksalik asit, bassianolid, beauverolidler, tenellin,
oosporein, bassiakridin gibi metabolitlerdir. Metarhizium spp. icin ise, 28 tipte

destruksin, sitokalasin C, hidroksifungerin A ve B olarak belirlenmistir [30,31].

Entomopatojenik funguslarin patojenik etki gdsterebilmesi ic¢in toksin Uretmeye
ihtiyaci olmadidi da yapilan ¢alismalarca belirlenmistir. Entomopatojenlerin, toksin

uretmedigi zaman da boceklerin 6lumine sebep oldugu gosterilmigtir [32].
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Diger entomopatojenik funguslarda oldugu gibi Beauveria turleri de konagi deri
ustinden enfekte etmektedir. Konidialarin tutunmasi (penetrasyon), bocek
katikulasinin  hidrofilik  6zelligi sayesinde kolaylasmaktadir. Cimlenme ve
enfeksiyonun basarili olmasi konakgiya ve optimal sicaklik, nem gibi bazi ¢cevresel
faktorlere baghdir. Cimlenme, antimikrobiyal aktiviteye sahip olabilen kisa zincirli
yag asitleri, aldehitler, balmumu esterleri, ketonlar ve alkoller gibi belirli kesikli
lipidlerden de etkilenir. Genellikle, B. bassiana'nin gimlenmesi enfeksiyondan

yaklasik 10 saat sonra baglar ve 20-25 °C'de 20 saatte tamamlanir [30].

Penetrasyon asamasinin ardindan, germ tuplu ve appressorium adi verilen yapi
olusturulur. Penetrasyon asamasinda proteazlar, kitinazlar ve lipazlar tutunmaya
yardimci olan enzimlerdir. Basarili penetrasyondan sonra, fungus hemolenf igcinde
dagilan hifler Gretir, bu da fungusun vejetatif blylimesini ve toksinlerin Uretimi ile
konakg! bdceklerin diger dokularini istila etmesini saglar. Ornegin, bu asamada
Beauveria brongniartii tarafindan oosporein metaboliti Uretilir. Bocek gdévdesinin
istilas1 sirasinda, fungus hemolenf ve yag dokudaki besinleri tiketir. Enfeksiyon
sureci, bocegin 6limu ve kadavradan tekrar sporlarin yayilmasiyla (saprofitik

gelisim) kendini tekrar eder [30].

2.2. Beauveria bassiana 'nin Genel Ozellikleri

Beauveria bassiana, cinsinin en yaygin turl olmakla birlikte genellikle tropik ve
ihman bolgelerde bulunmaktadir. Beauveria bassiana, Turkiye, Fildisi Sahilleri,
Afrika, Nepal, Sibirya, Bahamalar, Japonya ve Yeni Zelanda’da gorulmustir. Bu
zamana kadar havadan, ormanlardan, nemli topraklardan, batakliklardan,
cOllerden, sicak su kaynaklarindan, bitki rizosferlerinden, bdceklerin Gzeri gibi

cesitli habitatlardan izole edilebilmistir [30].

Entomopatojen funguslarin ¢evrede dagilimini biyotik ve abiyotik faktorler
etkilemektedir. Abiyotik faktorler; sicaklik, nem ve solar radyasyondur. Bu faktorler
entomopatojen funguslarin etkin sekilde kullaniimasindan ve ticari kullanimindan
da sorumludur [16,30].



Beauveria bassiana entomopatojen fungusunun Uremesi igin optimal sicaklik
araligi 23-28 °C iken maksimum sicaklik 30-38 °C’dir [33].

B. bassiana sporlarinin termal 6lim noktasi ise 10 dakika boyunca 50 °C'dir.
Yuksek sicaklik, bocekler ile temas etmeden once bir fungusu inaktive edebilir
veya konakgl bocegin sicaklik gereksinimlerine bagl olarak bocek igindeki
blylUmeyi azaltabilir. Ayni sekilde dusuk sicakliklar da ¢imlenmeyi ve blyumeyi

azaltabilir veya durdurabilir [30].

Nem faktorl, B. bassiana sporlarinin canliigini korumasi igin ¢ok 6nemli bir
faktordir. OlU konaktan saprofitik gelisim sirasinda, yeni bir konakgiya tutunana
dek, canliigin korunmasi ve gimlenmenin gergeklesmesi i¢in nispi nem oraninin

%92-100 arasinda olmasi gerekmektedir [30].

Solar radyasyon, o6zellikle UV-B (290-330 nm) ve UV-A (330-400 nm), fungus
sporlarinin kalicihgini etkileyen en zararl gevresel faktordur. Glnes 1s1d1 altinda
yapilan laboratuvar deneylerinde, tim B. bassiana sporlarinin %99'u, UV-C'de
yaklasik 16 dakika sonra ve UV-A ve UV-B'de yaklasik 31 dakika sonra inaktive
oldugu belirtilmigtir [34].

2.2.1. Beauveria bassiana’nin Salgiladigi Litik Enzimler

Entomopatojen funguslarin etki mekanizmasinda hidrolize edici birgok enzim

tanimlanmistir. Bunlar lipazlar, proteazlar ve kitinazlardir [35].

2.2.1.1 Lipazlar

Lipazlar (triasilgliserol asilhidrolazlar, EC 3.1.1.3), fizyolojik ve endustriyel
potansiyellerinden dolayi genis ¢apta arastirilan serin hidrolazlardir. Bu enzimler,
gliserol ve uzun zincirli yag asitlerinin ester baglarinin sentezi ile hidrolizini katalize
eder [36].



Lipazlar, 1980’lerden beri endustriyel anlamda artan bir taleple kargilagsmistir.
Lipaz enzimi ¢ok yonlidir. Sut ve gida Uretiminde, deterjan endustrisinde,
eczacilik ve kozmetikte yaygin olarak kullanilan c¢ok sayida farkli reaksiyonu

katalize ederler [37].

Mikrobiyal lipazlar, ticari olarak Uretilen lipazlarin ana tipidir. Son yillarda, ticari
alanlardaki lipazlarin buyuk potansiyeli nedeniyle, esas olarak mikrobiyal kokenli
lipazlar Uzerine galismalar artmigtir. Fungal ve bakteriyel lipazlarin salgilanmasi,
dis besin kaynaklarindan alinan besin emilimini kolaylastirmaktadir. Patojenik
mikroorganizmalar, yeni bir konakgi istila etmek icin, lipaz enzimi
salgilarlar.  Funguslar, endustriyel uygulamalar i¢cin en 6nemli lipaz
kaynaklarindandir. Bunun sebebi, fungal enzimlerin genellikle hiicre disi olarak

salgilanmasi ve fermentasyon ortamindan ekstraksiyonu kolaylastirmasidir [38].

Bocek kutlesinin dis tabakasi olan epikutikula, hidrofobiktir ve mikrobiyal saldiriya
kars! ilk engel olarak iglev gorur. Heterojen bir lipid karisimi, uzun zincirli alkenler,
esterler ve yag asitleri, bocek kuatikalinin ana bilesenidir. Lipazlar, bocek ic
kisminda bulunan lipoproteinlerin, yaglarin ve balmumlarinin ester baglarinin
hidrolizinden sorumludurlar [39]. Lipazlar kutikullere 6nemli dlguide nufuz eder ve
batinligu  pargalayarak  degradasyonu  baslatir. Epikatikil  tabakasinin
degradasyonu, prokutikilde yer alan proteinli materyali degrede eden fungal
proteazinin Uretimi ile takip edilmektedir. Lipaz yardimi ile sporlarin epikutikulaya
yapismasi, katikil mumsu yuzeyindeki yag asitlerinin ve alkenlerin bozunmasini

baslatan zorunlu bir 6n agamadir [40].

2.2.1.2. Proteazlar

Proteazlar, proteinlerin peptid baglarini béler ve bunlari kliguk peptitler ve amino
asitlere ayiran buyUuk bir hidrolitik enzim grubunu olustururlar. Proteazlar,
neredeyse tum hucresel fonksiyonlarda rol oynadiklari igin, bitkiler ve hayvanlarda
oldugu kadar, virisler de dahil olmak Uzere tim mikroorganizmalarda
bulunurlar. Bundan dolayi mikroorganizmalar bu enzimlerin tercih edilen kaynagi

olarak kullaniimaktadir [41].
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Endustriyel olarak enzimlerin Uretiminde, Uretilen enzimlerin %75’i bitki, hayvan ve
mikroorganizma kaynaklarindan elde edilen hidrolaz ve proteazlardir. Proteazlar,
enfektif strecte 6nemli olarak kabul edilen enzimlerdir. Proteazlar bu 6zellikten

dolay! endustriyel talep olusturur ve endustriyel Uretimleri ylksektir [42].

Epikatikalin lipazlar tarafindan pargalanmasindan sonra bdcegi istila eden
funguslar, protein materyalini bozan buyuk miktarlarda Pr1 (serin-proteaz)
uretir. Diger taraftan, amino peptidazlar ve ekzopeptidazlar tarafindan amino
asitlere indirgenmis proteinlerin daha ileri degradasyonu, entomopatojenik

funguslara besin saglamak i¢in yapiimaktadir [43].

En ¢ok calisilan proteolitik enzimler serin proteaz (Prl) ve tripsin benzeri proteaz
(Pr2)dir. Proteaz Prl'in molekiler yapisi, iki distlfir képrisunid olusturan bes
sisteinden olusur. Prl ve Pr2 aktiviteleri Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanni,
Metarhizium  anisopliae, Nomuraea rileyi ve Metarhizium  flavoviride’ de
belirlenmistir [43,44]. Bu proteazlar, ilk kitikil degradasyon asamasinda salgilanir
ve AMPc'nin aracilik ettigi protein kinaz A'yi (PKA) aktive ederek sinyal
transduksiyon mekanizmasini uyarirlar.[45] Pr1 proteazin, fungusun hicre disina
tutunmasinda kutikal enfeksiyonunu baslattigi, ¢alismalarla dogrulanmistir [42].
Ayrica, proteaz Pr1’in entomopatojenik funguslarda virllans gostergesi oldugu

bulunmustur [46].

2.3 Kitinazlar

Kitin dogada en ¢ok bulunan polimerlerden biridir. p-1,4 N-Asetil Glukozamin
birimlerinden  olusmaktadir. Fungal hicre duvarlarinda ve omurgasiz

organizmalarin dis iskeletinde bulunmaktadir [47].

Uluslararasi Enzim Komitesi (UIBMB) tarafindan son yapilan dizenlemeye gore,
siniflandirmada kitini yilkan 2 enzim oldugu kabul edilmistir. Bunlar Kitinaz [E.C.
3.2.1.14] ve N-Asetilglukozaminidaz [E.C. 3.2.1.30]'dir. [48]

Kitinazlar, kitin polimerinin (-1,4 baglarini hidrolize eder, N, N'-diasetilkitobioz

olusturur. Kitinin tamamen enzimatik hidrolizi sonucunda N-asetil glukozamin
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(GIcNAc) monomeri olusmaktadir. Kitinaz enzimi bitkiler, funguslar, bakteriler ve

omurgasizlar arasinda yaygin bir dagilim gostermektedir [49].

Kitinazlar, entomopatojen funguslarda germinasyon, hifal bayume, morfogenez,
beslenme ve rekabette proteazlarla is birligi yapmaktadir. Cesitli calismalarla

entomopatojen funguslarda kitinazin en énemli gorevleri su sekilde belirlenmistir:

1) Fungus hucre duvarinda veya besin kaynagi olarak kullanilan eklembacakhlarin

dis iskeletlerindeki kitinin yikimi,

2) Funguslarda hif blylUmesi, dallanma, otoliz ve rekabet sirasinda hicre

duvarlarinin yeniden modellenmesi,
3) Ayni ekolojik nis igerisinde bulunan diger funguslardan korunma [50].

Kitinazlar, hidrolaz enzim grubundan Glikozid hidrolaz grubunda bulunur. Glikozid
hidrolazlar grubundaki 135 aileden 18. (GH18) ve 19. (GH19) ailelere dabhildir.
Farkli organizmalardaki kitinazlar, molekuler yapilari temelinde ve fizikokimyasal
yapilarina gore ayirt edilmektedir. Glikoliz hidrolaz 18 ailesi kitinazlari;
bakterilerde, funguslarda, virlslerde, hayvanlarda ve ylksek yapili bitkilerde
bulunur. Glikoliz hidrolaz 19 ailesi kitinazlari ise, yliksek yapili bitkilerde ve bazi
bakterilerde bulunur [51].

GH18 ailesi kitinazlarinin katalizi, Grinlerin anomerik konfiglrasyonlarini tasiyan
substrata dayal katalizi icermektedir. GH18 ailesi, allosaminidin tarafindan inhibe
edilmektedir. GH19 ailesi kitinazlarinin katalizi ise, hidrolize poli-B-(1,4)-N-
asetilglukozamin (NAG) kalintisinin anomerik konfiglirasyonunu tersine geviren bir
asit-baz mekanizmasidir. GH19 ailesi kitinazlarin inhibitérleri amidrazonlar ve
amidinlerdir [51].
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Sekil 2.3.Kitinaz enzimi molekuler konfigirasyonu (Sekil A:GH18 kitinaz
konfigurasyonu, B:GH19 kitinaz konfiglirasyonu) [51]

Kitinazlar; bdcekler, bakteriler, virusler, bitkiler
ve omurgalilar tarafindan morfogenez, patogenez, parazitlik ve savunma gibi farkh

amagclar icin sentezlenirler [52].

2.3.1. Kitinaz Enziminin Biyolojik Miicadeledeki Rolu

Zararll bocek ve organizmalarin, mevcut dogal dismanlari, rekabetgiler ve diger
kendi ¢ogalabilen biyolojik varliklarin yardimiyla ekonomik zarar esiginin altinda

tutulmasina biyolojik mucadele denilmektedir [53].

Kimyasal pestisitlerin ekosistemler Uzerine olumsuz etkisi olmasi, besin zincirinde
birikmesi, zararl boceklerin direng gelisimine sebep olmasi ve insan sagligina olan
zararlari gunimuzde daha c¢ok bilinmektedir. Son on yil igerisinde bilingli
tuketicilerin artmasiyla biyolojik mucadeleye agirlik verilmistir ve zararlilarla
mucadelede biyolojik mucadele yontemleri kullanilarak muacadele edilmektedir
[53].
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Kitinolitik enzimler Ureten bakterilerin, patojenik fungus tirlerinin in
vitro buyumesini inhibe etme ve sera deneylerinde fitopatojenik funguslarin sebep

oldugu bitki hastaliklarini iyilestirme etkileri bilinmektedir [54].

Bakteriyel kitinazlar daha once birgok calismada biyolojik pestisit olarak denenmis
ve bocek oldurtcl etkileri gdzlemlenmigtir. Serratia marcescens’in alkali pH'da
aktif olarak en az iki kitinaz igerdigi belirlenmisg, oral yolla verildiginde Spodoptera
litura larvalarinda yuksek mortaliteye neden oldugu bulunmustur [55]. S.
marcescensten ug kitinaz (ChiA, ChiB ve ChiC) gen bdlgesi belirlenmis, kitinaz
enzimi izole edilerek Malacosoma neustria ve Helicoverpa armigera larvalari

uzerinde insektisidal aktivite gosterdigi saptanmigtir [56].

Bacillus subtilis, kitinaz sentezi i¢cin en ¢ok tercih edilen mikroorganizmalardan
biridir. B. subtilis'ten saflastirilmis bir kitinazin oral yolla verilmesinden sonra
Spodoptera litura larvalarinin gelisimini azalttigi, mortaliteye sebep oldugu
gosterilmigtir. Bakteriyel kitinazlarin, oral yolla bécege veriimesinin sebebi, orta
barsak epitelyumuna daha kolay ulasmalari ve daha cabuk etki edebilmeleridir
[57]. Son zamanlarda bakteriyel kaynakh kitinaz c¢alismalarinda kullanilan
Pseudomonas flourescens’den saflastirilan kitinaz, ¢ay zararlisi olan Helopeltis

theivora Uzerinde oldurtcu etki gostermistir [58].

Fungal kitinaz kaynaklari olarak, en c¢ok arastilan entomopatojen fungus
turlerinden Pochonia spp., Arthrobotrys spp., Paecilomyces spp. biyolojik kontrol

ajani olarak kullanilabilmektedir [44].

Paecilomyces javanicus’tan izole edilen kitinaz enzimi, pamuk kok nematodu olan
Meloidogyne incognita’ya karsi test edilmis ve nematod yumurta kabugunun kitin
tabakasinda incelmeye sebep olmus, yavrularin gelisimi Uzerine olumsuz etkiler

gOstermigtir [59].

Monacrosporium thaumasium ve Duddingtonia flagrans funguslarindan fungal
kitinaz enzimi sentezlenmis, her ikisinden elde edilen enzimin de nematosidal

etkisi oldugu gosterilmistir [60,61].
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Trichoderma spp.’den izole edilen endokitinaz enzimi tahil kist nematodu olan
Heterodera avena Uzerinde etkili olmus, zararlinin kist formundan c¢ikmasini

engellemistir [62].

Yapilan galismalara gore bakteriyel ve fungal kaynakl kitinazlar, tarim igin zararl
olan fungus ve bocek enfeksiyonlarina karsi biyolojik kontrol ajani olarak etkili
olmustur. Bu calismalarin i1s1dinda, oniumuzdeki yillarda biyolojik bir kontrol ajani
olarak kitinazin, tarim zararhlari Uzerinde ticari olarak formulasyonunun

gelistirilecegi tahmin edilmektedir [94].

2.3.2. Kitin

Kitin  (poli B -(1—4)- N- asetil- D- glukozamin), ilk olarak 1800l yillarda
tanimlanmis olup, selllozdan sonra dogada en bol bulunan polisakkarittir.
Kabuklularin, béceklerin ve funguslarin dis iskeletinde bulunan ve dayanikhlik

katan yap! malzemesidir [64,65].

Yaygin olarak dogada bulunmasina ragmen, kitinin ana ticari kaynaklari yengeg ve
karides kabuklari olmustur. Endustriyel islemede kitin eldesi icin, deniz
kabuklularinda 6nce kalsiyum karbonat ¢ézdurUlir ve ardindan deproteinizasyon
islemi i¢in asitle muamele edilir. Bunlara ilaveten, artik pigmentleri uzaklastirmak

ve renksiz bir Grln elde etmek igin genellikle bir renk giderme asamasi eklenir [65].

Kaynagina bagl olarak kitin, ¢ polimerik forma sahiptir. Bunlar kristal bdlge
icindeki zincirlerin farkh dizenlenmesi ile olusan a, B ve y kitindir. a kitin, en fazla
bulunan ve kolayca elde edilebilen formdur. B kitinde molekuller paralel bir
duzende toplanir, bu da daha zayif molekuller arasi guglere sebep olur. Bu yluzden
B kitinin a kitine gbre daha az kararli oldugu dusunudlmektedir. Cézllme ve sisme
halinde B kitin a kitine donusur fakat tersi s6z konusu degildir. a ve B kitinlere
nazaran y kitin daha nadir bulunmaktadir. y kitinin, a ve B formlarinin bir karigimi
veya ara formu oldugu dusunulmektedir. y kitin hem paralel hem de anti paralel bir
diizene sahiptir. Farkli polimerik formlar farkli kosullar altinda kullanilir. Ornegin; a

kitin bu Ug¢ polimerik form arasinda en sert olanidir ve eklembacaklilarin dig
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iskeletlerinde, molluska kabuklarinda ve planktonlarda bulunur. Diger yandan 3 ve
y kitin, esnekligin ve yumusakligin gerektigi bolgelerde bulunur.  kitin fungal
hicre duvarlarinin temel bilesenidir. y kitin ise murekkep baliginin mide duvarinda
bulunur [65].

2.3.3. Kitin ve Turevlerinin Uygulama Alanlari

Kitin ve turevleri, medikal alan basta olmak Uzere, ziraatte, gida endustrisinde,
kozmetikte, tekstilde ve biyoteknolojik proseslerde gunumuzde c¢ok yaygin bir

kullanim alanina sahip olmustur [66].

Medikal alanda; yara bandi ve sargi bezi gelistiriimesinde 6nemli bir kan
pihtilastiricc madde olarak, yanik tedavilerinde, kontrollu ilag saliminda, cerrahi

uygulamalarda ve kontakt lens yapiminda kullaniimaktadir [67,68].

Ziraatte; tohum kaplanmasinda, fungisit, insektisit ve nematosit olarak, bitki

blylumesini glglendirici glibre olarak kullanimlari bilinmektedir [69,70].

Gida endustrisinde; vyiyecek katki maddesi, dogal kivamlastirici madde,
yiyeceklerin raf dmrini uzatmak igin kaplamada, antimikrobiyal film yapiminda,
yenilebilir film yapiminda, renk stabilizasyon maddesi olarak, emdulgator ve
jellestirici ajan olarak, kolestorel dusuricu ve yag tutucu etkisinden dolayi

zayiflama maddesi olarak kullaniimaktadir [71].

Kozmetikte; sac¢ sekillendirici maddelerin  yapiminda, cilt nemlendiricilerin

yapiminda ve deodorantlarin yapiminda kullaniimaktadir [72].

Tekstilde; kumas boyanabilirligini arttirici ve antimikrobiyal 6zellik kazandirici
madde olarak, polyester kumaslarin anti-statik 6zelliklerini iyilestirici madde olarak
kullaniimaktadir [73,74].

Biyoteknolojide; atik su aritiminda agir metallerin uzaklastiriimasinda, hidrojel

yapiminda, kromatografik yontemlerde kitosan-aljinat film yapiminda, doku
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muhendisliginde kitosan-jelatin iskelet olusturulmasinda, protein saflastirma ve

enzim immobilizasyonunda kullanilmaktadir [75,76,77].

Kitinazlarin ise, biyolojik micadelede; pestisit ve fungisit olarak, atik endustrisinde;
tek hucre proteini Uretiminde, kabuklu deniz canlilarinin atiklarinin gideriminde,
medikal alanda; astim ilaglarinin yapiminda, antitimor ve kolesterol dengeleyici

olarak kullanimlari bilinmektedir. [77]

2.4.Enzim Saflagtirma Yontemleri

Enzim saflagtirmada kaynak tlrine goére bircok farkli yontem kullaniimaktadir.
Hucre ic¢i enzimler igin hucre duvari ve hucre zari parcgalanir. Hucre i¢i enzimlerin
izole edilmesinde fiziksel ve kimyasal yontemler kullaniimaktadir. Fiziksel
yontemler, ezme, ozmotik sok, tampon ¢dzelti igerisinde sonikasyon, santrifujleme
gibi yontemlerdir. Kimyasal yontemler ise, organik ¢ozuculer ve deterjanlar ile

hicre duvarinin yikiminin saglanmasi islemidir [78].

2.4.1. Santrifiijleme

Enzim saflastirmada bircok asamada santrifigasyon kullaniimaktadir. Genellikle
hicre organellerinin ve bulyuk partikullerin ¢okturiimesi amaciyla kullanilir.
Enzimin denatlre olmasinin engellenmesi igin bu islemler genellikle +4 °C

derecede yapilmaktadir [78].

2.4.2. Amonyum Siilfat Coktlirmesi (Salting Out)

Salting out terimi tuzla ¢oktirme anlamina gelmektedir. Amonyum sulfat
¢cOktirmesi proteinlerin ¢oktiralmesi igin kullanilan bir ydntemdir ve yuksek bir
ayrim gucune sahip degildir. Coktirme igsleminde etkili olabilmesi igin, ¢ok
degerlikli anyonlar ile tek degerlikli katyonlarin bir araya gelmesi onemlidir.
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Amonyum sulfat tuzu, bu islemi yapabilecek en ideal tuzdur. Amonyum sulfat
¢cOktirmesinde, tuz konsantrasyonu arttikga proteinin ¢dzunurligu artmaktadir.
Cesitli hesaplamalarla ne kadar amonyum silfat tuzu kullanilacagi hesaplanir ve
ortama azar azar eklenen amonyum sulfat sonrasinda istenmeyen proteinler

¢cOkturme sayesinde uzaklastinlir [79].
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Sekil 2.4. Amonyum Sulfat Cokturmesi [79]

2.4.3. Diyaliz

Tuz ile ¢oktirme sonrasinda tuzdan ve diger molekullerden kurtulmak amaciyla
kullanilan yontemdir. Diyaliz tupu, istenilen buyukluklerde gozeneklere sahip olan
yarl gegirgen bir ortamdir. Cesitli bicimlerde hazirlanabilen diyaliz tipu genellikle
selllozik materyallerdir. Once diyaliz tlpu sicak suda temizlenir, ardindan bir ucu
baglanarak suzulmesi istenen sivi, igerisine eklenir ve diger ucu kapatilir. Bu halde
+4 oC derecede uygun tampon icgerisine yerlestirilerek istenmeyen molekiillerin
uzaklagsmasi saglanmaktadir. Ozmotik basingtan dolayi, tampon diyaliz tipunun
icine dolmaktadir bu sebeple tuplin ucu kapatilirken siki sekilde kapatiimamalidir
[79].
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Sekil 2.5. Diyaliz agamalari [79]

2.4.4. Kromatografi

Kromatografik yontemler, saflastirma islemleri arasinda, en sik kullanilan ve
yuksek saflastirma saglayan yontemlerdir. BUtin kromatografik ayrimlar,
¢ozunenin hareketli ve sabit olmak Uzere iki faz arasinda ayrilmasiyla
gerceklesmektedir [96]. Kolon kromatografisinde; her iki ucunda adaptorleri
bulunan camdan yapilmis bir tup kullaniimaktadir. Bu kolonlarin igerisinde, iyon
degistirici recineler kullaniimaktadir. Jel ayirma kromatografisi, molekulleri

boyutlarina gore ayirir, cogunlukla molekul agirlik tayininde kullaniimaktadir [79].

lyon degistirme kromatografisinde, kolon dolgusu yiikli gruplar bulundurur bu
sayede notrallesen protein ¢ozeltisinde kolon dolgusu ile zit yuklu proteinler kolona
tutunurken, ayni yuklu proteinlerin kolonu once terketmesiyle ayrilabilmektedir. Bu
lyon degisim kromatografisinde, genellikle sellloz regineler tercih edilmektedir.
DEAE (dietilaminoetil) genellikle anyon degistirici olarak, CM (karboksimetil) ise
katyon degistirici olarak kullaniimaktadir [78,79].
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2.4.5. Elektroforez

Elektroforez, proteinlerin goérintlilenmesini saglayan yontemdir. Co6zinmus
durumdaki molekuller, Akrilamid ve N-N Bisakrilamid ile polimerasyon sonucu

olusturulan jelde elektrik yuklerine bagli olarak hareket etmektedirler [80,81].

Elektroforez yontemiyle, proteinlerin molekul agirlik tayini, izoelektrik noktasi tayini

ve saflik derecesi dlgumleri yapilabilmektedir [80].

Hazirlanan jel, elektroforez aygitinin igerisine yerlestirilir, 6lcimu yapilacak olan
ornekler ince bir bant halinde yuklenir. Elektriksel potansiyel ve jelin elek gorevi
gormesiyle, proteinler yuk/kutle orani ile hareketini gergeklestirir. Jel Uzerinde
buyuk molekuller yavas hareket ederken, kuicuk molekuller hizli hareket etmektedir
[81].

2.4.6. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), protein ile SDS
deterjan molekllinin etkilesmesini icermektedir. SDS ile kaynatilan proteinler
denatlre olmaktadirlar. SDS’ler Uzerindeki negatif yuk, protein yukini maskeler
ve yuklenen tim proteinler hemen hemen ayn yuk/kitle oraninda hareket ederler
[79].

Yuk farklilklari SDS tarafindan baskilandigi igin, protein molekilleri boyut
farkliliklarina gore birbirinden ayrilir ve bu metot siklikla molekdl agirhiginin
belirlenmesinde kullaniimaktadir [79]. Jel molekul agirligi bilinen proteinlerle
standartize edilir, standart egriden yararlanarak bilinmeyen proteinlerin molekul

agirliklar hesaplanabilir [79].
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2.5. Hedef Organizma Olarak Secilen Depo Zararhisi Bocekler

2.5.1 Galleria mellonella (Buyilik Balmumu Guvesi)

Galleria mellonella (buylk balmumu guvesi), ari kovanlarinda petekler Uzerinde
yerlesir ve verim disuslne sebep olmaktadir [82]. Lepidoptera takimi, Pyralidae

familyasina Galleriinae alt grubuna aittir [83].

G. mellonella erginleri kovanda herhangi bir hasara sebep olmazken, larvalar

kovanla beslenerek, tuneller acip peteklere hasar verirler [16].

G. mellonella yumurta, larva, pupa ve ergin olarak 4 ayri yasam evresinde
gelisimini strdlrdr. Yumurtalar, 0.478 mm ve 0.394 mm arasinda degisir. Pembe,

beyaz veya krem rengi olabilmektedir [16,83].

Larvalar, yumurtadan ilk ¢iktiginda 1-3 mm arasinda boya sahiptir. Larval donem
tamamlanirken genellikle 5-7 mm arasinda bir bayuklige sahip olurlar. Kovanda

en ¢ok hasara sebep olduklari dénem, bu bluyime dénemidir [16,83].

Pupa evresinde, uzunluklari 12-20 mm arasinda boylari degisir ve disi G.
mellonella pupalari genellikle daha uzun boyludur. Renkleri baslangi¢ta beyaz ve

sarimsidir, zamanla kahverengilesme gorulur [16,83].

Ergin G. mellonella, dimorfizm gosterir, disiler genellikle erkeklerden daha
bayuktur. Her iki cinsiyetteki erginlerin de erginlik suresince beslenmedikleri
bilinmektedir [84].

Sicaklik ve bagil nem gibi abiyotik faktorler tim yasam donguleri igin ¢ok
onemlidir. 29-33 °C arasi gelisim icin en uygun sicakhk arahgidir, %29-33 bagil
nem orani ise en uygun nem araligi olarak belirlenmigstir. Bu sebeple G. mellonella

larva ve erginleri tropik ve subtropik iklimde yagsamlarini strdarurler [83].

Kovanda is¢i arilarin az oldugu durumlarda, G. mellonella arilarin kovani terk

etmesine ve ciddi ekonomik kayiplara sebep olmaktadir [16].
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Sekil 2.6. Galleria mellonella yasam déngusu [16]

2.5.2 Tenebrio molitor (Un Kurdu)

Tenebrio molitor (un kurdu), sari un kurdu olarak da bilinmektedir. Coleoptera
takiminda Tenebrionidae familyasinda siniflandirilmaktadir. Tahillar ve un

Uzerinde beslenerek dnemli bir depo zararlisi oldugu bilinmektedir [16].

Tenebrio molitor depolanmig Urunlerde zararli olmasinin yani sira, protein igerigi
bakimindan zengin onemli bir besin kaynagidir ve hayvan yemi olarak, insan
besini olarak da Uretilmektedir [85].

Tenebrio molitor yumurtalari beyazdir, larvalari yumurtadan 3 mm uzunlukta
cikarlar, tahillarla beslenip pupaya girmeden 6nce 25-35 mm arasinda bir boya

sahip olurlar. 4-6 gun arasi suren bir pupa evreleri olur, pupa krem renklidir bas

22



kismi genis, kuyrugu sivri sekilde goérundr. Ergin Tenebrio molitor, 2-3 ay
yasamaktadir, baslangi¢ta kahverengiyken daha sonra siyah gérunume sahip olur
[16,86].

1. evrelarva

\

Ergin

2. evrelarva

Pupadan cikan
erginin ilk hali degisitiren
larva

R . ¥
; ; 3. evrelarva
&
Pupa

Sekil 2.7. Tenebrio molitor yagsam dongusu [16]
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3.GEREG VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan Beauveria bassiana suglari Turkiye'den gesitli lokalitelerden
onceki calismalarda izole edilmistir. [87] Turlerin molekiler analizleri Ege
Universitesi Biyoloji Bolimi Temel ve Endustriyel Mikrobiyoloji Anabilim Daliyla

ortak olarak yapilmigtir. [87,88,89]

3.2. Galigmada Kullanilan Model Organizmalarin Laboratuvar Kosullari
Altinda Uretimi

3.2.1. Galleria melonella’nin Laboratuvar Kosullari Altinda Uretimi

Calismada kullanilan Galleria mellonella larvalari ve erginleri laboratuvar
ortaminda hazirlanmig kavanozlar igindeki besiyerlerinde, 27°C sicaklikta i1siksiz
ortamda Uremeye birakilmistir. Yumurtadan cikan larvalar 4. evredeyken, Galleria
tuzak yontemi kullanilarak elde edilen enzim Uzerinde denenmistir. Galleria tuzak
yonteminde, larvalarin 56°C’de 500 ml'lik su iginde 40 saniye bekletilerek pupaya
girmeleri engellenmigtir [90].

3.2.2. Tenebrio molitor’'un Laboratuvar Kosullari Altinda Uretimi

Tenebrio molitor larvalar ve erginleri un-bugday kepegi igeren plastik kaplar
icinde, 12 saat glindiz ve 12 saat gece dongusu saglanarak 24°C sicakliktaki iklim
dolabinda uretilmistir. Bocegin su ihtiyaci, besiyeri igine konulan distile su ile
islatilmig pamuklarla saglanmistir. Islak pamuklar 4-5 gunde bir degistirilmistir [91].
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3.3.Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

3.3.1. Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

SDA (Sigma Aldrich), funguslarin gelisiminde kullanilan genel Uretim besiyeridir
[92].

3.3.2. Sabouraud Dextrose Agar + Yeast Extract (SDAY)

Bu besiyeri SDA besiyerine %1 oranda Yeast Extract (maya ekstrakti) katilmasiyla
tiplere hazirlanmistir otoklavda 20 dk 120°C 1 atm basingta steril edilmistir.

Funguslarin spor solisyonunun hazirlanmasinda kullanilmistir [1].

3.3.3. Basal Medium Besiyeri

Bu besiyeri secilen suglarin kitinaz dretim ortami olarak denenmistir.
Iceriginde;

3 g KH2POy,

1 g K;HPOy,,

0.7 g MgSOy,

1.4 g (NH4)2S0u,

0.5 g NaCl,

0.5 g CaCly,

0.5 g maya ekstrakti,
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0.5 g bakteriyel pepton,
5 g kitin,

1 litre distile su bulunmaktadir. 120°C ve 1 atm basing altinda 20 dakika otoklavda

steril edilmistir [93].

3.3.4. Serratia Medium Besiyeri

Bu besiyeri, segilen suslarin kitinaz tretim ortami olarak denenmistir.
15 g kitin,

0.5 g maya ekstrakti,

1.0 g (NH4)2S04,

0.3 g MgS04.7H,0,

1.36 KH,PO0,4

1 It distile suya eklenerek hazirlanmigtir. 120°C ve 1 atm basing altinda 20 dakika

otoklavda steril edilmistir [94].

3.3.5 Medium A Besiyeri

Bu besiyeri, secilen suglarin kitinaz tretim ortami olarak denenmistir.
10 g KNOs,

5 g KHoPOy,

1.3 g MgSOy,

20 mg FeCls,
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3.5 mg ZnS0,4.7H,0,

0.4 mg CuS04.5H,0,

0.31 mg MnSOQOy,

0.13 mg (NH4)sM07024.4H,0,
0.5 g sukroz,

10 g kitin,

1 litre distile su kullanarak hazirlanmistir. 120°C ve 1 atm basing altinda 20 dakika

otoklavda steril edilmistir [95].

3.3.6 Medium C Besiyeri

Bu besiyeri, segilen suslarin kitinaz tretim ortami olarak denenmistir.
5 g of laktoz,

1 g glukoz,

5 g (NH4)2S0Oy4,

15 g KH,PO,,

0.6 g MgSOy,

0.6 g CaCl,,

5 mg FeS0,.7H,0,

1.6 mg MnSOy,,

1.4 mg ZnS04.7H,0,

2 mg CoCly, ve
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10 g kitin, 1 litre distile su [95].

3.3.7 Kobalt Medium Besiyeri

Bu besiyeri, secilen suslarin kitinaz tretim ortami olarak denenmistir.
Medium C besiyeri modifiye edilerek hazirlanmigtir.
4 g laktoz,

0,8 g glukoz,

4 g (NH4),SO.,

12 g KH,PO,,

0.480 g MgSOy,

0.480 g CaCly,

0,400 g FeS0,.7H-0,

1.120 g ZnS04.7H,0,

0.040 g CoCly, ve

8 g kitin,

1 litre distile su kullanilarak hazirlanmigtir. 120°C ve 1 atm basing altinda 20

dakika otoklavda steril edilmigtir.

3.3.8 Karides Kabuklu Besiyeri

Karides kabuklu besiyeri, secilen suglarin kitini hidroliz edip etmedigini tespit

etmek amaciyla SDA besiyerine oncelikle %5 oranda kitin eklenmesiyle, 120°C’ de
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1 atm basingta 20 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanmigtir. 50 farkli
Beauveria bassiana susu bu besiyerinlerine ekilmistir. Petriler 28°C’de 7 glin

inkUbe edilmigtir.

Ardindan Ureme gorilen besiyerlerinden alinan bir parca, SDA besiyeri ortasina
yerlestirilmistir. Besiyerinden alinan parganin etrafina daire seklinde steril karides

kabuklari serpilmigtir [96].

3.3.9 Kolloidal Kitinli Besiyeri

Bu besiyeri enzim sentezleyen suslarin belirlenmesi i¢in kullaniimistir.

%1 kolloidal kitin, %0,2 maya ekstrakti, %2 agar kullanilarak 120°C ve 1 atm

basingta 20 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanmigtir [97].

3.3.10 Galleria melonella Uretim Besiyeri

660 g bugday kepegi, 660 g bugday unu, 330 g sut tozu, 165 g toz maya, 525 g
bal petegi, 330 g bal, 330 ml gliserin eklenerek Galleria melonella larvalarinin

beslenmesi igin kavanozlara hava boglugu birakilacak sekilde eklenmistir [1,16].

3.3.11 Tween 80

SDAY besiyerine ekilen fungus suglarinin, spor solusyonlarinin hazirlanmasinda

Tween 80(Sigma-Aldrich) solusyonu kullaniimigtir. [16]
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3.3.12 Calismada Kullanilan Tamponlar

Tris-HCI tamponu pH (8.8- 6,8), elektroforezde kullaniimistir. [81]

Sodyum-fosfat tamponu pH (5.6), indirgen seker tayini dlgulmesinde kullaniimigtir.

[2]

Sitrat tamponu pH (5.0), N-Asetil Glukozamin standart egrisinin hazirlanmasinda
kullaniimistir. [48]

3.4. Kolloidal Kitinin Hazirlanmasi

Kolloidal kitin hazirlanmasi igin, 10 g kitin, 120 ml %85’lik oligofosforik asite
(HsPO,) eklenerek +4°C’de 1 gece bekletilmistir. Ertesi glin bulamag haline gelen
karigsim, Whatmann No:1 kagidi ile filtre edilmigstir. Distile su ile yikanarak asitten
arindirilmistir. Bulamag halindeki kitin, kuruduktan sonra filtre kagidindan alinarak

distile su icerisinde ¢ozullip +4 derecede saklanmigtir [98].

3.5. DNS (Bernfield Reaktifinin Hazirlanmasi)

Etrafi aliminyum folyo ile sarili bir erlenmayerde,
1,0 g DNS,

0,2 g Fenol,

0,05 g Na,Sos,

20 g Na-K Tartarat,

1,0 g NaOH
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Karistirihp, 100 ml distile su eklenmistir. Karisim 24 saat oda sicakliginda
manyetik karigtiricida karigtiriimistir [99]. DNS ¢ozeltisi, +4°C’de kullaniimak Uzere
saklanmistir. Cozelti bekledikge renk verme etkinligini yitirdiginden, dlgimlerden

Once taze olarak hazirlanmistir.

3.6. Alkalin Cozeltisinin Hazirlanmasi

%4’ 10k Na,CO3, %4’ ik Na-K tartarat, %2’ lik CuSO4 ¢ozeltileri ayri ayri

hazirlanmistir.

Bir beher icinde, manyetik karigtiricida
100 ml %4’ luk Na2CO3,

1 ml %4’ luk Na-K tartarat

1ml %2’ lik CuSO4 karistiriimigtir.

Hazirlanan alkalin ¢ozeltisi, protein miktar tayinlerinde kullaniimistir [116].

3.7. Calismada Kullanilan B. bassiana Suslarinin Cogaltiimasi

Cahigsmada kullanilan Beauveria bassiana fungus izolatlari, SDA (Sabouraud-

Dextrose Agar) besiyerine ekilmis, 4 glin 28°C ‘de inkiibasyona birakilmistir.

3.7.1 Spor Soliisyonunun Hazirlanmasi

Secilen B. bassiana izolatlari, tiplere hazirlanan SDAY besiyerine ekilmis 14 gln
28°C’de inkubasyona birakilmistir. Spor solusyonu hazirlanirken, besiyerlerine
%71’lik Tween 80 bulunan 15 ml distile su eklenmistir [16,101]. Steril 6ze yardimi ile

sporlarin su icerisine gegmesi saglanmistir. Spor solusyonlarinin hazir hale
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gelmesi igin, 1 dakika boyunca en yuksek devirde vorteks islemi gergeklestirilmistir
[102].

3.7.2 Spor Sayisinin Belirlenmesi

Hazirlanan B. bassiana suslarinin spor sayimi igin Improved Neubauer lami
kullaniimigtir. Ornek, 100 pl Neubauer lami (izerine bosaltilimis, bir lamel ile lamin
Uzeri kapatilip mikroskop altinda sayim yapilmistir. Spor sayiminda Improved
Neubauer laminin ortasinda yer alan 25 kareden, 0,004 mm? hacimli 9 kare
secilmis ve sayim yapilmigtir. 9 kare igerisindeki spor sayisi 0,036 ile bolunerek 1
pl’deki spor sayisi bulunmus 1000 ile carparak 1ml spor sayisina ulasiimistir
[16,103].

9 karedeki toplam spor sayisi

1 ml’deki spor sayisi = TR EEEEEEEE x 1000

0.036

1.00 mm.

i 1

0.05 mm. —

i1 EEE 1)

L 1.00 nm.

0.25 mm.

'T_

Sekil 3.1. Neubauer lami sayim alani [103]
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3.8. Kitinaz Ureten Suslarin Saptanmasi

Karides kabuklu besiyeri ve kolloidal kitinli besiyeri Uzerine B. bassiana suslari
ekimleri yapilmigtir. Kitinaz aktivitesi fiziksel olarak (karides kabuklari Uzerinde
ureme ve besiyerinde agilma zonu olusumu) gorilen suslar ile calismaya devam

edilmistir.

3.8.1. Kitinaz Enzimi Uretimi igin Uygun Besiyerinin Segimi

Entomopatojen funguslar igin onceki c¢alismalarda kitinaz enzimi eldesinde
kullanilan besiyerleri (Basal Medium, Serratia Medium, Medium A, Medium C)

enzim Uretim ortami olarak denenmistir [93,94,95].

Medium C besiyeri modifiye edilerek enzim dretim ortami igin Kobalt Medium
besiyeri olusturulmustur. 250 ml’lik erlenlere eklenen 100 ml sivi Kobalt Medium

besiyeri i¢cine, 1000 ul spor solisyonu eklenmig 28°C’de inkiibasyona birakilmigtir.

Bu besiyerleri Uzerinde 24 saatte bir olgim yapilmistir, en yuksek aktivite gosteren

besiyeri temel besiyeri olarak secilmistir.

3.9. Kaba Enzim Ekstrakti

250 ml’ lik erlenlerde hazirlanan ve 28°C’de inklUbasyona birakilan ornekler,
Whatmann No:1 filtre kagidindan suzilerek, +4°C’de 4000 g’de 40 dk santrifij
edilmistir [2]. Elde edilen sUpernatan, kaba enzim aktivitesi tayini i¢in kullanilmistir
[2,48].
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3.9.1. DNS Yéntemiyle indirgen Seker Tayini (Aktivite Olgiimii)

DNS yontemiyle seker tayini asagida verilen sira ile yapilmigtir.

1. Ornek tiplerine 500 uL %1 kolloidal kitin (3.4. baslikta anlatildigi gibi
hazirlanan) substrat olarak eklendi.

2. Uzerine 500 pL 6rnek eklendi. 2000 pL sodyum fosfat tamponu eklendi. Kor

tupe ise kolloidal kitin ve 2500 pyL sodyum fosfat tamponu (pH 5.6) eklendi.

Tapler, 50 °C’deki su banyosunda 30 dakika bekletildi.

Su banyosundan c¢ikarilan tplerin oda sicakligina gelmesi beklendi.

Batln tiplere 3 mL DNS cozeltisi eklendi.

Tupler 10 dakika kaynar su banyosunda bekletildi.

N o g &~ W

Spektrofotometrede 575 nm’de kor ¢ozeltiye gore drnek absorbanslari

okundu.

Orneklerdeki indirgen seker miktarini  bulmak icin  drnek cozeltilerinin
absorbanslari, N-asetilglukozamin standart egrisi Uzerinden hesaplandi.

Orneklerdeki N-asetilglukozamin miktari mg/mL olarak bulundu [48,99].

KOR ORNEK
TUP TUPLERI

‘ 500 pL kolloidal kitin
) 500 pL 6rnek

2000 pL Sodyum-Fosfat
Tamponu

Sekil 3.2. Kér ve Ornek Tuplerinin Hazirlanmasi
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3.10. Orneklerdeki Protein Miktari Tayini

Orneklerdeki protein miktar tayini Lowry yéntemine gore yapilmistir [100].

Taplere 5 ml alkalin ¢ozeltisi, 400 ul saf su ve 50 ul enzim ilave edilmigtir. 40°C’de
15 dk su banyosunda bekletilen Orneklerin tzerine %50 oraninda saf su ile
seyreltimis 500 pl Folin Reaktifi (FCR) ilave edilip, 30 dakika karanhkta
bekletiimistir. 600 nm’de spektrofotometrede Olgim yapilmigtir. Standart egrinin
gizilmesi igin Bovine Serum Albumin (BSA) ¢ozeltisi kullaniimigtir. BSA standart

egrisi cizilerek, érneklerdeki protein miktari hesaplanmistir [100].
Cizilen standart egrinin regresyon denklemi asagidaki gibi bulunmustur.

y = 0,4859x - 0,009
R?=0,9813

0,6

0,5 y =0,4859% - 0,009 &
R*=0,9813

/ ¢ Seril

* . .

0,2 PS Dogrusal (Seri 1)

0,1 /
/

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Konsantrasyon (mg/ml)

o
r

Absorbans
o
w

Sekil 3.3. Total Protein Standart Egrisi
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3.11. Orneklerdeki N-Asetil Glukozamin Miktari Tayini

Orneklerdeki N-Asetil Glukozamin (GIcNAc) miktarini belirlemek icin, sitrat
cozeltisi igerisinde %71’lik GIcNAc c¢Ozeltisi hazirlanarak bir standart grafik

cikariimigtir.

DNS metoduyla ¢bzeltinin 575 nm’de absorbans dl¢gimleri yapilmistir. Absorbans

ve N-Asetil Glukozamin miktarlari arasinda standart egri gizilmistir. [48]

Egrinin regresyon denklemi asagidaki gibi bulunmustur.

y =1,2880x + 0,0012

1,4
y =1,2880x +0,0012
12 R?=0,9921
1
20,8
®
2
o .
é 0,6 ¢ Seril
—— Dogrusal (Seri 1)
0,4
0,2 &
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.4. N-Asetil Glukozamin Standart Egrisi
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3.12. Total Unitenin Hesaplanmasi

Total Unite (U/mL) = [(mg indirgen seker / mL x 1000) / (t x MG)]

Total Unite yukaridaki formiile, standart egrilerden bulunan degerler eklenerek

hesaplanmaktadir [48].

mg indirgen seker/ml: Orneklerin ve bos denemelerin absorbanslari arasindaki

farka karsilik gelen indirgen seker miktari
t: Inkiibasyon zamani (30 dakika)

MG: Serbest kalan indirgen sekerin (N-asetilglukozamin) molekdl agirhgr (221

g/mol)

3.13. Enzim Spesifik Aktivitesinin Hesaplanmasi

Birimi U/mg’dir. Total Unitenin, mL’deki protein miktarina bélinmesi ile spesifik

aktivite hesaplanmistir [48].

3.14. Kitinaz Enzimi Uretimi Uzerine Farkli Parametrelerin incelenmesi

3.14.1. Optimum inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Enzimin optimum inklbasyon suresinin belirlenebilmesi i¢in secilen besiyerleri 250
ml erlenlere 100 ml olarak koyuldu. Uzerine 1000 pl spor soliisyonu eklenerek
28°C’de galkalamali etlivde inkiibasyona birakildi. Her bir saat denemesi 3 tekrarl
olarak yapildi. Her 24 saatte bir, aktivite DNS (Bernfield Reaktifi) ile 6lgulerek en

uygun inkibasyon suresi tespit edilmistir. (24 saat- 240 saat arasinda)
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3.14.2. Optimum inkiibasyon Sicakhginin Belirlenmesi

Enzimin sentezlendigi optimum inkubasyon suresinin belirlenebilmesi igin, Kobalt
Medium Besiyerine, 1000 ul spor solisyonu eklenerek, 20°C, 28°C, 40°C, 50°C,
60°C sicakliklarinda c¢alkalamali etlivde optimum slreye goére inkibasyona
birakilmigtir. Her sicaklik derecesi i¢in enzim aktivitesi tayini yapilarak optimum
inkibasyon sicakhgi tespit edilmistir. Her bir sicaklik denemesi, 3 tekrarli olarak

yapiimigtir.

3.14.3. Besiyerinde Optimum pH Araliginin Belirlenmesi

Enzimin sentezlendigi optimum pH aralidinin belirlenebilmesi i¢in, Kobalt Medium
Besiyerine, 1000 ul spor sollsyonu eklenerek, pH 2.00, 2.50, 3.00, 3.50, 4.00,
5.00, 6.00, 7.00, 8.00, 9.00, 10.00 araliklarinda c¢alkalamal etlvde optimum
sureye gore inkubasyona birakilmistir. Her pH derecesi igin enzim aktivite tayini
yapilarak optimum pH araligi belirlenmistir. Her bir pH denemesi, 3 tekrarli olarak

yapiimigtir.

3.14.4. En Uygun inokiiliim Miktarinin Belirlenmesi

Enzimin en vyuksek aktiviteyle sentezlendigi optimum inokdlim miktarinin
belirlenebilmesi i¢in 250 ul, 500 ul, 1000 pl, 2000 pl spor solusyonlari, 250 ml’'lik
erlenlere eklenen 100 ml besiyerlerine ilave edilmistir. Bu besiyerleri, 28°C’de
calkalamali etivde inkUbasyona birakilmistir. Her bir inokulim miktari igin 3 tekrar
yapilmig, en uygun inokulim miktarinin belirlenmesi i¢cin enzim aktivitesi tayini

yapimigtir.
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3.14.5. Enzim Aktivitesine Sicakhgin Etkisi

Enzim aktivitesine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla, enzim substratla
muamele edildigi sirada inkibasyon sicakliklari degistirilerek 30°C, 50°C, 70°C,
90°C sicakliklarda 3 tekrarli olarak denenmistir. Ardindan enzim aktivitesi dlgimu

yapilmig, kitinaz enzim aktivitesinin optimum oldugu sicaklik belirlenmistir.

3.15. Amonyum Siulfat Coktiirmesi

Proteinlerin istenilen oranda ¢okturilmesi igin %70 oraninda amonyum sulfat
derigimi kullaniimigtir. Bu oran standart amonyum sulfat doygunluk tablosundan
cekilmistir. Belirlenen amonyum sulfat miktari, strekli ve yavas yavas karistirilarak
buz icerisinde kaba enzim ¢ozeltisi Uzerine eklenmistir. Tuz ilavesi bittikten sonra,
10-60 dakika karistirmaya devam edilmigtir. 6.000 x gde 15 dakika
santrifUjlenerek Ust sivi atilmistir. Cokelti, kendi hacminin 1-2 kati sodyum-fosfat
tamponunda ¢6zulmuastir. Ortamdaki amonyum sulfat diyaliz membran yontemi ile
uzaklastiriimistir [2,79, 104].

3.16. Diyaliz Membran

Tuz ¢oktirmesinden sonra enzimde bulunan tuzdan ve istenmeyen diger kuguk
molekiillerden uzaklastirmak icin yapilmistir. Oncelikle diyaliz membranin (Sigma

Aldrich, 10 kDa) temizlenmesi igin gesitli islemler yapiimigtir.

1. %0,3 Sodyum Siilfit ¢dzeltisinde 80°C’de 1 dk bekletilmistir. 60°C’de sicak
distile suda 2 dk bekleterek yikanmigtir. Ardindan %0,2’lik Sulfirik Asit
icerisinde 1 dk bekletilmistir. Tekrar 60°C’de sicak distile suda 2 dk

yikanmigtir.
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2. Hazirlanan diyaliz torbasinin bir ucu ip ile baglanarak diyaliz torbasi haline
getirilmigtir, igerisine amonyum sulfat ¢okturmesi uygulanan enzim
ekstraksiyonu koyulmustur. Diger ucu da ip ile baglanmigtir.

3. iki ucu bagh diyaliz torbasi, 500 ml beher igerisine enzimin ¢dzdurildigu
tampon olan sodyum-fosfat tamponu eklenerek bekletiimistir. 8 saatte bir
tampon yenilenerek, toplamda 24 saat bekletilmistir. Difizyon sebebiyle

diyaliz torbasi bu sirada sigmigtir.

Diyalizin temizleme yontemi, diyaliz kutusu Uzerinde yazan tarife goére yapiimistir.
(Sigma Aldrich)

3.17. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi icin DEAE Sephacel™ (Sigma Aldrich), sivi seklinde satilan
hazir kolon kullaniimistir. DEAE Sephacel™, (25 cm’lik) ince steril edilmis kolona
muslugu kapatilarak yavasga bosaltiimis ve donmasi beklenmigti. DEAE
Sephacel kolonu baslangi¢ tamponu ile yikanarak, diyaliz edilmis enzim igeriginin
DEAE-sellloz Gzerine adsorbe olmasi saglanmis, kolondan alinmasi igin 2N ve 1N

NaCl iceren 50 mM pH=6.8 tris tamponu kullanilarak elte edilmistir. [105]

3.18. Elektroforez

3.18.1. Nondenatiire Poliakrilamid Jel Elektroforezi

1.5 M Tris. HCI pH 8,8: 54,45 g Tris base (Sigma) 150 ml distile su iginde
¢ozdurulerek ¢ozeltinin pH’ 1 1N HCI ile pH 8,8’ e ayarlanmistir. Son hacim distile
su ile 300 ml'ye tamamlanarak, ¢ozelti filtre edilmistir. Hazirlanan tampon ¢ozelti
+4°C’de saklanmistir.

0.5 M Tris. HCI pH 6,8: 6 g Tris base 60 ml distile su igerisinde ¢ozdurulerek,
¢ozeltinin pH’ 1 1N HCI ile pH 6,8’e ayarlanmigtir. Son hacim distile su ile 100 ml’
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ye tamamlanarak, ¢ozelti filtre edilmistir. Hazirlanan tampon c¢ozelti +4°C’de
saklanmigtir.

Akrilamid / bis akrilamid: 28,8 g akrilamid, 1,2 g bis akrilamid distile su ile 100
mlI' ye tamamlanarak, c¢ozelti filtre edilmistir. Hazirlanan karisim +4 °C’de
saklanmigtir.

%10’luk APS (Amonyumpersiilfat): 0,1 g APS distile su ile 1 ml' ye
tamamlanarak, taze olarak hazirlanmistir.

Elektroforez tamponu: 3 g Tris, 14,4 g glisin, 0,1 g SDS’ e 1000 ml distile su
ilave edilerek hazirlanmis ve +4°C’de saklanmigtir.

iz boya (Ornek boya): 7 ml 0,1M pH 6.8’ deki Tris-HCI tamponu, 3,6 ml gliserol,
1,2 mg Brom Fenol Mavisi’nden olusan karisima 10 ml distile su ilave edilmistir.

Boya homojen bir karisim haline geldikten sonra, 1° er ml olacak sekilde
ependorflara konarak -80 °C’de saklanmisgtir.

%10’luk SDS: 0,1 g SDS distile su ile 1 mI’ ye tamamlanarak hazirlanmistir.
Coomassie Brilliant Blue boyasi: 1 gr Coomassie Brilliant Blue, 372 ml distile
su, 125 ml metanol ve 50 ml asetik asit kullanilarak hazirlanmistir.

Jelden boyayi geri alma sollusyonu: 372 ml saf su, 125 ml metanol ve 50 ml

asetik asit kullanilarak hazirlanmigtir [81,106].

3.18.2. Yiikleme Jelinin Hazirlanmasi

6,9 ml saf suya, 1,7 ml Akrilamid/bis akrilamid, 10 pl %10’luk SDS, 1,25 ml 0,5 M
Tris-HCI (pH 6.8), 100 pL %10’luk APS Kkaristirlmistir. APS eklendikten sonra
karisima en son 6 pl TEMED eklenmigtir. Jel buz igerisinde ve slrekli magnetik

karigtirici ile karistirilarak gergeklestirilmistir [81,106].

3.18.3. Ayirma Jeli Hazirlanmasi

3,3 ml saf su, 4 ml Akrilamid/bis akrilamid, 2,5 ml 1,5 M Tris. HCI (pH 8.8), 100 pl
%10’luk SDS, 100 pl %10’luk APS karistiriimistir. APS eklendikten sonra karisima
en son 6 ul TEMED eklenmigtir. Jel buz igcerisinde ve slrekli magnetik karistirici ile

karigtirilarak gergeklestirilmigtir.

41



Calismada mini jel elektroforezi kullanilmistir. iki cam levha arasina, ilk olarak
hazirlanan ayirma jeli dokulmastur, daha sonra Uzerine su ile doyurulmus
izopropanol eklenerek jelin hava ile olan temasi kesilmistir. Ayirma jeli oda
sicakliginda 30-45 dakika polimerizasyona birakilmigtir.  Polimerizasyon
gerceklestikten sonra, jel Uzerindeki izopropanol dokulerek, jel iki kere distile su ile
yikanmistir. Polimerize olmus ayirma jeli Gzerine hazirlanan yikleme jeli dokulerek
kuyucuklarin olugmasi igin tarak yerlestiriimigtir. Hava ile temasini kesmek ve
daha duzgun bir jel yuzeyi elde etmek igin, jelin Uzerine izopropanol dokulerek jel

oda sicakliginda 1 saat polimerizasyona birakilmistir [81, 106].

3.18.4. Orneklerin Jel Uzerine Yiiklenmesi

Molekuler agirliklari bilinen ticari standart protein markerlarindan 20 pul alinip,
uzerine 15 pl iz boya eklenmistir. Kaba enzim ekstrakti ve diyaliz sonrasi enzim
ekstrakti ve kolon kromatografisi islemlerinden gegmis enzim ekstraktindan 40 pl

alinip Uzerine 15 pl iz boya eklenmisgtir.

Ornekler kuyucuklara sirasiyla konulmustur. 1.00 mm’lik jele 250V (40 mA) akim
verilerek, yaklasik 2 saat sonra elektroforez islemi tamamlanmistir. Camlar
arasindaki jel ¢ikarildiktan sonra; enzim ekstraktlari yuklenmis jel 1 saat 0,1 M
Tris. HCI (pH 8) de 37 °C’ de bekletilmigtir. Ardindan jel Gzerine Coomassie
Brilliant Blue boya solisyonu doékulmustir. Boyayla birlikte jel +4°C’de 3 saat
bekletildikten sonra dokilerek, boyanin fazlasi distile su ile alinmistir. Bu islemler
jele zarar vermeden ¢ok narin sekilde yapilmistir. Daha sonra jel Uzerine boya
¢lkarma sollsyonu eklenerek, 3 saatte bir solisyon degistirilerek bekletilmistir. Bu
islem bantlar belirgin hale gelene kadar devam etmistir, jel daha sonra incelemeye

alinmigtir [81].
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3.18.5. Molekiler Agirlik Hesaplamasi

SDS-PAGE iglemi sonunda, jel Uzerinde igaret (iz) boyanin aldigi yol ve standart
protein bantlarinin yuridigu mesafe cetvel yardimiyla olgulerek, Rf (Rolafik go¢
hizi) degerleri hesaplanmistir. Standart proteinlerin Rf degerleri apsise (x ekseni)
ve molekul agirliklarinin log10 degerleri ordinata (y ekseni) yazilarak, standart bir
grafik hazirlanmistir. Hazirlanan bu standart grafigin yardimiyla Beauveria

bassiana’dan elde edilen kitinaz enziminin molekul agirligi hesaplanmistir [106].

3.19. Elde Edilen Enzim Ekstraktlarinin Hedef Organizmalar Uzerinde
Denenmesi

3.19.1. Ekstraktlarin Galleria mellonella (Buyuk Balmumu Guvesi) Larvalari
Uzerinde Denenmesi

PlUskirtme yonteminde, kaba enzim ekstrakti (kismi saflagstirimig) ve kolon
kromatografisinden elde edilmis olan enzim ekstrakti, kurutma kagidi yerlestirilmis
petrilere, her petriye 5’er tane inaktive edilmis larva koyularak, Galleria mellonella
larvalari tGzerine 1ml eklenmistir. Kontrol grubu igin %1’lik Tween 80 ve distile su
eklenmigtir. 27°C’de karanlik etuvde her gun gozlenmigtir [107]. Nemi saglamak
icin gerektiginde petrilere 1 ml distile su ilave edilmistir. Her asama 3 tekrarli
olarak gerceklestirilmistir.

PlUsklirtme yontemi disinda, hedef organizmalar Uzerinde daldirma yoéntemi de
denenmigtir. Bu ydntemde de petriler icinde kurutma kagitlari bulunmaktadir.
inaktive edilmis Galleria mellonella larvalari, kismi saflastirilmis enzim ve kolon
kromatografisinden elde edilmis olan enzim ekstraktlar igine steril penset
yardimiyla 5 saniye daldirilip, petriler igine 5’er tane birakilmistir [108]. Kontrol
grubu icin %1’lik Tween 80 ve distile su karisimi kullaniimigtir. Her asama 3

tekrarli olarak gergeklestirilmistir.
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3.19.2. Ekstraktlarin Tenebrio molitor (Un Kurdu) Larvalari Uzerinde
Denenmesi

PlUsklirtme yonteminde, kaba enzim ekstrakti ve kolon kromatografisinden elde
edilmis olan enzim ekstrakti, kurutma kagidi yerlestirilmis petrilere, her petriye 5’er
tane larva koyularak, Tenebrio molitor larvalari Gzerine 1ml eklenmistir. Kontrol
grubu icin %1’lik Tween 80 ve distile su eklenmistir. 25°C’de 12 saat gece 12 saat
glndlz déngusu saglanarak her gun gézlenmistir [107]. Nemi saglamak igin
gerektiginde petrilere 1 ml distile su ilave edilmigtir. Her asama 3 tekrarl olarak

gerceklestiriimigstir.

PlUsklirtme yontemi disinda hedef organizmalar Uzerinde daldirma yontemi de
denenmigtir. Bu ydntemde de petriler icinde kurutma kagitlari bulunmaktadir.
Tenebrio molitor larvalari, kaba enzim ekstrakti ve kolon kromatografisinden elde
edilmig olan enzim ekstrakti icine steril penset yardimiyla 5 saniye daldirilip,
petriler igine S’er tane birakiimistir [108]. Kontrol grubu igin %1’lik Tween 80 ve
distile su karisimi kullaniimistir. 25°C’de 12 saat gece 12 saat glndiz déngusu

saglanarak her giin gézlenmistir. Her asama 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

3.20. istatistiksel Yontemler

Beauveria bassiana fungusunun enziminin kaba enzim ekstraktinin ve kolon
kromatografisi sonrasi  ekstraktin  saflastirma  asamalarinda  dlgimler
spektrofotometre ile yapilmis ve kaydedilmistir. Cesitli parametreler denenerek
yapilan olgimlere tek yonli ANOVA ve LSD (Least Significant Difference: en
dusuk anlamli farkhlik) testleri uygulanmigtir.

Kaba enzim ekstrakti ve kolon kromatografisiyle ileri saflagtirilmig enzim o6rnekleri
G. mellonella ve T. molitor larvalari Gzerinde 3 tekrarli olarak denenmis, veriler
kaydedilmistir. Deneyde elde edilen veriler Uzerine Kruskal-Wallis ve Mann
Whitney U testleri uygulanmig, kontrol grubu ve birbirleri ile olan fark, analiz
edilmistir. LT50 degerleri hesaplanmasinda IBM SPSS Statistics-23 programinda

Probit Analiz testi kullaniimistir.
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4.SONUGLAR

4.1. Beauveria bassiana izolatlarinin Cogaltiimasi

Daha onceki calismalarda [16,87,88,89] Turkiye’den cesitli lokalitelerden izole
edilen Beauveria bassiana suslari, SDA agara ekim yapilarak ¢ogaltilmig, spor

solUsyonlari hazirlanmasi igin SDAY besiyeri kullaniimistir.

Sekil 4.1. Beauveria bassiana izolatlarinin ¢ogaltiimasi

4.2. Beauveria bassiana Susglarinin Spor Sayimlarinin Yapilmasi

Beauveria bassiana suslari SDA ve SDAY besiyerlerinde Uretilmistir. Neubauer
lamiyla yapilan sayim sonucunda 1x10® kon/ml ve (izerinde konsantrasyonu olan
spor solusyonu elde edilmigtir. Spor sayimlarinin ardindan spor sayisi ylksek olan
suslarla galismaya devam edilmistir. Bu suslar; Lal-1, BY8, BY9, Rize, Bbl9,
Man2, Ankl, Ank-12, L-1, Rize suslaridir.

4.3. Kati Besiyeri Ortaminda Kitin Kullanimin Tespiti

Hazirlanan karides kabuklu besiyeri ve kolloidal kitinli kati besiyerleri Uzerine
Tarkiye’den gesitli lokalitelerden izole edilen B. bassiana suslarinin ekimi yapiimig
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ve karides kabuklari Uzerinde Ureme gosteren suslar, kolloidal kitinli besiyerine
ekilmigtir.

Kolloidal kitinli besiyerinde, kitinaz enzimini en iyi sentezleyen izolatlar seffaf

zonlar olusturmustur.

Bu sekilde galismanin basinda 50 tane olan susglar arasindan en iyi 10 sus
belirlenmis, ¢alismaya onlarla devam edilmigtir. Bu suglar; Lul-1, KVL 03129, BY8,
BY9, L-1, Man2, Bb19, Rize, Ank-1, Ank-12 suslari olarak belirlenmistir.

Sekil 4.2. Karides kabuklu besiyerinde kitin kullanimi tespiti
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Sekil 4.3. Kolloidal kitinli besiyerinde kitinaz enzimine bagl agilma zonlari

4.4, Kaba Enzim Ekstrakti

250 ml’ lik erlenlerde hazirlanan ve 28°C’de inklUbasyona birakilan ornekler,
Whatmann No:1 filtre kagidindan suzullerek, +4°C’de 4000 g’de 40 dk santrifdj
edilmistir. Elde edilen supernatan, kaba enzim ekstraktinin enzim aktivitesi tayini

icin kullaniimisgtir.
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Sekil 4.4. Kaba Enzim Ekstrakti

4.5. Enzim Aktivitesi Olgiimii icin Substrat Hazirlanmasi

Enzim aktivitesi olgumu ic¢in kolloidal kitin substrat olarak belirlenmis ve
Selitrennikoff metoduna gére hazirlanmistir. Olglimde kullanmak (izere hazirlanan

kolloidal kitin aktivite 6lgumlerinde %0,1 lik ¢ozelti olarak kullaniimistir.

4.6. Enzim Uretim Ortami Olarak Denenen Sivi Besiyeri Ortamlari

Enzim dretimi icin denenen sivi besiyeri ortamlari Basal Medium, Serratia Medium,
Medium A besiyeri, Medium C besiyeridir. Bu besiyerlerine 1000 ul B. bassiana
spor solusyonlarindan ekim yapilmis, 28°C’de ¢alkalamali etivde 10 giin boyunca
uremeye birakilmig, her gun spektrofotometrede dlgiimleri yapilmis fakat enzim
aktivitesi ¢ok dusuk miktarlarda bulunmustur. Aralarindan en yuksek aktivite
degerleri Medium C besiyerinde bulunmustur. Medium C besiyerinin modifiye

edilmesiyle yeni bir besiyeri Kobalt Medium Besiyeri olusturulmus ve 10 gunluk
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Olcimde aktivite de@erleri istenilen dizeyde oldugundan ¢alismaya Kobalt Medium
Besiyeri ile devam edilmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir.

Sekil 4.5. Enzim Uretim ortami olarak denenen sivi besiyerleri

4.7. En Yiiksek Enzim Aktivitesi Gosteren Beauveria bassiana izolatinin
Belirlenmesi

Cahsmaya 50 farkli B. bassiana susuyla baslanmis, aktivitelerinin yetersiz
olmasiyla bir kismi gesitli asamalarda elenmigtir. Elimizde aktivitesinin yluksek
oldugu tahmin edilen suslar Lil-1, BY8, BY9, Bb19, Man2, Ankl, Ank-12, L-1,
Rize suslariydi. Her bir sustan 3 tekrarli olmak Uzere, enzim tretim ortamina 1 ml
spor sollisyonu eklenmis, 24 saatte bir aktivite Olgimleri yapilmigtir. Bunlarla
yapilan olgimler sonucunda en iyi aktivite gosteren LUI-1 susuyla ¢alismalara

devam edilmistir.

Calisilan suglar arasinda LSD testine gore tum suslar arasinda anlamli farklilik
bulunmustur. (p<0,05) Karsilastirmalarda en yuksek aktivitenin goéruldigu 3.gun

degerleri kullaniimistir.

Ortalamalar arasinda en buyuk farklilik Bb19 ile Lul-1 arasinda bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Beauveria bassiana izolatlarinin en yuksek enzim aktivitesi gosteren
Ldl-1 susuna gore ortalama fark ve standart hatalari

Lal-1 Suslar Ortalama Fark (U/mg) Standart Hata
Lil-1 Ank-1 4,011 0,201
Lal-1 Ank-12 3,815 0,201
Lil-1 Rize 3,294 0,201
Lal-1 L-1 2,928 0,201
Lal-1 BY8 3,512 0,201
Lil-1 BY9 4,171 0,201
Lal-1 Man-2 4,122 0,201
Lil-1 Bb-19 4,434 0,201
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4.8. Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

Enzim aktivitesi icin baslangi¢ta en yuksek aktivitenin oldugu gun belirlenmesi
amaciyla 10 giin boyunca her 24 saatte bir élgiilmistir. inkiilbasyondan sonra 0,5
ml supernatan (enzim) ve 0,5 ml %0,5’ lik kolloidal kitine, 2 ml fosfat tamponu (pH
5.6) eklenerek, 1 saat 50 °C’deki su banyosunda inkube edilmistir. Daha sonra

karisima 3 ml DNS boyasi eklenerek 10 dk kaynar suda inkibe edilmistir.

Renklenen drnekler 575 nm’ de spektrofotometrede dlgluimustar.

Sekil 4.7. Enzim aktivitesinin dlgulmesi

Enzim aktivitesi, protein miktari dlgimleriyle karsilastirilarak belirlenmistir. Protein

miktari tayini Lowry yontemine goére yapilmistir.

N-asetilglukozamin standart egrisi kullanilarak bulunan indirgen gseker miktari
belirlenmis, protein miktari da BSA edrisi standart alinarak hesaplanmistir. Daha
sonra c¢lkarilan denklem Uzerinden enzim total Unitesi ve spesifik aktivitesi

hesaplanmigtir.

Lal-1 susunun en yuksek aktivite goOsterdigi zaman 72.saat (3.glun) olarak

belirlenmistir.
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Calisilan gun sureleri arasinda LSD testine gore, en yuksek aktivitenin oldugu 3.

gun ile tum gunler arasinda anlamli farklilik bulunmustur. (p<0,05)

Elde edilen sonuclara gore en ylksek aktivitenin goraldigu gun olan 3. Gun pozitif

kontrol grubu olarak belirlenmis, kontrol grubu ile en yiksek farkhligin oldugu gun
10. Gun olarak bulunmustur.
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Sekil 4.8. inkiibasyon sliresinin enzim aktivitesi lizerine etkisi
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Cizelge 4.2. Calisilan inkUibasyon sicakliklari ile kontrol grubu arasindaki ortalama

fark ve standart hata

Pozitif Kontrol Saatler Ortalama Fark (U/mg) Standart Hata
72.saat 24 .saat 10,717 0,058
72.saat 48.saat 9,560 0,058
72.saat 96.saat 5,449 0,058
72.saat 120.saat 9,273 0,058
72.saat 144 saat 7,774 0,058
72.saat 168.saat 9,096 0,058
72.saat 192.saat 9,027 0,058
72.saat 216.saat 12,079 0,058
72.saat 240.saat 12,924 0,058

4.9. Enzimin Optimum Aktivite Gésterdigi Uretim Ortami Sicaklik

Degerinin Saptanmasi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin belirlenmesi icin ¢esitli sicakliklarda
(200C, 28°C, 400C, 50°C, 60°C) 72 saat (3 glin) calkalamali etivde inkiibasyona
birakilmigtir. Enzim genis bir sicaklik araliginda aktivite gostermis olup, optimum
sicaklik Beauveria bassiana igin de optimum Ureme sicakhdi olan 28°C olarak

belirlenmistir. En dusuk aktivite 60°C’de bulunmustur, 28°C’den sonra aktivitede

dusus gozlenmistir.

Deneylerde kontrol grubu, aktivitenin en iyi gozlendigi 28°C olarak segilmigtir.
Calisilan sicakliklar ile pozitif kontrol grubu arasinda LSD testine goére anlaml
farkhlik bulunmustur. (p<0,05)

En dusuk aktiviteye 60°C’de rastlanmig, pozitif kontrol grubu ile en buyuk fark da
60°C’de tespit edilmigtir.
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Optimum inkiibasyon Sicaklig
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Sekil 4.9. inkiibasyon sicakhiginin enzim aktivitesine etkisi

Cizelge 4.3. Cesitli inkiibasyon sicakliklarinin en ylksek aktivite gosteren 28°C

sicakhgina gore ortalama fark ve standart hatalari

Kontrol Sicakliklar Ortalama Fark (U/mg) Standart Hata
28°C 20°C 9,757 0,091
28°C 40°C 10,486 0,091
28°C 50°C 12,797 0,091
28°C 60°C 13,386 0,091

4.10. Enzimim Sentezlenmesi igin ideal inokiiliim Miktarinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesinde uygun inokulum miktarini belirlemek amaciyla besiyerine
sirasiyla 250 pl, 500 pl, 1000 pl, 2000 ul spor solisyonu eklenmistir, inkiibasyon

sonrasinda aktiviteleri dlgilmus protein miktarlarina gore spesifik enzim aktiviteleri
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belirlenmistir. 250 ml erlenlere koyulan 100 ml sivi besiyeri ortamina en iyi aktivite
1000 pl spor solusyonu eklenerek elde edilmistir, 1000 ul kontrol grubu olarak

belirlenmistir.

Calisilan inokalimler ile kontrol grubu arasinda LSD testine gore anlamli farklilik
bulunmustur. (p<0,05)
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Sekil 4.10. inokilim miktarinin enzim aktivitesine etkisi

Cizelge 4.4.Cesitli inokulum miktarlarinin en ylksek aktivite goésteren 1000 pl
inokdlim miktarina gore ortalama fark ve standart hatalari

Kontrol inokiilim Ortalama Fark(U/mg) Standart Hata
1000p! 250pl 2,946 0,075
1000l 500ul 2,154 0,075
1000p! 2000l 3,009 0,075
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4.11. Enzimin Sentezi igin Uygun pH Degerinin Saptanmasi

Enzimin optimum pH’inin belirlenmesi igin gesitli pH’larda besiyeri hazirlanip, 72
saat (3 gun) 28°C’de calkalamali etlivde inkibasyona birakilmistir. Enzimin ¢ok
genis bir pH araliginda aktivitesinin devam ettigi gozlenmis, en iyi aktivite
gosterdigi pH 3.50 olarak belirlenmistir. pH 3.50 pozitif kontrol grubu olarak
belirlenmis ve diger pH’lar ile arasinda LSD testine gére anlaml bir fark oldugu

g6zlenmigtir. (p<0,05)
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Sekil 4.11. Cesitli pH derecelerinin enzim sentezine etkisi
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Cizelge 4.5. Cesitli pH derecelerinin en yuksek aktivite gosteren pH 3.50

derecesine gore ortalama fark ve standart hatalari

Kontrol pH Ortalama Fark (U/mg) Standart Hata
pH3.50 pH2.00 6,436 0,183
pH3.50 pH2.50 5,959 0,183
pH3.50 pH3.00 5,555 0,183
pH3.50 pH4.00 4,560 0,183
pH3.50 pH5.00 5,439 0,183
pH3.50 pH6.00 5,485 0,183
pH3.50 pH7.00 5,532 0,183
pH3.50 pH8.00 6,053 0,183
pH3.50 pH9.00 6,229 0,183
pH3.50 pH10.00 6,697 0,183

4.12. Enzim Aktivitesine Bekletme Sicakliginin Etkisinin Saptanmasi

Enzim eldesi asamalarinda, inkiibasyon sonrasi Whatmann No:1 ile stzuldikten
sonra, substratla birlestiriimektedir. Substrat ve tampon ile birlestikten sonra
enzimin ortaya ¢ikmasi igin 1 saat inkibasyona birakilmaktadir. Bu inkibasyon
sicakliklarinin enzim aktivitesini anlamak amaciyla, sicakliklar degistirilip spesifik
aktivite tayini yapimistir. Enzimin en yuksek aktivitesi 50°C’de 1 saat

bekletiimesiyle bulunmustur.

Enzimin en yuksek aktivite gosterdigi bekletme sicakhgi 50°C pozitif kontrol olarak
belirlenmis ve LSD testine gore diger sicakliklarla arasinda anlamli bir fark

bulunmustur. (p<0,05)
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Enzimin Optimum Aktivite Sicakhgi
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Sekil 4.12. Cesitli bekletme sicakliklarinin enzim aktivitesine etkisi

Cizelge 4.6. Cesitli bekletme sicakliklarinin en ylksek aktivite gdsteren 50°C

sicakhgina gore ortalama fark ve standart hatalari

Kontrol Sicakhk Ortalama Fark(U/mg) Standart Hata
50°C 30°C 4,803 0,151
50°C 70°C 5,276 0,151
50°C 90°C 6,212 0,151

4.13. Saflagtirma iglemleri Sonrasi Aktivite Kargilastiriimasi

4.13.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi Sonundaki Enzim Aktivitesi

Amonyum sulfat ¢oktirmesi ve diyaliz islemlerinden sonra DNS indirgen seker
yontemiyle spektrofotometrede 575 nm’de enzim aktivitesi Olgulmugstur. Protein

tayini diger oérneklerde oldugu gibi Lowry metoduna goére yapiimistir ve protein
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miktari absorbanslari olgulmustar. Bulunan absorbanslar, standart grafikte
yerlerine koyularak Spesifik Enzim Aktivitesi ve Total Unite hesaplanmigtir. (Sekil
4.16.)

4.13.2. Kolon Kromatografisi Sonrasi Enzim Aktivitesi

Kolon kromatografisi sonrasinda elde edilen saflastiriimis enzim DNS indirgen
seker yontemiyle spektrofotometrede 575 nm’de enzim aktivitesi ve enzim total
unitesi dlgulmustar Protein tayini diger 6rneklerde oldugu gibi Lowry metoduna
gbre vyapimistir ve protein miktari absorbanslari Olgliimastir. Bulunan
absorbanslar, standart grafikte yerlerine koyularak Spesifik Enzim Aktivitesi ve
Total Unite hesaplanmistir. (Sekil 4.16.)

Saflastirma Asamalarinin Karsilastiriimasi
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m Total Unite Spesifik Aktivite

Sekil 4.13. Kaba enzim, kismi saflastirma ve ileri saflastirma islemleri sonrasi

enzim aktivitesi
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Saflagtirma islemleri sonucunda enzim aktivitesinde dugus gozlenmistir.

LSD testine gore kontrol grubu ile saflastirma agamalari arasinda anlamli bir fark

bulunmustur. (p<0,05)

Cizelge 4.7. Kaba enzim ekstraktina gore kismi ve ileri saflagtirma agsamalarinin

ortalama fark ve standart hatalari

Kontrol Saflagtirma Asamalari Ortalama Fark(U/mg) Standart Hata
Kaba Enzim

Ekstrakti Diyaliz Sonrasi 4,712 0,087
Kaba Enzim Kolon Kromatografisi

Ekstrakti Sonrasi 7,278 0,087

4.14. SDS-PAGE ile Molekuler Agirlik Hesaplanmasi

Beauveria bassiana fungusundan elde edilen kaba enzim ekstrakti, kismi
saflagtinimis ve kolon kromatografisitle saflastirimis enzim ekstraktlarinin
molekuler agirlikliklari SDS-PAGE yontemiyle hesaplanmistir. Rf degerleri ve
molekul agirliklan bilinen standart proteinler sayesinde gizilen grafik kullanilarak,
molekuler agirliklari bilinmeyen enzim ekstraktlarinin  molekuler agirliklari

belirlenmistir.
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Sekil 4.14. SDS-PAGE jel tzerinde kismi saflastiriimis ve ileri saflastiriimis enzim

ekstraktlarinin molekuler agirliklarini belirleyen bant goruntileri

Jel Uzerindeki goruntiye bakilarak, kaba enzim 44 kDA ve 173 kDA, 2 bant
seklinde goérulmastur. Diyaliz sonrasi ve kolon kromatografisi iglemleri sonundaki
enzim yalnizca 44 kDa olarak gorulmugtur. Beauveria bassiana Lul-1 susundan

elde edilmis kitinaz enzimi molekuler agirligi 44 kDa olarak bulunmusgtur.

4.15. Elde Edilen Enzim Ekstraktlarinin Model Organizmalar Uzerindeki
Sonuglan

4.15.1. Ekstraktlarin Galleria mellonella (Bluyuk Balmumu Giuvesi)

Larvalari Uzerindeki Sonuglari
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Calismada Galleria mellonella larvalari Gzerinde kaba enzim ekstrakti ve kolon
kromatografisi sonrasi ileri saflastiriimig enzim ekstrakti kullanilarak daldirma ve

puskirtme yontemleri denenmistir.

Her petriye 5’er larva eklenmistir ve deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
Deney kontrol grubunun canh kaldigi 28 gin boyunca sirmus ve olu sayisi 24
saatte bir kontrol edilmistir.

Kullanilan enzim ekstraktlari ile kontrol grubu arasinda patojenite etkileri
acisindan, Galleria mellonella larvalar Gzerine Kruskal-Wallis testine gore anlaml
bir fark bulunmustur (p<0,05). Puskurtme ve daldirma yontemleri arasinda

Kruskal-Wallis testine gore anlaml bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Galleria mellonella larvalari Gzerinde denenen enzim ekstraktlarinin LTso degerleri

SPSS programi Probit Analiz kullanilarak hesaplanmigtir.

Sekil 4.15. Galleria mellonella ile kurulan deney dizenegi
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Cizelge 4.8. Galleria mellonella kontrol grubu ve deney gruplarinin ortalama 6lum

degerleri ve ortalama 6lum zamanlari

. %095
Galleria Ortalama Olim . Ortalama Giiven
mellonella Degerleri Oliim Zamani | Standart Hata | Arahgi
3,084-

Kontrol 5,000 25,6 4,110 6,916
Kaba Enzim 10,656-
Puskirtme 12,571 6 5,095 14,487
Kaba Enzim 11,656-
Daldirma 13,571 3,6 4,022 15,497
Kolon 7,441-
Puskirtme 9,357 15,6 6,014 11,253
7,727-
Kolon Daldirma 9,643 13,6 6,014 11,559

Deney sonuglarina bakildiginda hem kaba enzim hem de ileri saflastiriimis
enzimin daldirma yonteminde, puskurtme yontemine gore daha etkili oldugu

bulunmustur.

Kaba enzim, ileri saflagtirilana gére daha gabuk oldurtcl etkiye sebep olmustur.

Cizelge 4.9. Galleria mellonella kontrol grubu ve deney grubunun LT50 degerleri

Galleria %95 Giiven
mellonella LT50 degerleri Standart Hata Aralig
Kontrol 19,945 0,01 18,591-21,536
Kaba Enzim
Puskirtme 5,084 0,13 4.657-5,511
Kaba Enzim
Daldirma 3,143 0,21 2,769-3,553
Kolon Puskulrtme 11,022 0,2 10,275-11,766
Kolon Daldirma 10,398 0,2 9,666-11,137
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Galleria mellonella

120

100

80

60

Olim Oranlari

40

20

c C c c C C c C C C c C C c C C C c C C c C C C c C C c

S > 35 35 53 D3 D D D D 3 33 35 3 D D D D D D 3 3 35 35 3D D > 3

(G A S B B A A B A A B A A A A A A A A

. N N < N O N 0 OO 0O d NS N O N 00O O A NN S N LW N

i — — — — i — — Ll i i o o o o [o\] o o N (V]
Gun sayisi

=@==ontrol ==@==Kaba Enzim Puskiirtme Kaba Enzim Daldirma

Kolon Piskiirtme =@=[Kolon Daldirma

Sekil 4.16. Galleria mellonella kontrol grubu ve deney gruplarinin ginlere goére

olum oranlari

4.15.2. Ekstraktlarin Tenebrio molitor (Un Kurdu) Larvalan Uzerindeki

Sonuglari

Calismada Tenebrio molitor larvalari Gzerinde kaba enzim ekstrakti ve kolon

kromatografisi sonrasi ileri saflastiriimis enzim ekstrakti kullanilarak daldirma ve

puskurtme yontemleri denenmisgtir.

Her petriye S’er larva eklenmistir ve deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Deney kontrol grubunun canh kaldigi 35 gun boyunca surmus ve 0lu sayisi 24

saatte bir kontrol edilmistir.

64



Kullanilan enzim ekstraktlari ile kontrol grubu arasinda patojenite etkileri
agisindan, Tenebrio molitor larvalari Uzerinde Kruskal-Wallis testine gore anlamli
bir fark bulunmustur (p<0,05). Puskirtme ve daldirma yontemleri arasinda

Kruskal-Wallis testine gore anlamh bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Tenebrio molitor larvalari tGzerinde denenen enzim ekstraktlarinin LTso degerleri

SPSS programi Probit Analiz kullanilarak hesaplanmistir.

Sekil 4.17. Tenebrio molitor ile kurulan deney dizenegi

Cizelge 4.10. Tenebrio molitor kontrol grubu ve deney gruplarinin ortalama 6lim

degerleri ve ortalama 6lUm zamanlari

Tenebrio Ortalama Oliim Ortalama Oliim %95 Giiven
molitor Degerleri Zamani Standart Hata Aralig
Kontrol 3,353 33,6 4,531 1,515-4,999

Kaba Enzim
Plskirtme 13,000 8 4,299 10,887-14,370
Kaba Enzim
Daldirma 14,088 4,6 2,822 11,944-15,278
Kolon
Plskurtme 11,000 14,6 5,488 8,876-12,548
Kolon Daldirma 12,088 10 4,938 10,001-13,485
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Deney sonuglarina bakildiginda hem kaba enzim hem de ileri saflastinimis
enzimin daldirma yonteminde, puskurtme yontemine gore daha etkili oldugu
bulunmustur. Kaba enzim, ileri saflastirlana gbére daha c¢abuk oéldluricu etkiye

sebep olmustur.

Cizelge 4.11. Tenebrio molitor kontrol grubu ve deney grubunun LT50 degerleri

Tenebrio molitor LT50 degerleri Standart Hata %95 Giiven Aralig
Kontrol 28,145 0,015 27,115-29,312
Kaba Enzim
Puskirtme 5,978 0,06 5,416-6,543
Kaba Enzim
Daldirma 3,562 0,124 3,097-4.014
Kolon Piiskiirtme 10,514 0,025 9,767-11,261
Kolon Daldirma 8,007 0,033 7,321-8,694
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5. TARTISMA

Kitinaz enzimi, dogada temelde 3 farkl amag igin organizmalarda bulunmaktadir.
Bunlar; organizmalarin baylmesi ve vucut bayukliguini arttirmasi igin kabugun
kirllmasinda, organizmalarin kitin bulunduran diger organizmalarla beslenebilmesi
ve enerji eldesi icin kitinin yikilmasinda ve organizmalarin enfeksiyonu engellemek
icin kitin bulunduran mikroorganizmalara karsi bagisikhgini gugla tutmak igindir
[110].

Kitinazin farkli formlari bakterilerde, funguslarda, boceklerde, bitkilerde ve
omurgalilarda bulunmaktadir. Azot ve karbonu enerji kaynadi olarak kullanan
bakteriler veya parazitik bakteriler kitinaz enzimi sentezleyebilmektedir [111].
Fungal kaynaklh kitinazlar ise, fungusun beslenmesinde, morfogenezde,
gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Fungus kitinazlari, GH18 (Glikozid

Hidrolaz) ailesine aittir ve bitki kitinazlarina buyuk 6lcude benzemektedir [112].

Tarimsal zararlilara karsi biyolojik kontrol, zararlinin dogal digmani olan canlilar
veya metabolitleri kullanilarak yapilan micadeledir. Son yillarda biyolojik kontrolin
onem kazanmasiyla ve artan bilingle birlikte kitinolitik enzimlerin tarim igin
kullanilmasi amaglanarak enzim eldesi ¢alismalarina agirlik  verilmistir.
Entomopatojen bir fungus olan Beauveria bassiana, topraktan ve cok cesitli
boceklerden izole edilmis her yerde bulunabilen bir mikroorganizmadir. Bu
entamopatojenin bocekler Uzerindeki etkisi buylk oranda kitinaz enziminden
kaynaklanmaktadir. Bu c¢alismada Turkiye'den cgesitli lokalitelerden izole edilen
Beauveria bassiana izolatlari kullanilarak fungal kaynakl kitinaz enzimi eldesi
saglanmis, kismi ve ileri saflastirlmis enzim ekstraktlari, gesitli depo zararlsi

model organizmalar Uzerine uygulanmigtir.

Bu calismada daha onceki c¢alismalarda [87,88,89] Turkiye’den cesitli
lokalitelerden izole edilen 50 farkli Beauveria bassiana izolatiyla ¢alismaya
baslanmig, karides kabuklari Uzerinde Ureme gosteren ve kolloidal kitinli kati
besiyerinde en genig acilma zonlari olusturan 10 sus belirlenmig, calismaya
onlarla devam edilmistir. Bu suslar; Lul-1, KVL 03129, BY8, BY9, L-1, Man2,
Bb19, Rize, Ank-1, Ank-12 suslari olarak belirlenmigtir. (Sekil 4.2., Sekil 4.3.)
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Enzim Uretimi icin denenen sivi besiyeri ortamlari Basal Medium, Serratia Medium,

Medium A besiyeri, Medium C besiyeridir.

Basal Medium besiyeri, Vyas ve arkadaslari (1989) tarafindan Myrothecium
verrucaria ‘dan kitinaz enzimi eldesinde kullaniimistir, ticari preparatlardan aktivite
olarak 4 kat guclu bir enzim eldesi saglanmistir [93]. Serratia Medium besiyeri,
Monreal ve Reese tarafindan (1969) Serratia marcescens’ten kitinaz enzimi
uretiminde kullaniimistir, bu ¢calismada Serratia marcescens’in ¢ok guglu bir kitinaz
ureticisi oldugu bulunmustur [94]. Medium A ve Medium C besiyerleri, Deng ve
arkadaslar tarafindan (2007) Trichoderma atroviride’den endokitinaz aktivitesini
arttirmak amaciyla hazirladigi farkli icerikli 5 besiyerinden ikisidir. Caligmanin
sonucunda bu besiyerlerinin ticari amacgli enzim Uretimi olarak kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir [95].

Calismamizda denenen bu besiyerlerine tarafimizdan segilen 10 izolatin ekimi
yapilarak, her gun spektrofotometrede ol¢cumleri yapiimigtir. Medium C besiyeri
disindaki besiyerlerinde enzim aktivitesi ¢ok dusUk miktarlarda bulunmusgtur.
Medium C besiyerinde de istenilen enzim aktivitesine ulasilamadigindan, besiyeri
tarafimizdan modifiye edilmistir. Medium C besiyerinin modifiye edilmesiyle yeni
bir besiyeri “Kobalt Medium Besiyeri” olusturulmus ve 10 gunlik dlgumde aktivite
degerleri istenilen duzeyde oldugundan calismaya Kobalt Medium Besiyeri ile
devam edilmigstir. Diger besiyeri ortamlarinda fungusun istedigi besin ortaminin
saglanamadigi ve diger sivi besiyeri ortamlarinda mikroorganizmanin proteaz
enzimi salgilamasinin kitinaz aktivitesini baskilamis olabilecedi disunulmektedir.
Nitekim Leger ve arkadaslari, yaptiklari calismada entomopatojen fungus
Beauveria bassiana’dan kitinaz enziminin ge¢ elde edilmesinin, kuitikula
proteinlerinin  sindiriimesinden dolay!r oldugunu, proteazin kitinaz enzimini
baskilayabilecegini tespit etmiglerdir [113]. Kobalt Medium Besiyerinde yapilan
Olcumler sonucunda izolatlarin icerisinden en yuksek aktiviteyi goOsteren

Luleburgaz-1 (Lul-1) susuyla ¢aligmalara devam edilmigtir.

Leger ve arkadaslar, 1996 yilinda yaptiklari ¢galismada entomopatojen fungus
olan Metarhizium anisopliae, Metarhizium flavoviride ve Beauveria bassiana’dan
elde edilen kitinazin karakterizasyonu ve yapisal lokasyonunu Manduca sexta

uzerinde tutunmasini incelemiglerdir. Beauveria bassiana’dan elde edilen kitinaz
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enziminin SDS-PAGE uygulayarak molekuler agirligini 43-45 kDA arasinda
oldugunu tespit etmiglerdir. Kim ve arkadaslari (2010), Beauveria bassiana SFB
205 izolatinin Uretim ortami suUpernatantindan elde ettikleri kitinaz enziminin
molekuler agirligini SDS-PAGE ile olglp yaklasik 50 kDa olarak bulmuslardir
[118].

Bu calismada, Beauveria bassiana fungusundan kaba enzim olarak elde edilmis,
amonyum sulfat ¢oktirmesi uygulanmis ve kolon kromatografisitle saflastiriimis
enzim  ekstraktlarinin  molekiler  agirlikhklari  SDS-PAGE  ydntemiyle
hesaplanmigtir. (Sekil 4.21.) Kaba enzim ekstrakti 44 kDa ve 173 kDa agirlikta iki
bant vermistir. Kaba enzim kompleksinin, SDS-PAGE’'de iki bant olarak
go6rulmesinin sebebi tam olarak saflastirma saglanmadigi icin iceriginde proteaz,
lipaz gibi diger litik enzimlerin de bulunmasi olabilir. Coktirme ve kolon
kromatografisi sonrasi enzim ekstraktlarinin 44 kDa buyukluginde oldugu Rf
degerleri bilinen standart proteinler sayesinde belirlenmigtir. Bu buyukluk
Beauveria bassiana fungusundan elde edilen kitinaz enzimiyle yapilan Leger ve
ark (1996), Suresh (1996), Kim ve ark (2010) calismalari ile benzerlik
gostermektedir [113,114,118]. Enzimin molekuler agirhgmnin elde edildigi
organizmaya, hatta ayni organizmanin farkli yerlerden elde edilen izolatlan

arasinda bile degdiskenlik gosterdigi cesitli calismalarda belirtilmistir [2,116,117].

Leger ve arakadaslarn (1996), bodcek kuitikulasina tutunurken, proteaz ve
kitinazlarin birlikte sinerjik etkiyle etki ettiklerini gostermiglerdir. Kitinaz enziminin
ge¢ elde edilmesinin, fungus bocek kutikulasina tutunurken oOncelikle kutikula
proteinlerinin  sindirilmesinden dolay!r oldugunu, proteazin kitinaz enzimini
baskilayabilecegini tespit etmiglerdir. B. bassiana icin, en iyi enzim aktivitesini

27°C’de pH 3-5 arasinda, 4 gun inktibasyonla elde etmislerdir [113].

Bu calismada B. bassiana Luleburgaz-1 izolatindan elde edilen enzimin kaba
enzim olarak elde edilmesi sizme ve santrifj islemleriyle yapilmistir. En ylksek
enzim aktivitesi kaba enzimde 2,363 U mg™ bulunmustur. (Sekil 4.9.) Enzimin
optimum aktivite gosterdigi sicaklik B. bassiana’nin da optimum dreme sicakhigi
olan 28°C bulunmustur. (Sekil 4.11.) Enzim genig bir pH araliginda aktivite
gOstermis olup (pH 2-pH 10), optimum pH’i 3,50 olarak belirlenmigtir. (Sekil 4.15)
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Suresh ve Chandraseran, 1999 yilinda yaptiklari ¢alismada deniz sedimentinden
elde ettikleri B. bassiana izolatlarindan SSF (kati faz fermentasyon) teknigiyle
kitinaz enzimi Uretmiglerdir. Enzimin aktivitesinin en yuksek oldugu optimum
sicakligi 28°C bulmuslardir. Enzim i¢in en uygun inkUbasyon suresi 72 saat olarak

belirlenmistir. [114].

Bu calismada da enzim genis bir inkiibasyon suresi aralijinda aktivite gostermis
olup, ideal inklibasyon slresi 72 saat olarak belirlenmistir. (Sekil 4.7.) Enzim
aktivitesine inokulim miktarinin etkisi incelenmis ve ideal inokdlim miktari 1000 pl
olarak belirlenmistir. (Sekil 4.13) Enzim aktivitesine bekletme sicakhgdinin etkisini
Olcmek amaciyla, enzim ve substrat cesitli sicakliklarda bir araya getiriimis, en
yuksek aktiviteye 1 saat 50°C inklbasyon ile ulasiimistir. (Sekil 4.17) Elde edilen
sonuglar, Leger ve ark. (1996), Suresh ve Chandrasen (1999), Kim ve ark (2010)
calismalariyla benzerlik gostermektedir [113,114,118].

Yuli ve arkadaslari, 2004 yilinda Endonezya’daki kaplicalardan izole ettikleri
termofilik Bacillus spp.’yi laboratuvar ortaminda 9%0,5’lik kitin iceren ortamda
55°C’de inkiibe etmislerdir. Olgimlerle ekzokitinaz sentezledigini dogrulamiglardir.
72 saatlik inkibasyondan sonra, amonyum stulfat ¢coktlirmesi ve diyaliz islemlerini
uygulamigs ardindan DEAE Sephacel kolon kromatografisinden gecirip
saflagtirmiglardir.  Saflastirma  sonrasinda  enzim  aktivitesinde  dusls
g6zlemlemiglerdir [115]. Caglar, 2005 yilinda yaptigi ¢alismada, Trichoderma
atroviride’nin Urettigi kitinaz enzimini incelemigtir. T. atroviride’ den yer degistirme
yontemi kullanilarak, %0,1 kitin iceren besiyeri ortaminda 30°C'de 48 saat
boyunca inkuibasyona birakilarak maksimum enzim aktivitesi elde edilmistir.
Cagdlar, ayni calismada, amonyum siulfat, etanol, aseton ve trikloroasetik asit
cOkturmelerinin  kitinaz enzim aktivitesine etkisini incelemis, spesifik kitinaz
aktivitesini 2.339 U/mg olarak bulmustur. Coktirme yontemleri arasindan, en
yuksek kitinaz aktivitesinin goraldigli %70 oranda amonyum siulfat ¢oktirmesi
olarak belirlenmig, ¢oktirme sonrasi aktivitede dusus olmus ve 0.254 U/mg olarak

bulunmustur [48].

Bu calismada, enzimin ileri saflastirilmasi i¢in Yuli (2004), Caglar (2005) ve Kuzu
(2008) ’'nun cahsmalarinda kitinaz enziminde en iyi aktiviteyi gozlemledigi

amonyum sulfat ¢oktirmesi ve enzim tamponu ile diyaliz islemleri uygulanmigtir
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[2,48]. Bu calismada amonyum sulfat ¢oktirmesi ve diyaliz sonrasinda enzim
aktivitesi 0,641 U mg™ olarak bulunmustur. Kolon kromatografisi sonrasi 0,417 U
mg™ olarak bulunmustur. (Sekil 4.19.) Bu calismada da saflastirma asamalarindan
sonra enzim aktivitesinde dusus gozlemlenmistir. Bu dugusin enzimin
saflastirilmasi ve miktarinin azalmasina bagl oldugu dusunulmektedir. Bulgular,
Yuli ve ark (2004), Kim ve ark (2010), Caglar (2005), Kuzu (2008) ¢alismalarindaki
saflastirma bulgulariyla paralellik gostermektedir [2,48,115,118].

Kim ve arkadaslar (2010), Beauveria bassiana SFB 205 izolatinin Uretim ortami
supernatantindan elde ettikleri kitinaz enzimini amonyum sulfat ¢okturmesi
yontemiyle kismi saflastirmis, izotridesil eter ile karistirip, pamuk yaprak bitlerine
kargi etkinligini élgmustir. Calismanin sonucunda kismi saflastiriimis enzimin,
Tween 80 uygulanan kontrol grubuna karsi, yaprak bitlerinde ciddi derecede
olume sebep oldugunu gostermiglerdir [118]. Binod ve arkadaslari (2007), Patil ve
arkadaslari (2015), Penicillium ochrochloron’dan elde ettikleri kitinaz enzimini,
kolon kromatografisi kullanarak saflastirmis ve Helicoverpa armigera Uzerinde
etkinligini  ¢esitli konsantrasyonlarda puskurtme ve daldirma yontemleriyle
denemislerdir. En vyilksek o&lim orani, 2000 U mL ~" kitinaz aktivitesinde
gorulmagtur. Enzimin larvalarin  blyumesini ve metamorfozunu olumsuz

etkiledigini gostermiglerdir [119,120].

Bu calismada elde edilen enzim ekstraktlari kaba enzim ve kolon sonrasi ileri
saflastirimis iki ekstrakt olarak, depo zararlisi olan Galleria mellonella (Buyuk
Balmumu Guvesi) ve Tenebrio molitor (Un Kurdu) model organizmalari tGzerinde
puskirtme ve daldirma ydéntemleri kullanilarak denenmigtir. (Sekil 4.22., Sekil
4.24)) Kaba enzim ekstraktinin, ileri saflagtirlmis enzim ekstraktina goére
etkinliginin daha fazla olmasini enzim aktivitesinin saflastirmayla ters orantil
olmasina ve kaba enzim ekstraktinda kitinaz diginda proteaz, lipaz gibi diger litik

enzimlerin de bulunmasi olabileceg@i dusunulmektedir.

Brodway ve arkadaslari (1998), Gongora ve arkadaslari (2001) yaptiklari
calismalarda Streptomyces albidoflavus’tan elde ettikleri kitinaz enzim kompleksini
(endokitinaz, ekzokitinaz ve glukozaminidazdan olugan) tutun zararlisi Heliothis
virescens, lahana zararlisi Trichoplusia ni, limon zararlisi Bemisia argentiofolii,

patates zararlisi Myzus persicae ve kahve zararlisi Hypothenemushampei
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uzerinde denemislerdir. Enzim kompleksinin tarim zararlisi canhlarin buyamesini
ve gelismesini durdurdugunu ve Olumlerine sebep oldugunu gostermiglerdir
[121,122]

Bu calismada, Galleria mellonella ile kurulan deneyde her petriye S’er larva
koyulmus, kontrol grubu 28 gun yasamistir. Kaba enzim daldirma yontemi 5
gunde, puskurtme yontemi 8 gunde tum bdceklerin 6limine sebep olmustur.
Kolondan saflastirilan enzim ise, daldirma yonteminde 15 glnde, puskirtme
yonteminde 18 gunde tim bodceklerin dlimine sebep olmustur. (Cizelge 4.8.)
Deney sonuglari IBM SPSS Statistic 23 programinda analiz edilmis, Kruskal-Wallis
istatistik yontemi uygulanmigtir. Sonuglarda kontrol grubu ve deney gruplari
arasinda anlamli bir fark goérilmustar. (p<0,05) Daldirma ydntemi ve puskirtme

yontemi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. (p>0,05)

Galleria mellonella ile kurulan deneyde LT50 degerleri SPSS Probit Analiz ile
hesaplanmigtir. (Cizelge 4.9.) Kontrol grubu LT50 degeri 19,94 iken, LT50
degerlerine bakilarak en etkili ekstraktin kaba enzimin daldirma yontemi (3,14)
oldugu, etkisi en az goérilen kolondan saflastirilan enzimin puskirtme yéntemi igin
(11,02) olmusgtur.

Tenebrio molitor ile kurulan deneyde her petriye 5’er larva koyulmus, kontrol grubu
35 gun yasamistir. Kaba enzim daldirma yontemi 6 gunde, puskirtme yontemi ile
9 glinde tim bdceklerin 6lmesine sebep olmustur. Kolondan saflastirilan enzim
ise, daldirma yonteminde 16 gunde, pusklirtme yonteminde 13 gunde tim
bdceklerin dlmesine sebep olmustur. (Cizgelge 4.10.) Deney sonuglari IBM SPSS
Statistic 23 programinda analiz edilmis, Kruskal-Wallis istatistik yontemi
uygulanmistir. Sonuglarda kontrol grubu ve deney gruplari arasinda anlamli bir
fark gérulmustar. (p<0,05) Daldirma ydntemi ve puskirtme yontemi arasinda da

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. (p>0,05)

Tenebrio molitor ile kurulan deneyde LT50 degerleri SPSS Probit Analiz ile
hesaplanmigtir. (Cizelge 4.11.) Kontrol grubu LT50 degeri 28,14 iken, LT50
degerlerine bakilarak en etkili ekstraktin kaba enzimin daldirma yontemi (3,56)
oldugu, etkisi en az gorllen kolondan saflastirilan enzimin puskurtme ydntemi
(10,51) olmustur.
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Bu calismadaki, her iki model organizma deneyinde de daldirma yontemi,
puskurtme yontemine gore daha basarili olmustur. Bunun sebebi, enzim
ekstraktlarinin larvanin viicudunun daha buyuk bir ylzeyiyle temas etmesi olabilir.
Galleria mellonella ve Tenebrio molitor Gzerinde denenmis olan kitinaz enzim
ekstraktlari Kim ve arkadaslari (2010), Binod ve arkadaglari (2007), Patil ve
arkadaslan (2015), Broadway ve arkadaslar (1998), Gongora ve arkadaslarinin
(2001) yaptigi calismalarla benzer nitelikler gdstermistir. Diger calismalarda
oldugu gibi larvalarin buyimesini olumsuz etkilemis, olumlerine sebep olmustur
[118,119,120,121,122].

Yapilan calismada Beauveria bassiana fungus izolatlarinin kitinaz enzimi
eldesinde basarisi yuksek bir organizma oldugu, genis sicaklik ve pH araliginda
aktif oldugu ve ileri galismalarda kullanilabilecegi sonucuna variimigtir. Beauveria
bassiana izolatlarindan elde edilen kitinaz enzimi, zararlilarla biyolojik kontrolde ve
biyoremediasyonda kitin igeren atiklarin temizlenmesi icin kullanilabilir. Bu
¢alismanin Beauveria bassiana fungusundan daha ileri saflagtirma asamalarina
oncu olmasini ve kitinolitik enzimlerin  kullaniminin  biyolojik mucadeleye
kazandiriimasinda yeni ¢alismalari tesvik edece@i dusunulmektedir. Bu ¢alisma,
onumuzdeki yillarda biyolojik bir kontrol ajani olarak fungus kaynakli kitinazin,
tarim zararlilari Uzerinde kullanilabilecek etkili bir mucadele yontemi oldugunu

dogrulamaktadir.
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