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Giines 1s1¢indan kaynaklanan ultraviyole radyasyon (UV) entomopatojenik funguslarin
canliligmi etkileyen en Onemli faktordiir. Mikrobiyal ajanlarin dogada kaliciligini
arttirmak i¢in yapilan ¢ogu uygulamada formiile edilen konidilere UV koruyucular ilave
edilir. Bu uygulamalara ragmen, bircok durumda formiile edilen konidilerin alan
etkinlikleri zararlilarmm kontrolii i¢in hala tam olarak yeterli degildir. Bu nedenle
pigmentler gibi UV koruyucu yeni dogal iiriinlerin kesfine ihtiya¢ vardir. Bu amagla
Erzurum’da 1800 m ve iizeri rakimda 20 farkli noktadan toprak Ornekleri alindi
Laboratuvarda yapilan izolasyonlarda pigment iirettigi tespit edilen 2 filementdz fungus
ve 6 maya izolat1 saflastirildi. Yapilan 6n seleksiyonda bu pigment iiretici funguslar
icerisinden sadece A2 ve A3 kodlu maya izolatlar1 pigment ekstrasyonuna yatkin
olmasindan dolayi se¢ildi ve pigmentler saflastirildi. Ardindan bu iki izolata ait pigmet
ornekleri 0,5 mg/ml, 1 mg/ml ve 2,5 mg/ml olacak sekilde Beauveria bassiana spor
siispansiyonlarina ilave edildi. Pigment ilave edilen siispansiyonlar 15, 30 ve 60 dakika
boyunca UV isinlar1 ile muamele edildi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda pigment
ilavesi biitiin denemelerde UV 1smlarma kars1 koruma saglayarak konidi ¢imlenmesini
arttird1. En 1yi sonuglar A2 izolatina ait pigmentin ilavesi ile elde edildi. PaF04 kodlu B.
bassiana izolatmin 30 dakika UV ile muamelesi sonucu konidi ¢imlenme orani
%39.58’e diiserken, 0,5 mg/ml konsantrasyonunda A2 pigment ilavesi sonucunda bu
oran %99.16 olarak kaydedildi. Bu nedenle A2 pigmentinin antimikrobiyal 6zelligi,
antioksidan aktivitesi ve mayanin molekiiler karakterizasyonu gergeklestirldi. Yapilan
caligmalarin sonucunda, pigmentin UV koruyucu oOzelliginin yaninda antioksidan
aktivite gosterdigi belirlendi. Ayrica gram negatif G(-) ve gram pozitif G(+) bakterilere
kars1 antibakteriyal 6zellik gosterirken, antifungal aktivite gostermedi. A2 kodlu izolat,
yapilan ITS sekans analizi sonucu Sporobolomyces roseus olarak tanimlandi ve
KY705066 erisim numarasi ile GenBank’a kaydedildi.
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THE ISOLATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UV-
PROTECTIVE PIGMENT PRODUCING FUNGI FOR USING IN
COMMERCIAL FORMULATIONS OF FUNGAL BIOPREPARAT
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The ultraviolet radiation (UV) from sunlight is the most important factor affecting the
viability of entomopathogenic fungi. The UV protectants are added to the formulated
conidia in most applications to increase the persistence of microbial agents in the
environment. However, the field efficiency of the formulated conidia in many cases are
still not sufficient to control the pests. So, there is a need for the discovery of new UV
protectant products such as pigments. For this purpose, soil samples, 1800m and above
altitude in Erzurum, were collected from 20 different points. Isolation studies in the
laboratory, 2 filamentous fungi and 6 yeasts were identified that produced pigment. In
this preliminary selection, only the A2 and A3-coded yeast isolates from this pigment
producer fungus were selected because of their susceptibility to pigment extraction and
the pigments purified. The pigment samples of these two isolates were then added to
Beauveria bassiana spore suspensions as 0.5mg/ml, 1mg/ml and 2.5mg/ml. The
suspensions added with pigment were exposed to UV rays for 15, 30 and 60 minutes. In
the light of the obtained results, the addition of pigments increased the conidial
germination by providing protection against UV rays in all experiments. The best results
were obtained by the addition of pigment, which is belonged to the A2 isolate. As a
result of exposed to the UV light for 30 minutes of B. bassiana isolate, which is coded
PaF04, the conidia germination rate decreased to 39.58%, while the addition of A2
pigment at a concentration of 0.5mg/ml was recorded as 99.16%. Therefore, the
antimicrobial properties of the A2 pigment, the antioxidant activity and the molecular
characterization of the yeast have been realized. As a result of the studies carried out, it
was concluded that the pigment exhibits antioxidant activity as well as UV protective
properties. In addition, while showing antibacterial properties against G(-) and G(+)
bacteria, it did not show antifungal activity. According to the results of ITS sequence
analysis, A2-coded isolate was identified as Sporobolomyces roseus and deposited with
the GenBank database under the accession number KY705066.

2017, 53 pages
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1. GIRIS

Son yillarda pestisitlerin yaygm kullanimina kars1 zararlilari olusturdugu direng,
miicadelede kullanilan pestisitlerin dozunun ve sayisinin artmasina sebep olmus, bu da
iiretim maliyetini arttirirken diger yandan da pazara siiriilen tarimsal {iriinlerin {izerinde
insan hayatmi tehdit eden pestisit kalintilarmin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu
nedenlerle organik tarima dogru bir gidisin oldugu gilinlimiizde, zararhlarla miicadelede
strdiiriilebilir tarim tekniklerine uygun, g¢evreye ve insan saghgma duyarli iriin

yetistirebilmek i¢in yeni alternatiflere ihtiya¢ duyulmustur.

Son yillarda yapilan ¢alismalar en iyi alternatifin biyolojik miicadele oldugunu
gostermektedir. Biyolojik miicadelede bakteriler, funguslar, viriisler, nematotlar ve
cesitli aver bocekler kullanilmaktadir. Her organizma grubunun hedef zararliya gore
degisen baz1 avantaj ve dezavantajlar1 mevcuttur. Ozellikle entomopatojen funguslar
hedef zararliya mekanik olarak zarar vermeleri, konidi iiretiminin ve uygulamasinin
kolay olmasi, memeliler tizerinde toksik etkilerinin bulunmamasi gibi nedenlerden
dolay1 digerlerinden ayrilirlar. Fakat konidilerin dogal sartlarda devamliligini saglamak

sorun teskil etmektedir.

Gilines 1sinlar1 entomopatojen funguslarin  konidilerinin alan sartlarindaki
canliliginin azalmasina neden olur. Bu 1sinlarin funguslarin dogadaki kaliciligina etkisi
biyopreparatin formiilasyonuna ve fungusun tiiriine gore degisiklik gosterir. Bu nedenle
dogal olarak UV’ye toleransl olan suslarin se¢ilmesi umut vadeden biyolojik kontrol

ajanlarmin tespitinde 6nemli bir adim olarak diisiintilmektedir.

Diger yandan, mikrobiyal ajanlarin alanda kaliciligini arttirmak i¢in yapilan cogu
uygulamada formiile edilen konidilere UV koruyucular ilave edilir. Bunlar; tinopal,
oxybenzone gibi UV koruyucu kimyasallarin, UV yansitict bilesiklerin ya da cesitli
formiilasyon katkilarmmin denenmesi seklinde olmustur. Bu uygulamalara ragmen,
birgok durumda formiile edilen konidilerin alan etkinlikleri, zararlilarin kontrolii igin
hala tam olarak yeterli degildir. Ciinkii bu bilesiklerin cogu UV koruyucu o6zellik

gosterirken, patojenitenin azalmasina neden olmaktadir.



Bunun yaninda tamamen dogal yollarla miicadele amaglanirken, biyopreparatlar
icerisinde ¢esitli kimyasal katkilarin kullanilmasi da kabul edilebilir bir durum degildir.

Bu nedenle pigmentler gibi UV koruyucu yeni dogal iiriinlerin kesfine ihtiyag¢ vardir.

Dogada bakteriler ve funguslar gibi birgok mikroorganizmanin kendisini ¢esitli
radyasyon tiirlerinden korumak igin metabolitler iirettigi bilinmektedir. Bu metabolitler
organik olmalarindan dolay1 biyoteknolojik uygulamalarda bir¢ok kullanim alanina
sahiptir. Mikrobiyal pigmentler bu metabolitlerin basinda gelir ve mikroorganizmay1

fiziksel veya biyokimyasal yollarla radyasyona karsi korur.

Bu calismada biyolojik miicadelenin vazgegilmez unsuru olan funguslarin, arazi
sartlarnda daha etkin kullanimmi miimkiin kilmak i¢in ticari formiilasyonlarda
kullanilabilecek UV koruyucu pigment iireten funguslarin izolasyonu, karakterizasyonu
ve saflastirilan pigmentin ¢imlenen Beauveria bassiana sporlarint UV radyasyona kars1

korumasi1 amag¢lanmustir.

1.1. Biyolojik Miicadele

Stirdiiriilebilir tarim tekniklerine uygun, ¢evreye ve insan sagligma duyarl {iriin
yetistirebilmek i¢in tiriinde kalite yoniinden 6nemli kayiplara neden olan hastaliklar,
yabanci1 otlar ve zararlilara kars1 da bilingli bir miicadele yapmak gerekmektedir. Uriin
kayiplarma neden olan bu canlilara karsi, degisik miicadele yontem ve teknikleri
gelistirilmigtir. (Uygun vd. 2010). Bu miicadele ¢esitlerinden biri olan biyolojik
miicadele, hedef organizmanin populasyonunu kontrol altina alan veya varliginda hedef
organizma populasyonlarinda normalden fazla azalmaya sebep olan avci, parazit veya

patojen organizmalarla yapilan miicadeledir (Debach 1974).

1.2. Entomopatojen Funguslar ve Siniflandirilmasi

Funguslar spor iireten, genellikle hem eseyli hem de eseysiz olarak ¢ogalan, hif
olarak bilinen ipliksi, dallanmis somatik yapiya sahip ve tipik olarak hiicre duvari

bulunduran 6karyot organizmalardir (Alexopoulos vd. 1996). Entomopatojen funguslar



ise, boceklerde veya cesitli artropodlarda hastalik meydana getiren veya 6liime sebep
olan funguslardir ve bocek kiitikulasina tutunma, penetrasyon ve konak igerisinde
cogalmalariyla tanmirlar (Charnley ve Collins 2007). Entomopatojen funguslar, zararl
eklembacaklilarla miicadelede kullanilan ilk patojen mikroorganizmalardir (Rombach

ve Gilespie 1988).

Fungal entomopatojenlerle yapilan miicadele, kimyasal insektisitlere gére daha
gec cevap verir. SOz konusu tarmmsal {irtinlerin ekonomik degeri oldugunda bu
istenmeyen bir durumdur. Bu nedenle fungal patojenlerin daha hizli tesir etmesi i¢in;
oldiiriicti dozun altinda kimyasal insektisidlerle karistiriimasi (Irigaray vd. 2003) ya da
diger entomopatojenik bir bakteri veya onun toksini ile birlikte kullanilmasi (Kryukov
vd. 2009) gibi bazi stratejiler gelistirilmistir. Bu stratejilerin temeli, g¢esitli streslerle
konuk¢uyu zayiflatarak, fungal patojenin daha hizli tesir etmesini saglamaktir (Charnley

ve Collins 2007).

Gilintimiizde 85 cinse ait 700 kadar entomopatojen fungus tiirii belirlenmistir.
Ancak bunlardan birka¢ tanesi potansiyel mikoinsektisit olarak umut verici
goriilmektedir (Charnley ve Collins 2007). Zygomycota’ya ait Entomophthorales
takimi, Conidiobolus, Entomophaga, Erynia ve Pandora cinsleri ile yaygm olarak
temsil edilir. En yaygin bdcek patojenlerini igeren grup ise Ascomycota’ya ait
Hypocreales takimidir. Bu grubun en taninmis iiyeleri olan Beauveria ve Metarhizium
cinsleri bugiin birgok mikoinsektisitin ana materyalini olusturmaktadir. Ascomycota’ya
ait diger 6nemli entomopatojenlerin bulundugu gruplar; Nomuraea, Lecanicillium,

Isaria ve Aschersonia cinsleridir (Shah ve Pell 2003; Charnley ve Collins 2007).

1.2.1. Entomopatojen funguslarin etki mekanizmasi

Funguslarin bocek kiitikulasina dogrudan giris yapabilme yetenegi ve besin yolu
ile alinma zorunlulugunun olmayisi, beslenmenin olmadigi bocek gelisim evrelerinin de
enfekte edilebilmesini miimkiin kilar. Kiitikula konukgunun savunma sisteminde en
biiyiik bariyerdir (Pekrul ve Grula 1979). Kiitikulanin yapisal 6zellikleri ve yilizeyinde

ihtiva ettigi enzim inhibitdrleri ve antimikrobiyal bilesikler, zayif patojenlerin kolayca



elemine edilmesini saglar. Funguslarin bocege giris yaptig1 alanlar solunum bosluklart,
segmentler arasi bosluklar ve agiz parcalar1 gibi genelde lokal olarak yiiksek nem
oranma sahip olmasi ile spor ¢imlenmesini kolaylagtiran bdlgelerdir (Charnley ve
Collins 2007). Konuk¢u kiitikulasina yapilan bu giris, hem enzimatik hem de
apresorium olusumu vasitasi ile mekanik olarak gergeklesir (Leger vd. 1988; Charnley
ve Leger 1989). Bocek iizerinde ¢imlenen spor, kiitikulay1 ve epidermisi gectikten sonra
viicut boslugunda g¢ogalir. Bu sirada meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal
degisiklikler muhtemelen bocegin 6liimii ile sonuglanir. Fungal hifler hayat dongiisiinii
tamamlamak icin tekrar konukc¢u kadavrasindan disar1 dogru hareket eder ve hava ile
karsilastiginda sporulasyon baslar (Charnley ve Leger 1989). Bu sporulasyonun rengi ve
olusturulan iireme yapilari ¢ogu zaman fungusun cinsini belirlemede ipuglar1 verir
(Sundarababu 1985). Ayni zamanda olusan bu sporlar hastaligin yayilmasma da katkida
bulunur (Charnley ve Collins 2007). Sekil 1.1 entomopatojen funguslarin boceklerdeki

etki mekanizmasini sematize olarak agiklamaktadir.

Parazit Fungus Sperlarinin Bdcek Kitikulasi Uzerine Yerlesmesi

Sporlarin Cimlenmesi

|

Kitikulaya Giris Organlarinin Olugmasi

|

Kitikulaya Girig

Kitikula icinde Cogalmasi

Epidermisve Hipodermisin isgali

Normal Hiflerle Hiflerin veya Maya Benzeri
Dokunun isgali Hucrelerin Cogalmasi

\ /

Bdceklerde Olim

Saprofitik Gelisme

Yayilici Eseysiz Sporlar Eseyliveya Eseysiz Kalici
Ddnemler

Sekil 1.1. Bocek paraziti funguslarin boceklerdeki etki mekanizmasi (Erkili¢ ve Uygun,
1993)



Sekil 1.2 ise fungal konidianin konukg¢u igerisindeki penetrasyon seklini
aciklamaktadir. Konidianin konukgu kiitikulasina tutunmasi fungal enfeksiyonun hem
ilk asamast hemde en Onemli kismini olusturmaktadir. Konidianin konukcu
integumentine temasi enfeksiyonun konidiyal evresi i¢in gerekli olan diiz ve ince
silindirik yapidaki ¢ubuklar tarafindan olusturulan non-spesifik kuvvetler vasitasiyla

gercgeklesir.

Apresorium
_ Konidiyum (g a2t a
Enfeksiyon pegi |Epikutikula
Penetrasyon kismi >
-
& L3

Prokitikula

I Epidermis

Hemosol

Hif olusumu (blastospor)

Sekil 1.2. Bocek kiitikulasinin yapist ve entomopatojen funguslarin penetrasyon
mekanizmasi (Clarkson ve Charnley, 1996)

1.2.2. Entomopatojen funguslarin giivenilirlikleri

Mikotoksinler, funguslarin {irettigi toksinlerdir ve bu toksinlerin biiyiik cogunlugu
filamentli funguslar olan kiifler tarafindan tretilir (Murro 2007). Funguslar irettikleri
toksinlerle kendi yasama sanslarini arttirmaya c¢alisirlar. Birgok durumda entomopatojen

fungus, Oldiirdiigli konukcusunun iizerinde saprofitik bir mikroorganizmanin



gelismesine izin vermez, bunu ise irettigi sekonder metabolitlerle saglar. Diger taraftan
funguslarin tirettigi bu toksinler bazen tek baslarmna bile konukgunun 6liimiine sebep
olabilirler. Bazi toksinler de funguslarla beslenen organizmalara uzaklastirict etki
yaparlar (Goettel vd. 2001; Vey vd. 2001; Vurro 2007; Ortiicii vd. 2010). Bazi
arastirmacilar, entomopatojen fungus toksinlerini yeni biyolojik insektisitlerin kaynagi
olarak gormektedir (Seger vd. 2005). Diger yandan gida giivenligi konusunda yapilan
arastirmalarda bu toksinlerin gida zincirine gectigine dair bir kayit bulunmamaktadir
(Vey vd. 2001; Charnley ve Collins 2007). Ayrica B. brongniartii ile yapilan bir
calismada bu fungusun toksini olan oosporein toksininin bazik sartlarda hizla
bozuldugu, ucucu olmadigi i¢in soluma ile alinmadig1 ve en 6nemlisi ¢esme suyu ile

yikandiginda iirtinlerin iizerinden uzaklastirilabilecegi vurgulanmustir (Seger vd. 2005).

1.2.3. Entomopatojen fungus preparatlari ve iiretimi

Diinyada 21 farkli iilkede entomopatojen fungus orjinli biyoinsektisit iiretimi
yapilmaktadir. Fakat bu iiretimler toplamda 3 veya 4 farkl uluslararasi sirketin elinde
olup, yerel iiretim yapan az sayida iilke bulunmaktadir. Genelde ticari mikoinsektisitler
tek bir fungus izolat1 igerir. Fakat Vertikil adl1 iirlinde olugu gibi ayn1 fungusun iki ayr1
izolat1 ya da Meta-ven ve Bassi adli iirlinlerde oldugu gibi iki farkli entomopatojen

fungus karistirilarak da sunulabilir (Charnley ve Collins 2007).

Mikoinsektisitlerin kitle tiretiminde ilk basamak, etkili strainlerin se¢imi ve uygun
maliyetli {iretim metodlarinin gelistirilmesidir (Talwar 2005). Cogu entomopatojen
fungusun biliylime gereksinimleri yetersiz tanimlanmistir. Bu bilgi kitle tiretimi i¢in
temeldir. Entomopatojen funguslar; oksijen, su, karbon ve azot kaynagi, biiylime
faktorleri ile mineralleri igeren ilave elementlere ihtiyag duyar. Uretimin ¢ogu kati
substratlar iizerinde ya da iki fazli olarak yapilmaktadir. Fakat Vertalec ve Vertiblast
iirlinlerinde olugu gibi blastospor liretimi s6z konusu oldugunda sivi fermantasyon

kullanilir (Gao ve Liu 2009).



1.2.4. Cevre sartlarimin etkisi

Funguslar, spor formunda ya da miselyum formunda toprakta canliliklarini
stirdiirebilir. Funguslar i¢in bir rezervuar gorevi goren topragin sicakligi, pH’si, su ve
organik madde icerigi funguslarin canliligimi etkileyen faktorlerdendir (Charnley ve
Collins 2007). Bunun yaninda konidilerin dogal kosullarda kaliciligi, su aktivitesi,
sicaklik (Hallsworth ve Magan, 1999) ve UV 1smlar1 (Morley- Davies vd. 1995) gibi bir
cok cevresel faktorden etkilenir. Sicaklik, nem ve giines 15181 gibi abiyotik faktorler,
enfeksiyonun olusup olusmamasi tizerinde etkilidir. Cimlenme ve sporulasyon 6zellikle

neme baglidir (Getzin 1961; Allen vd. 1971).

Abiyotik faktorler arasinda giinesten gelen radyasyon DNA, biyozarlar, RNA ve
ribozomlar gibi hiicre molekiillerine zarar vererek entomopatojen funguslara karsi ¢ok
zararll oldugu disiiniilmektedir (Engelberg vd. 1994; Griffiths vd. 1998; Braga vd.
2001). Radyasyon toleranst hasar1 Onleyen, azaltan ya da onaran savunma
mekanizmalarini i¢eren karisik bir mekanizmadir (Chelico vd. 2006). Giines 1s18inin
UV-B bileseni DNA’da primidin dimerlerinin olusmasini tesvik ederek mutasyona veya
transkripsiyonda hatalara neden olur (Ignoffo vd. 1977; Friedberg vd. 1995; Griffiths
vd. 1998). UV-A ise reaktif oksijen tiirlerinin {iretilmesine neden olur (Griffiths vd.
1998).

1.2.5. Fungal entomopatojenler ve UV 1sinlari

Genelde entomopatojen fungus konidilerinin sicak ve tropikal bolgelerde yazin
Ogle gilinesine birka¢ saat maruz kalmasi tamamen inaktive olmalar1 icin yeterlidir
(Fernandes vd. 2007). UV radyasyonun diger bir etkisi ise ¢imlenmenin gecikmesi
olarak gosterilmistir (Moore vd. 1993; Braga vd. 2001). UV, konidi ¢imlenmesini ve
¢im tiipti olusumunun erken evrelerini etkiler (Alves ve Lecuona 1998). Bell (1974)
gore, B. bassiana 3 saat direkt giines 151g1ina maruz kaldiginda onun enfeksiyon yetenegi
kaybolur. Yao ve ark. (2010), B. bassiana ve M. anisopliae'nin en toleransl izolatlarinin
bile bir giin gilines 1513mma maruz kaldiginda hayatta kalmayacagini belirtmiglerdir.

Glclii gilines 1smnlarina maruz kalinan durumlarda gerceklesen bu inaktivasyon ve



cimlenme gecikmesi biyoinsektisit olarak kullanilan bu organizmalarin verimliligini

azaltir (Braga vd. 2002).

Gilines 1smnlart igerisinde ozellikle UV-A ve UV-B fungal iireme yapilarinin
iizerindeki en biiyilik Oldiiriicii faktordiir ve mikoinsektisidlerin dogal ortamda kalic
olamamasimdan sorumludur. UV-A 1simnlar1 (320-400 nm) giinesten gelen toplam UV
isinlarmim  yaklasik  %95°in1  olusturur ve konidi Oliimleri ve ¢imlenmenin
gecikmesinden sorumludur (Braga vd. 2001a). Fakat UV-B ismlarmin (280-320 nm)
daha zararli oldugu kabul edilir (Moore vd. 1993). UV-B isinlar1 direkt olarak
entomopatojen funguslarin konidilerinin alan sartlarindaki canliliginin azalmasi ile
iligkilidir (Fargues vd. 1997). UV-B radyasyona dayanikli izolatlarin segilmesi ve
biyopreparatlarn  formiilasyonlarina UV koruyucularm  eklenmesi  yoluyla
entomopatojenlerin dogal sartlardaki kaliciligini ve hedef zararlilara karsi etkinligini
arttirmak miimkiin olabilir (Fargues vd. 1996). Bu nedenle ¢ogu c¢alisma genel olarak
UV-B zararinm iyilestirilmesi {izerine odaklanmis (Jaronski 2010) ve entomopatojen
fungus konidilerinin yapay veya dogal UV 1sik kaynaklarma dogrudan maruziyetinin

etkileri arastirilmistir (Edgington vd. 2000; Morley-Davies vd. 1995).

B. bassiana’nin etkin kullanimi konidilerin canli kalma ve hedef zararliy1 enfekte
yetenegine baghdir (Inglis vd. 1997a). Ayrica alan uygulamalarinda konidi canliliginin
korunmas1 ve siirekliligi entomopatojenik funguslarin etkililigini etkileyen kritik
faktorlerdir (Thompson vd. 2006). Giines 1sinlarinin entomopatojen funguslarin
dogadaki kaliciligina etkisi biyopreparatin formiilasyona (Alves vd. 1998; Edgington
vd. 2000) ve fungusun tiiriine (Ignoffo ve Garcia 1994) gore degisiklik gosterir. UV-B
isinlarindan korunmayi saglamak igin B. bassiana formiilasyonlar1 gereklidir. Boylece
konidilerin canliligi ve etkinligi arttirilabilir (Posadas vd. 2012). Bu nedenle,
formiilasyonlarda fotokoruyucu ajanlarin kullanimi gibi koruyucu Onlemler gereklidir

(Edgington vd. 2000; Reddy vd. 2008).



1.2.6. Entomopatojen funguslarin formiilasyonlari

Funguslar UV’ye duyarlidir. Formiilasyonlar fungal entomopatojenlerin dogal
kosullar altinda basarili olmasinda 6énemli rol oynar. Giines 151¢1n1n zararl etkilerinden
dolayr mikrobiyal kontrol ajanlarinin arazideki kalicilig1 azalir. Bu nedenle ¢iftgiler
mikrobiyal kontrol ajaninin arazideki popiilasyonunun siirekliligini saglamak igin art
arda uygulama yapmak zorunda kalabilir ve bu durum fazladan is giicii ve maliyet
getirir. Arazi sartlarinda konidilerin canliligini1 devam ettirmek i¢in, UV radyasyondan
koruyucu formiilasyonlara sahip biyopreparatlarin kullanimi 1yi bir alternatiftir (Jones,
K.A. ve Burges, H.D. 1998; Batista vd. 1998). Bu nedenle biyopreparat iireticileri ¢esitli
UV koruyucu o6zellikte katkilarla formiilasyonlar1 gelistirmektedirler (Edgington vd.
2000; Leland ve Behle 2005).

Entomopatojenleri iceren biyopreparatlar genelde 1slanabilir toz formunda ya da
yagl siispansiyonlar halinde hazirlanir (Faria ve Wraight 2007). Islanabilir toz
formiilasyonlar kurutulmus fungal lireme yapilarindan hazirlanir, suda siispanse edilir
ve bu siispansiyon uygulama icin kullanilir. Her iki ¢esit slispansiyon da tipik olarak
sprey seklinde uygulanir. Yag tabanli formiilasyonlarin kullanimi bazi durumlarda bitki
tizerinde fitotoksik etkilere neden olabildiginden (Hoy 2008) ¢ogu durumda 1slanabilir
toz formulasyonlar avantajli olabilir (Jackson vd. 2010). Ayrica Beauveria spp.
konidileri sulu formiilasyonlara gére yagh formiilasyonlarda canliligini1 daha uzun siire
koruyabilir (Bateman vd. 1992). Su anda mevcut olan ticari biyopreparatlar arasinda
yaklasik %25°1 yagl formiilasyonlardan, kalan %751 ise herhangi bir katki maddesi
icermeyen lrlinlerden olusmaktadir (Faria ve Wraight 2007; Michereff vd. 2009).

UV’ye dayanikliligin arttirilmasinda yapilan c¢alismalar, ¢esitli ylizey aktif
maddelerin, UV koruyucu kimyasallarin ya da ¢esitli formiilasyon katkilarmimn
denenmesi seklinde olmustur (Lee vd. 2006; Hedimbi vd. 2008). Alternatif olarak
enkapsiilasyon yontemi ile hazirlanan formiilasyonlarda ise formiilasyonlar jelatin,
nigasta, selilloz ya da sodyum alginat igerisinde tutuklanmig mikroorganizmalardan
hazirlanir (Burges 1998). Her bir partikiil yiizlerce konidi igerir ve direkt kullanima

hazir oldugu i¢in herhangi bir sivida siispanse etmeye gerek duyulmadan topraga, hedef



zararliya ve hatta bitkiler tizerine bile uygulanabilir (Burges 1998). Kullanilan diger
katkilar ise cesitli yonlerden UV’ye kars1 dayaniklilik saglar. Ornegin, kil partikiilleri
giines 15181 engelleyici olarak davranir ve UV isinlarina maruz kalan konidiler i¢in
koruma saglar. Kilin bu engelleyici etkisi yagm absobsiyon 6zelligi ile birlikte konidi
canliligin1 6nemli Glglide arttirir. Optik yansitic1 katki ise UV 15181 sogurucu 6zellik
gostermektedir. Tinopal gibi bilesenlerde UV-B radyasyonunu absorbe ederek
korumaya katkida bulunur. (Inglis vd. 1995a; Thompson vd. 2006).

1.2.7. UV koruyucu pigmentler

Renk maddeleri, bitkisel, hayvansal, inorganik ya da mikrobiyal bir kaynaktan
elde edilen ekstraksiyon, izolasyon, sentez veya benzeri islemlerle yapilan boya,
pigment veya diger maddelerdir. Gida, ilag, kozmetik veya insan viicudunda
uygulandiginda ya da eklendiginde renk (tek basma veya reaksiyon yoluyla)
karakteristik bir 6zellige sahiptir (Anonymous, 1995). Renk verme 6zelligine sahip
pekcok madde molekiil yapilarindaki farkliliklar nedeniyle farkh fiziksel, kimyasal ve
fizikokimyasal Ozelliklere sahiptirler ve bu 6zellikler onlarin hangi tip {riinlerde ve

hangi amagla ne sekilde kullanilacaklarmi belirlemektedir (Sajilata vd. 2008).

Renk, genellikle duyular tarafindan algilanan 6nemli bir bilesendir. Yapay
renklerin toksisitesine karsi artan bilinglenme ile pigmentlerin dogal kaynaklardan
iiretilmesi i¢in talep artmustir. Dogal renkler genellikle meyve, sebze, kok gibi bitkisel
kaynaklardan elde edilir. Biyolojik kokeni nedeniyle "biyo renkler" denir. Dogal

renklere gida, ilag, kozmetik, tekstil ve boya sanayinde artan bir talep vardir.

Mikrobiyal pigmentler, hi¢cbir mevsimsel tiretim sorunu gostermediginden ve
yiiksek verimlilik saglamalar1 nedeniyle bitki veya hayvanlardan elde edilen dogal renk
katki maddeleri i¢in umut verici bir alternatiftir. Pigment iireten mikroorganizmalar;
dogada yaygin olarak bulunan maya, kiif, bakteri ve mikro alglerdir (Goswami vd.
2010).
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Dogal pigmentler iki ana kaynaktan, bitki ve mikroorganizmalardan elde
edilebilir. Bitkilerden elde edilen dogal pigmentlerin degisken 151k, 1s1 ya da pH’ya kars1
stabil olmamasi, suda ¢Oziinmesi ve yil boyunca elde edilememesi gibi bir¢ok
dezavantaja sahiptirler. Mikroorganizmalardan {iretilen pigmentler daha stabil ve islem
basamaklarinda daha sistematik olmasi nedeniyle biiyiikk ilgi gormiistiir. Hava
kosullarindan bagimsiz, ucuz kiiltiir ortamlarinda mikroorganizmalarn kolay ve hizli
gelismesi mikroorganizmalardan pigment Uretiminde avantaj saglamistir. Boylece,
mikrobiyal pigment tretimi ¢esitli endiistriyel uygulamalar1 igin gelisen arastirma

alanlarindan biri olmustur (Venil ve Lakshmanaperumalsamy, 2009).

Laboratuvar calismalarinda iretilen birgok patojenik mikroorganizmanm ortak
ozelliklerinden bir tanesi de kolonilerinin sahip oldugu renklerden kolay ayirt
edilebiliyor olmasidir. Pigmentasyon cesitli renk tonlarmmdadir ve muhtemel klinik
tanilarda renkten faydalanilir. Mikrobiyal pigment {retiminde son zamanlardaki
biyokimyasal ve genetik tabanli ilerlemeler, bazen renklerin segici 151k absorbansi
tarafindan yansiyan 1s18in renkleri degistirmesini ortaya koyar. Cogu durumda,
mikrobiyal pigmentler bagisiklik sistemi tarafindan veya sitotoksik veya tesvik edici
ozellik gostermeleri ile patojenlerin hastalik yapmasina katkida bulunur (Liu ve Nizet,

2009).

Mikroorganizmalar, antibiyotikler, enzimler, vitaminler, tekstiir ajanlar1 gibi
molekiillerin {iretimi amaciyla uzun siireden bu yana kullanilmaktadir. Renk maddeleri,
bitki veya mikroorganizma gibi biyolojik kaynaklardan elde edildigi zaman dogal
olarak kabul edilir. Mikrobiyal pigmentlerin birgogu sadece renklendirici ajan olarak
kullanilmaz bunun yani sira bu pigmentler anti-kanser, anti-oksidan, anti-inflamatuar,
anti-mikrobiyal ve anti-UV o&zelligede sahiptirler. Giiniimiizde gida, kozmetik veya
tekstil uygulamalarinda kullanilmak iizere bazi mikrobiyal pigmentlerin sanayi bazinda
dretimleri yapilmaktadir. Dogada renk bakimindan zengin ve pigment iireten
mikroorganizmalar  (kiifler, ~mayalar ve  bakteriler) olduk¢ca  yaygindir.
Mikroorganizmalar karotenoidler, melaninler, flavinler, kinonlar, prodigiosinler ve
ozellikle monaskinler, viyolaseyin veya indigo gibi ¢esitli pigmentleri sentezlemektedir

(Venil ve Lakshmanaperumalsamy, 2009).
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Avrupa’da mikroorganizmalar kullanilarak pigment iiretiminde ilk basarili
calisma, Blakeslea kiifiinden B-karoten elde edilmesiyle saglanmistir. Bu yeni kaynak
1995°te Avrupa Gida Katki Maddeleri listesinde yer almigtir. AB Saglik ve Tiiketiciyi
Koruma Dairesi, bu yolla sentezlenen B-karoteni kimyasal yollarla iiretilene esdeger
kabul etmistir ve bu nedenle renklendirici olarak kullanimina izin vermistir (Dufosse

vd. 2005).

Sekil 1.3. Cesitli mikroorganizmalar tarafindan tiretilen pigment renkleri

Dogada birgcok bakteri, alg, kiif ve mayanin yapisinda -karoten bulunmaktadir.
Biyoteknolojik olarak en ¢ok calisma Phycomyces blakeleeanus (Mucoraceae) ve
Blakesleea trispora (Choanopheraceae) lizerinde yapilmistir. Bunun yaninda Mucor
mucedo, Ustilago violaceae, Neurospora crassa, Fusarium aquaeductum, Choanophora
cucurbitarum kiifleri, Rhodotorula mayalari, Dunalinella salina ve Dunalinella

bardawill mikroalglerinin de B-karoten sentezledigi belirtilmistir.

Farkli mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen bazi pigmentler ve bu

pigmentlerin sahip oldugu biyoaktiviteleri Cizelge 1.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.1. Pigment {ireten mikroorganizmalar ve Onerilen biyoaktiviteleri

Pigment Renk Mikroorganizma  Aktivite Referans
Astaxanthin Pembe- Haematococcus Anti-oksidan, Reyes
Kirmizi pluvialis UV-koruyucu vd. 1996
Canthaxanthin Turuncu Bradyrhizobium Anti-oksidan, Chew
spp. Anti-kanser vd. 1998
Undecylprodigiosin ~ Kirmizi Streptomyces spp.  Anti-bakterial, Stankovi
Anti-oksidatif, c vd.
UV-koruyucu 2012
Xanthomonadin Sar1 Xanthomonas UV-koruyucu Rajagopa
oryzae | vd.
1997
Ankaflavin Sar1 Monascus spp. Anti-timor, Hsu vd.
Anti- inflamatuvar 2011
Riboflavin Sar1 Ashbya gossypi Anti-kanser, Hong vd.
Anti-oksidan, 2008
Kardiyovaskiiler
hastaliklara kars1
koruyucu
B-karoten Sari- Mucor, Neurospora Anti-kanser, Costa vd.
Turuncu crassa Anti-oksidan 2005
Dufossé
2009
Astaxanthin Kirmizi Phaffia rhodozyma, Anti-oksidan, Ramirez
Xanthophyllomyces UV-koruyucu vd. 2000
Flores
Cotera
ve
Sanchez
2001
Melanin Siyah Saccharomyces, UV-koruyucu Vinarov
Neoformans vd. 2003
Likopen Kirmizi Fusarium Anti-kanser, Giovann
Sporotrichioides, Anti-oksidan ucci vd.
Blakeslea trispora 2002
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1.2.8. Fungal pigmentler

Diinya flizerindeki ¢ogu fungus biyoiiretim i¢in bir potansiyele sahiptir ve
organizmalarin Ozellikle de insan sagligi ilizerindeki dneminin bilinmesiyle birlikte,

fungal pigmentlerin iiretimi izerine odaklanmis arastirmalar hizla yayginlasmaktadir.

Pigmentler stres kosullar1 altinda (besin kaynaklariin azalisi, ¢evre kosullarinin
kotiilesmesi vb.) miselyum tarafindan tretilen ikincil metabolitler olarak kabul edilir.
Pigmentler funguslari; glines 15183min ve UV-radyasyonun zararh etkilerine karsi ve
bakteri ve bocek saldirilarina karsi koruyabilir. Funguslardaki pigmentasyon funguslarin

alkali ile muamele edilmesine ve kiiltiir yasina bagli olarak degisebilir.

En yaygm fungal pigmentler karotenoidler (turuncu kirmizi), melaninler (koyu
kahverengi pigmentler), likopen (koyu kirmizi) ve ksantofillerdir ve bu pigmentlerin

varlig1 funguslarin yasam stiresi ve spor direncini arttirmak acgisindan énemlidir.

Temel besin kaynaklarinin azalmasi durumunda fungus miselyumlar1 koti
sartlarda hayatta kalmak i¢in bu pigmentleri liretir. Fungus tiirleri birka¢ farkl pigment
karisimini bilinyesinde barindirabilir, 6rnegin karotenoidler: B-karoten (turuncu), y-
karoten (kirmizimsi turuncu), likopen (koyu kirmizi) olarak bulunabilir. Bunlara ek
olarak ksantofiller de baskin olabilir. Karotenoidler, fungus miselyumlarini zararl
giines 15131 ve UV 1s131indan koruyabilir. Ote yandan, spor ve hif duvarlarmda bulunan
melanin ve sporopollenin gibi pigmentlerde radyasyon ve kurakliga karsi koruma

saglayarak fungusun yasam siiresini uzatabilir.

Radyasyona kars1 daha direngli olan pigmentli sporlarin tiirii ve miktar1 yiikseklik,
enlem, mevsim ve diger yerel faktorlere baghdir. Harki vd. (1997) yaptiklar1 ¢alismada,
Tuber melanosporum’un dogal ve sentetik pigmentleri ayni fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahip olmalarina ragmen pigmentin nitrojen Onciilleri ve diskolorasyon

zamaninda 6nemli bir degisikligin oldugu gézlemlenmistir.
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Melanin biyoloji diinyasinda bir¢ok fonksiyona sahip olaganiistii bir pigmenttir.
Melanin kotii cevresel kosullarda funguslarin hayatta kalmalar1 i¢in miicadele
yetenegini artirr. Melanin funguslarin UV 151k, iyonize radyasyon ve oksitleyici
ajanlarla bas edebilmesinde yardimci olur. BALB/c fareleri iizerinde yapilan son
aragtirmalarda melanin tiiketiminin deney hayvanlarinda canli kalma siiresini uzattigi ve
radyasyona maruz birakildiginda olusan etkileri azalttigi goriilmiistiir (Kunwar vd.
2012). Yapilan bir baska ¢alismada ise, Gliocephalotrichum 'dan elde edilen melaninin

radioprotektdr olarak rol oynadigi kanitlanmistir.

1.2.9. Giines 1s81n1n zararh etkileri ve karotenoidlerin UV koruyucu etkisi

— UVlsigina Maruz Kalma

A\

Elektronlarin Uyarnimasi

Pigmentler Vasitasiyla | Y.
Sensitizer
Koruma |

v
Singlet Oksijen ve diger ROS

v
— DNA LIPIDLER PROTEINLER

Sekil 1.4. UV 1smina maruz kalindiginda gerceklesen olaylarin sematik gosterimi

Giines 15181na maruz kalindiginda ¢esitli biyokimyasal olaylar gergeklesir. Uygun
dalga boyundaki bir 151k uygun bir kromofor ile ekilesir. Bu kromofor dogrudan hasar
gorebilir veya sonraki reaksiyonlar i¢in bir fotosensitor olarak islev goriir. Foto-
oksidatif siiregler, 1513a maruz kalan tiim dokularda bulunan oksijen varliginda
baslatilir. Bu siire¢ sonunda olusan reaktif oksiyen tiirevleri biyolojik molekiillere zarar

vererek onlarin fonksiyonlarmi zayiflatir.
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Cilt tizerinde goriilen glines yanig1 gilines 1s1gma asirt maruz kalindiginda goriilen
en yaygin hiicresel bir cevaptir. Cildin bu kizarikligi inflamatuvar yolaklarmin
uyartlmasindan kaynaklanir ki bunu bazen agrili kabarciklar ve ikinci dereceden

yaniklar takip edebilir. UV-B 15181, tipik bir giines yaniginin ana nedenidir.

Epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen sonuglara ilaveten in vivo ve in vitro
calismalardan elde edilen sonuclarla birlikte pigmentlerin 1513a karsi bir koruma

sagladig1 kanitlanmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Son yillarda entompatojen funguslarin UV 1smlarina dayanimlarinin arttirilmasi
lizerine arastirmalar yogunluk kazanmistir. Bu konu lizerinde yapilan bazi aragtirmalar

asagida Ozetlenmistir.

Inglis vd. (1995a), suda ve yagda ¢oziiniir birkag UV koruyucuyu laboratuvar
testlerinde degerlendirmis ve tanimlamistir. Umut verici koruyucular dis ortamda test
edildiginde korumanin derecesi biiyiik oranda diisiis géstermis olmasina ragmen %25
ila %37 oranlarinda koruyucu etki tespit edilmistir. Bu ¢alismada arastirmacilar tinopal
gibi su ile uyumlu optik yansiticinin ve kil ilavesinin B. bassiana konidilerinin dogal

kosullardaki kaliciligini arttirdigini gostermistir.

Fargues vd. (1996), B. bassiana, M. anisopliae, M. flavoviride ve Paecilomyces
fumosoroseus tiirleri tizerinde UV radyasyonun etkisini degerlendirmek igin toz
halindeki konidileri 1, 2, 4 ve 8 saat boyunca UV 1smina maruz birakmislardir. Sonugta,
1 saatlik maruz kalma siiresi ile B. bassianammn M. anisopliae'ye kiyasla UV

radyasyona daha direncgli oldugunu ortaya koymuslardir.

Alves vd. (1998), yerfistig1 yaginin 4 ve 6 saat UV-B radyasyon uygulamasindan
sonra Metarhizium anisopliae konidilerinin etkili bir sekilde korundugunu bulmuslardir.
Inglis vd. (1996), aycicek yaginda hazirlanan B. bassiana konidilerinin sulu
formiilasyona gore UV uygulamasi altinda gekirge nimflerine karsi daha etkili oldugunu
gostermislerdir. Benzer etkiyi Leemon ve Jonsson (2008), kanola yaginda siispanse

edilmis konidiler ile gdzlemlemislerdir.

Edgington vd. (2000), giines 15181 ya da UV 1s18ina maruz kalan B. bassiana
konidilerinin hizli bir sekilde inaktive oldugunu bulmustur. Ancak UV koruyucu

maddelerin eklenmesiyle bu inaktivasyon azaltilabilinecegini vurgulamiglardir.

Leland vd. (2004), B. bassiana sporlarini hem suda ¢oziiniir hem de ¢oziinmeyen

formdaki lignin polimeri ile sprey kurutma teknigi kullanarak kaplamistir. Bu sporlar
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hem suda hemde yagda siispanse edilerek solar radyasyonun spor canliligina ve Lygus
lineolaris kars1 olan patojenitesine etkileri arastirilmistir. Kontrol olarak kaplanmamis
sporlar kullanilmigtir. Bu ¢alismada da elde edilen formulasyon UV ye karsi iyi bir

koruma saglarken, patojeniteyi olumsuz etkilemistir.

Leland vd. (2005), B. bassiana konidilerini sprey kurutma teknigi kullanarak
lignin polimerine tutuklamis ve 4 ile 48 saat arasindaki UV uygulamalarinda konidilerin
UV hasarindan korundugunu tespit etmislerdir. Fakat bu formulasyon fungusun

patojenitesinde 10 kat azalmaya sebep olmustur.

Thompson vd. (2006), farkli UV koruyucu ozellikte katkilarin B. bassiana
konidilerinin ¢imlenmeleri tizerindeki etkisini arastirmislardir. Bu koruyuculardan optik
yansitict 6zelligi gosteren katki ve magnezyum silikat kil katkist yagl formulasyona
eklendigi zaman konidi canliligim1 onemli bir sekilde arttwrmistir. Kullanilan kil
partikiilleri giines 1s1g1n1 bloklayici bir 6zellik gosteririken, optik yansitici katki ise UV
15181 sogurucu Ozellik gostermektedir. Arastirmacilar yagli formulasyonda bu katki
maddelerinin ilavesi ile konidi canlhiliinda yaklasik %10 oraninda bir artis

gozlemlemiglerdir.

Hedimbi vd. (2008), M. anisopliae konidilerini %3 oraninda iki ticari giines
koruyucu ilavesi ile hem sulu hem de yaglh formulasyonlar halinde hazirlanmis ve 5
saate kadar yapay UV kaynagina maruz birakmislardir. 5 saatin sonunda yagh
formulasyonlarda kontrole gore 10 kat ¢gimlenmede artis gozlemlemislerdir. Ayrica
yazarlar katkilarin konidi canliligini etkilemediklerini ve konidilerin Rhipicephalus

evertsi larvalarina karsi patojenitelerini diistirmedigini vurgulamiglardir.

Reddy vd. (2008), B. bassiana konidilerinin tinopal sayesinde UV ismlarindan
onemli oranda korunabilecegini gdstermistir. Arastirmacilar konidilerin dogal giines
1s18ina maruz birakildigi durumda tinopal sayesinde LT50 degerinin %26 oraninda

arttigini ifade etmislerdir.
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Costa vd. (2012), Clonostachys rosea iizerinde UV radyasyonun etkisini
calismislar ve konidial ¢imlenmenin UV 1ginimut ile ters orantili oldugunu bulmuslardir.
Ayrica arastirmacilar en yiiksek ¢imlenmeyi en diisiik UV dozlarinda gézlemlemis ve

UV duyarliligmin izolatlar arasinda degisim gosterdigini vurgulamiglardir.

Posadas vd. ( 2012), Rhipicephalus microplus’a kars1 viriilansliklari i¢in segilen 6
B. bassiana izolatma ait konidilerin UV-B’ye kars1 dogal toleranslarini ve yag ile diger
katkilarmm UV koruyucu o6zelliklerini degerlendirmislerdir. Sonugta izolatlarin dogal
toleranslar1 arasinda ytiksek cesitlilige raslamislardir. Bununla birlikte ay¢icegi, misir ve

soya yaglarinin en etkili UV-B koruyucular olduklarini vurgulamislardir.

Rodrigues vd. (2016), B. bassiana ve M. anisopliae entomopatojen funguslarmin
serbest haldeki ve sodyum alginat ile tutuklanmis konidilerinin UV radyasyona
dayanimlarim1 ve Diatraea saccharalis’e karsi patojenitlerini arastirmislardir. Sonugta
serbest haldeki konidilerin ¢imlenme oranlar1 5 dakikalik UV uygulamasi sonucu, B.
bassiana i¢in %94’ten %52 ye, M. anisopliae i¢in %96’dan %54’c¢ diismiistiir.
Tutuklanmis konidilerin UV radyasyona kars1 biiyiik dl¢iide korundugu ve uygulama
sonrasi canli kalabildikleri goriilmistiir. Ayrica B. bassiana’nin tutuklanmis konidileri
Diatraea saccharalis’e karst %79.6 oOlime neden olurken; M. anisopliae’nin

patojenitesi %10 olarak kaydedilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Tez c¢alismasi boyunca kullanilan cihazlar asagida Cizelge 3.1°de kullanim

amaglari ile birlikte listelenmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmalar sirasinda kullanilan cihazlar

Makine ve Techizat

Kullanim Amaglan

PZR Cihaz1 (QIAGEN)

Jel Goriintiileme Cihaz1 (BIO-RAD)
Sogutmali Kuru Blok (BIOER)

Yatay Elektroforez Sistemi (BIO-RAD)

Analitik Terazi (SHIMADZU / ATX-224)
Inkiibatér (MEMMERT IN55)

Mikrodalga Firin (ARCELIK)
Rotary evaporator
Calkalamali inkiibatér (LABART / ZWY -

2102C)

Sogutmali Santrifiij (HETTICH / 320R)
UV-Visible Spektrofotometre
(THERMO)

Homojenizator (QAGEN /
TISSUELYSERLT)

Mikroskop (CARL ZEISS)

Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-
110, JAPONYA)

pH metre (OHAUS)

Saf Su Cihazi (NUVE NS 112)

Mikrobiyolojik Kabini

(ESCO/AC2-4E1)

Emniyet

ITS bolgesinin ¢ogaltilmasinda

Cogaltilan bolgenin goriintiillenmesinde
DNA izolasyonunda

Genomik DNA’nin ve PZR firiinlerinin
yiiriitiilmesinde

Cozeltilerin hazirlanmasinda
Mikroorganizmalarin izolasyon ve
saflastirilmasinda

Agaroz jelin hazirlanmasinda

Pigment saflastirma basamaklarinda
Pigment iiretimi asamasinda

Pigment saflastirma basamaklarinda
DNA miktarmin 6l¢timiinde

DNA izolasyonunda

Funguslarin incelenmesi ve spor sayiminda
Sterilizasyon iglemlerinde

Besiyeri ve diger cozeltilerin
hazirlanmasinda
Besiyeri ve diger cozeltilerin

hazirlanmasinda ¢6ziicii olarak kullanilacak
distile suyun temininde

Mikrobiyolojik islemlerin aseptik sartlarda
gerceklestirilebilmesinde
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3.1.2. Cahismada kullanilan mikroorganizmalar

Tez galismasinda Pristiphora abietina larvalarindan izole edilerek kiiltiire alinmis
PAF04 koleksiyon numarali B. bassiana izolati (GenBank Erisim Num. KT962854.1)
kullanilmustir. Bu izolatin 6zelligi ¢esitli takimlardan zararlilara karsi entomopatojenik
etkiye sahip olmalaridir (Ortiicii ve Iskender 2017). Ayrica pigmentin anti bakteriyel
etkilerini arastirmak igin, iki Gram-pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve
Enterococcus faecalis ATCC 29212) ve iki Gram-negatif (Escherichia coli ATCC
25922 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) bakteri ile birlikte antifungal
etkisinin arastirilmasi i¢in ise Candida albicans ATCC 90028 susu kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan besiyerleri ve kimyasallar

Funguslarin izolasyon, saflastirma, teshis ve yetistirme islemleri sirasinda
kullanilan czapek dox agar, patates dekstroz agar (PDA), Rose Bengal Kloremfenikol
Agar (RBCA), sabouraud-2% dextrose agar besiyerleri, dekstroz, agar ve Tween 80
Merck (Almanya); mineral tuzlar ve molekiiler sarf malzeme Sigma (Almanya)
firmasindan saglanmistir. Kullanima hazir olan dehidre besiyerleri iiretici firmanin
onerdigi sekilde hazirlanmistir. Malt yeast extract broth besiyeri (MYEB) ise litrede 10
gr glikoz, 5 gr pepton, 3 gr yeast extract ve 3 gr malt extract saf suda ¢6ziilmiis ve pH’s1

6.2’ye ayarlandiktan sonra otoklavda steril edilerek hazirlanmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Pigment iireten funguslarin izolasyonlar ve pigment ekstraksiyonu

Orneklem bolgesi olarak hem giines alma saati agisindan hem de rakim olarak
Tiirkiye ortalamasinin iizerinde olmasindan dolayr Erzurum ili se¢ilmistir. Bu iki
parametre pigment lireten ve UV 1smlara dayanikli olan organizmalarm izolasyonu i¢in
onemlidir (Pagano ve Dhar 2015). Bu nedenle Erzurum Merkez’de 1800 metre ve tizeri
rakima sahip bdlgelerden yiizey topraklar1 alinarak, steril polietilen torbalara konuldu.

Ardindan laboratuvara getirilen toprak 6rneklerinden hazirlanan dilisyonlar bakterilerin
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gelisimini inhibe eden ve funguslarin gelisimini smirlayarak saflastirilmalarini
kolaylagtiran RBCA ve PDA’ya yayma plak yontemi ile ekildi. Petriler 10 giin siire ile
incelenerek, pigment olusturdugu goézlenen filementéz fungus ve mayalar arka arkaya

yapilan pasajlar sonucu saflastirildi.

Izole edilerek saflastirilan pigment iiretici funguslardan pigment ekstraksiyonu
Peterson vd. (1954) tarif ettigi metot modifiye edilerek gergeklestirildi. Kisaca, elde
edilen izolatlar 100 ml MYEB (Yadav ve Prabha 2014) besi ortaminda 3 ila 7 giin siire
boyunca inkiibe edildi. Ardindan kiiltiir santrifiij edilerek siipernatant atildi, pelet
homojenizatorde 30 dakika boyunca muamele edilip, hiicrelerin pargalanarak pigmentin
aciga ¢ikmasi saglandi. Elde edilen hiicre homojenizatinin iizerine 20 ml aseton
eklenerek vortekslendi ve tekrar santrifiij edildi. Aseton fraksiyonu ayirma hunisine
aktarildi ve lizerine tekrar 20 ml aseton eklenerek ¢alkalandi. Ardindan 25 ml petrol
eteri ilave edilerek karistirildi ve iizerine 25 ml su eklendi. Bir siire calkalandiktan
sonra, petrol eterini iceren iist faz yeni bir tlipe alind1 ve rotary evaporatorde 50°C petrol

eteri uguruldu ve elde edilen pigmentler DMSO’da ¢o6ziildii.

3.2.2. Elde edilen pigmentin UV-goriiniir bolge absorbsiyon ve TLC analizi

Pigmentin fizikokimyasal 6zelliklerini belirlemek amaciyla UV-goriiniir bolge
absorbsiyon analizi gergeklestirildi. Pigmentin (40 mg/ml, DMSO igerisinde
¢oziindiiriilmiis) UV-goriiniir bolge absorpsiyon analizi 400-700 nm dalga boyu
arahginda UV-Visible Spektrofotometre (Thermo) cihazi kullanilarak yapildi. Ayrica
ekstrakte edilen pigmentin safligi ince tabaka kromatografisinde (TLC) dogrulandi. Bu
amacla, sabit faz olarak silika jel yiiklii tabakalar (Merck, Almanya); haraketli faz
olarak da heksan/etil asetat (95:5 v/v) kullanildi. Pigment 6rnegi 4x7 cm olacak sekilde
hazirlanmus silika jel yiiklii plakalarmnin tizerine otomatik pipet ile (1 ul) damlatildi.
Ornek kuruduktan sonra kapali bir kapta bulunan hareketli faz1 iceren ¢oziicii icerisine
konuldu ve ¢oOziiciinliin sabit faz {izerinde yiiriitiilmesi saglandi. Ardindan iyodin

buharina maruz birakilan TLC plakalar iizerinde bulunan spotlar goriintiilendi.
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3.2.3. Spor siispansiyonun hazirlanmasi

Calismada kullanilacak B. bassiana izolatlari, %2 maya ekstrakti eklenmis SDA
iceren 9 cm capindaki petrilere ekilerek, 25 °C’de iki hafta inkiibasyondan sonra
petrilere % 0.02 Tween 80’le hazirlanmis steril sudan 5 ml ilave edilip, steril 6ze ile
dikkatli bir sekilde kazmnarak sporlar hasat edildi. Daha sonra buradan alinan
stispansiyon 4 katli gazli bezden siiziiliip, hif par¢alarindan arindirilarak spor
siispansiyonu elde edildi. Siispansiyonun spor sayist Neubauer Hemositometrede
sayilip, gerekli seyreltmeler yapilarak, mililitrede 1x10” spor olacak sekilde
stispansiyonlar hazirlandi (Eken ve Hayat 2009). Hazirlanan siispansiyonlar ayni giin

icerisinde kullanilincaya kadar +4°C de sakland1 (Safavi vd. 2010).
3.2.4. Spor cimlenmesinin belirlenmesi

Hazirlanan spor siispansiyonlarimdan 0.1 ml alimarak SDA besiyeri iizerine
Dirigalski 6zesi yardimiyla yayildi ve 24 saat 25°C’de inkiibasyona birakildi. Ardindan
mikroskop altinda 400X biiylitmede ii¢ farkli mikroskop alaninda sayim yapildi. Spor
boyu kadar ¢imlenme tiipii olusturan sporlar ¢imlenmis kabul edildi (Safavi vd. 2010).

Cimlenme yiizdesi asagida verilen formiile gore hesaplandi (Lomer vd. 1998).

% c¢imlenme = [a/(a+b)] x 100
a; cimlenen spor sayisi

b; ¢imlenmeyen spor sayisi
3.2.5. UV radyasyonuna dayamkhhklariin belirlenmesi

B. bassiana izolatlarmin 1x107 spor/ml konsantrasyonda hazirlanan spor
stispansiyonlarindan 1 ml alinarak 24 kuyucuklu eliza plaklarina aktarildi, tizerine ml’de
0,5 mg, 1 mg ve 2,5 mg olacak sekilde pigment eklendi. Plaklarin kapaklar1 agilarak UV
lambasi altinda (Philips 35 W) 30 cm mesafeden 15, 30 ve 60 dakika boyunca UV’ye
maruz birakildi. Kontrol grubu aliiminyum folyo ile kaplanarak UV’den korundu.

Uygulamadan sonra petri kutular1 25°C’de 24 saat boyunca karanlikta inkiibasyona
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birakildi. inkiibasyon siiresinin sonunda her bir kuyucuktan alman siispansiyonlar lam
lizerine yayilarak mikroskop altinda incelendi. Cimlenen ve ¢imlenmeyen sporlar

sayilarak canlilik orani Lee vd. (2006)’ya gore asagida verilen formiille hesaplandi.

% Canlilik oran1 = (St / Sc) x 100
Sc; UV uygulanmayan kontrol grubundaki ¢imlenen spor sayisinin ortalamasi

St; UV uygulanan deney grubunda ¢imlenen spor sayisinin ortalamast
3.2.6. Pigmentin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

UV  koruyucu ozelligi belirlenen pigmentin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesi igin disk diflizyon metodu kullanildi (Bauer vd. 1966). Bu amagla tibbi ve
farmakolojik 6nemleri dikkate alinarak iki Gram-pozitif (Staphylococcus aureus ATCC
25923 ve Enterococcus faecalis ATCC 29212), iki Gram-negatif (Escherichia coli
ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) bakteri susu ile Candida
albicans ATCC 90028 secildi. Bakteriyel ve fungal stok kiiltiirler sirasiyla Mueller-
Hinton Agar (MHA) ve Sabouraud %2 Dextrose Agar (SDA) besi yerlerinde 37°C’de
bir gece inkiibe edildi. Elde edilen pigment 0,5 mg, 1 mg ve 2,5 mg olacak sekilde
dimetil siilfoksit (DMSO) de ¢oziildii ve siringa ucu filtreden gecirilerek steril edildi. Bu
soliisyonlar steril bos disklere emdirildikten sonra kurumaya birakildi. Negatif kontrol
olarak DMSO, pozitif kontrol olarak ampisilin antibiyotigi disklere emdirildi. Ardindan
diskler daha oOnceden test organizmalarmin yayma ekimlerinin yapildig1 petrilere
yerlestirilerek inkiibasyona birakildi. Bakteriler i¢in 24 saat, fungus icin 48 saat sonra

disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 milimetre cinsinden 6l¢iilerek kaydedildi.

3.2.7. Pigmentin B. bassiana’min miselyal gelisimine ve spor ¢imlenmesine
etkisi

UV koruyucu etkisi olan pigmentin ticari formiilasyonlarda kullanilabilmesi igin
B. bassiana’nin miselyal gelisimine ve spor ¢imlenmesine negatif etkisinin
bulunmamasi gerekmektedir. Bu amagla UV uygulamasinda kullanilan miktarlarda 0,5

mg, 1 mg ve 2,5 mg pigment DMSO da ¢dziilerek PDA besi ortamu iizerine yayilarak
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steril kabin igerisinde kuruyana kadar bekletildi. Ardindan B. bassiana izolatlarinin iki
haftalik kiiltiirlerinden mantar delici igne ile alinan 6 mm ¢apindaki disk iist yiizeyi besi
ortamina gelecek sekilde pigment ilave edilen petrilere yerlestirildi. Petriler 25°C’de bir
hafta inkiibasyona birakildiktan sonra koloni c¢aplari milimetre cinsinden oOlgiilerek,

miselyal gelisime etki yilizde inhibisyon olarak asagida verilen formiile gére hesaplandi.

(R2-R1)/R2 x 100 (Royse ve Ries, 1978),

Burada R1: B. bassiana’nin, pigment uygulamasi yapilan petride gosterdigi
maksimum biiylimenin yarigapmin milimetre cinsinden Olgiimii, R2 ise pigment

icermeyen ortamda, maksimum R1 degerinin 6l¢iildiigli andaki gelisimidir.

Pigmentin spor ¢imlenmesine olan etkilerini aragtirmak igin ise yine 0,5 mg, 1 mg
ve 2,5 mg pigment DMSO da ¢oziilerek PDA besi ortami iizerine yayilarak steril kabin
icerisinde kuruyana kadar bekletildi. Spor siispansiyonlarindan 0.1 ml alinarak bu
besiyeri lizerine Dirigalski 6zesi yardimiyla yayildi ve 24 saat 25°C’de inkiibasyona
birakildi. Ardindan mikroskop altinda 400X biiylitmede ii¢ farkli mikroskop alaninda
sayim yapildi. Hesaplamalar 3.2.3. spor ¢imlenmesinin belirlenmesi bashg: altinda
bahsedildigi sekilde yapildi.

3.2.8. Pigmentin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Toplam antioksidan kapasitesi (TAS) ticari olarak bulunan kit (Rel Assay
Diagnostics®) ile belirlendi. Bu deney kisaca su sekilde yapildi. 30 pl pigment 6rnegi
48 kuyulu plak tizerine alindi. 48°lik wellplate’in her kuyucuguna 500 ul reagent 1
soliisyonundan (Assay Buffer) ilave edilerek 660 nm’de ilk absorbansi okundu. Daha
sonra ayni kuyucuklara 75 pl reagent 2 (Prochromogen solution) soliisyonu eklendi. 5
dakika 37°C’deki inkiibasyonun ardindan 660 nm de ikinci kez dlgiim degeri alindi.

Ayni iglemler standart (1 mmol/L) ve su i¢in de yapilarak sonuglar hesaplandi.

Hesaplama;

Al= Birinci Absorbans degeri A2= Ikinci absorbans degeri
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A2-A1 = AADbs
Sonuglar = [(AAbs H20)-(AAbs Ornek)]/[(AAbs H20)-(AAbsStandart)]

3.2.9. Pigment iireten fungusun molekiiler karakterizasyonu

UV koruyucu etkisi belirlenen ve B. bassiana izolatlarinin gelisimini inhibisyona
ugratmayan pigment iiretici mayalarin molekiiler karakterizasyonu 18S-1TS1-5.8S-
ITS2-28S bolgesi hedeflenerek gergeklestrildi. Pigment tiretici mayalar, 50 ml patates
dextrose broth (PDB) besiyerinde 25°C de, 100 rpm de, 48 saat gelistirildi. Inkiibasyon
stiresinin sonunda elde edilen yaklasik 200 mg taze biyokiitle, homojenizasyona tabi
tutulduktan sonra UltraClean® Microbial DNA Isolation Kiti ile firma tarafindan
saglanan protokole gore DNA ekstraksiyonu yapildi. Izole edilen DNA’lar biitiinliigii ve
saflif1 agisindan  %0,8’lik agaroz jelde 75 V’da 60 dakika boyunca yiiriitiilerek
degerlendirildi.

Ardindan mikrofunguslarin molekiiler tanilamasinda yaygin olarak kullanilan
ITS1-5.8s-ITS2 ribozomal DNA bdlgesini hedef alan ITS1 (5TCC GTA GGT GAA
CCT TGC GG 3’) ve ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White vd. 1990)
primerleri kullanilarak cogaltim yapildi. Bu amagla, ITS bdlgesinin amplifikasyonu
icin, her iki primerden 2 pl, 5 ul 10x Taq buffer ve 2.5 U (0.5 ul) Taqg DNA polimeraz,
2 ul ANTP, 3 ul magnezyum kloriir, 4.5 ul kalip DNA ve 31 ul streril dH20 ile son
hacim 50 pl olacak sekilde tamamlandi. PCR dongiisii; baslangi¢ denatlirasyonu ic¢in
95°C’de 2 dakika, denatiirasyon i¢in 94°C’de 1 dakika, baglanma sathasi igin 55°C’de 2
dk, uzama igin 72°C de 3 dakika 35 dongii olarak ve son uzama ise 72°C’de 10 dakika

olarak programland1.

PCR iiriinleri %1 lik agaroz jelde, 1X TAE tamponu i¢cinde DNA markir1 ile 80
V’da 50 dakika boyunca yiiriitiilerek degerlendirildikten sonra PureLinkTM Quick PCR
purification Kit ile saflagtirililarak ticari bir firma (Thermo Fisher Scientific) araciligiyla
her iki primer ile DNA dizi analizi yaptirildi. Elde edilen sekans verileri BioEdit
programi ile birlestirildikten sonra BLASTN 2.2.26+ programi kullanilarak,
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GenBank’ta (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Zhang vd. 2000) olan tiirlerle karsilastirilarak ve

sekans verilerinin girigi gerceklestrildi.

3.2.10. istatistiksel analiz

Tez ¢alismasinda yapilan biitiin deneyler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi. Elde
edilen verilerin istatistiksel olarak 6nemli olup olmadiklari, SPSS 15 paket programi

kullanilarak, 0.05 6nem seviyesinde One Way ANOVA testi ile belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Pigment Ureten Funguslarin izolasyonlari ve Pigment Ekstraksiyonu

Tez caligmasi kapsaminda Erzurum Merkez’de 1800 metre ve iizeri rakima sahip
20 adet noktadan yiizey topraklar1 alinarak, steril polietilen torbalara konuldu. Ardindan
laboratuvara getirilen toprak 6rneklerinden hazirlanan dilisyonlar bakterilerin gelisimini
inhibe eden ve funguslarin gelisimini smirlayarak saflagtirilmalarii kolaylastiran
RBCA ve PDA besiyerlerine yayma plak yontemi ile ekildi. Petriler 10 giin siire ile
incelendi ve pigment iirettigi gdzlenen koloniler saflastirildi. izolasyonlar sonunda 2
filement6z fungus ile 6 maya ornegi saflastirildi. Elde edilen bu 8 izolat bir sonraki
denemeye alinmadan 6nce organik pigmentlerin ekstraksiyonunda yaygim kullanilan etil
asetat, 0,1 N HCI, 0,1 N HCl:Aseton (1:1), Aseton (% 99°luk), petrol eteri ve DMSO ile
muamele edilerek, pigmentin saflastirilabilirligi degerlendirildi. Bu asamada A2 ve A3
kodlu maya izolatlarinin basit ve ekonomik bir sekilde pigmentlerini ¢oziiciiye aktardigi

goriildiigii i¢in caligmanin bir sonraki basamaklar1 bu izolatlarla yiirtitiildii.

Sekil 4.1. Izolasyon petri goriintiisii ve izole edilen maya drnekleri

A2 ve A3 kodlu maya izolatlarinda pigment ekstraksiyonu Peterson vd. (1954),
tarif ettigi metot modifiye edilerek gergeklestirildi. Elde edilen pigmentler rotary
evaporatdrde 50°C’de yogunlastirildi ve DMSO’da ¢oziildii. Hazirlanan pigment
soliisyonu +4°C’de buzdolabinda renkli bir sisede saklandu.
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Sekil 4.2. Pigment ekstraksiyon deneylerinin gosterimi

4.2. UV-goriiniir bolge absorbsiyon ve TLC analizinin degerlendirilmesi

Mevcut tez  calismasinda, saflagtirllan  pigmentlerin  fizikokimyasal
karakterizasyonu igin UV-goriiniir bolge absorpsiyon analizi ile ince tabaka

kromatografi (TLC) analizi yapilmis ve analiz sonuglar1 Sekil 4.3’de gdsterilmistir.

A2 Pigment Abs

03

02

Abs degeri

01

400 500 600 700

nm

Sekil 4.3. A2 pigmentine ait UV absorbsiyon spektrumu ve TLC goriintiisii

Sekil 4.3’deki UV-vis absorpsiyon analizi, izole edilen A2 pigmentini 471 nm
dalga boyunda karakteristik bir absorpsiyon pikine sahip oldugunu gostermektedir. TLC
goriintiisiine bakildiginda ise, UV absorpsiyon analizini destekler nitelikte her iKi

pigmentin de tek spot olusturdugu goriilmektedir. Elde edilen verilere gore
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ekstraksiyonu yapilan pigmentlerin saf oldugu kanismna varidlmistir. Ayrica hem
pigmentlerin gosterdigi dalga boyu pikleri hemde TLC’de belirlenen Rf degerleri
dikkate alindiginda literatiirdeki p-karotenlere (Davoli ve Weber 2002) ait verilerle

uyum gostermektedir.

4.3. Spor Cimlenmesinin Degerlendirilmesi

Deneylerden dnce uygulanacak spor siispansiyonunun %95 ve lizeri ¢gimlenme
oranina sahip olmasi beklenir. Daha diistik degerler s6z konusu oldugunda, elde edilen
veriler, uygulanan konsantrasyonlar1 temsil etmez. Bu nedenle uygulamalar sirasinda
kullanilan spor siispansiyonlarinin ¢imlenme yetenekleri arastirilmig ve hazirlanan
biitiin spor silispansiyonlarinin %95 ve lizeri ¢imlenme yetenegine sahip oldugu

belirlenmistir.

4.4. UV Radyasyonuna Dayanikhiliklarinin Degerlendirilmesi

UV radyasyon uygulamasi i¢in Sekil 4.4°de verilen deney diizenegi hazirland:.

Deneyler sirasinda kabin icerisindeki sicaklik 24+1°C olarak 6l¢iildii.

Sekil 4.4. Steril kabin icerisinde UV radyasyonuna maruz birakilan sporlar
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Spor siispansiyonu uygulanan eliza plakalar1 15, 30 ve 60 dakika arasinda degisen
stirelerde UV radyasyonuna maruz birakildiktan 24 saat sonra yapilan sayim sonucu
elde edilen veriler, Lee vd. (2006) tarafindan teklif edilen formiile gére hesaplanarak

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. UV uygulamasindan sonra sporlarin canlilik orani (%)*

PaF04 0 dakika 15 dakika 30 dakika 60 dakika
kontrol (0 mg/ml) 77,4142 40,47+3,15% 39,58+1,5" 41,12+1,9"8
0,5 mg/ml 100°4 100°4 99,16+0,5* 86,13+2%
A2 1 mg/ml 96,15+2% 100* 98,25+1% 88,1543,48%
2,5 mg /ml 97,39+2,5% 93,82+2,31A 95,1345,5* 82,244,45%
0,5 mg/ml 83,51+10,2°* 14,28+8,36%® 15,12+0,5%® -
A3 1 mg/ml 82,5+4,12" 19,38+3,15% - -
2,5 mg /ml 88,07+3,6™ 20,77+5,23%® - -

*Ayni siitunda ve aymi satirda ayni kiigiik harfler ve ayni biiyiik harfler ile gosterilen degerler arasindaki
fark, istatistiksel olarak énemli degildir (p<0,05).

Alan uygulamalar1 sirasinda fungus sporlar1 ¢esitli bitki pargalar1 veya toprakta
dogrudan giines 1s181na maruz kalabilmektedir (Braga vd. 2001). Giinesten gelen UV
radyasyon ise, sporlarin canliliklarini kaybetmesine ya da ¢imlenme siiresinin uzmasina
neden olur (Fernandes vd. 2007). Giiglii giines 1smnlarma maruz kaliman durumlarda
gerceklesen spor canliliginin azalisi, biyoinsektisit olarak kullanilan bu organizmalarin
verimliligini azaltir (Braga vd. 2002). Cizelge 4.1. incelendiginde, PaF04 izolata ait
kontrol grubundaki konidilerin maruz kaldiklart UV radyasyon siiresi ile orantili olarak
canliligiin azaldig: goriilmektedir. Kontrol grubunda pigment ilavesiz ¢imlenme orani,
radyasyon uygulamasi olmadan (0 dakika) %77,41 olarak kaydedilmistir. Elde edilen bu
cimlenme orani SDA besiyerinde elde edilen %95 ve iizeri degerlerden oldukga
diistiktiir. Bu azalis ¢imlenme Ol¢limlerinin  alindigi1 deneylerin  farklilifindan
kaynaklanmaktadir. %95 ve flzeri degerler SDA besiyeri {izerinde uygun
havalandirmanin miimkiin oldugu sartlarda elde edilirken, %77,41 degeri ise eliza

plakalarinda tween 80 ilave edilmis steril fizyolojik su icerisinde elde edilmistir. Bu
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nedenle verilerdeki azalis deneysel farkliliklardan 6tiirii normal karsilanmistir. Bununla
birlikte ayni sartlarda pigment ilave edilerek gergeklestirilen (0 dakika) deneylerin
tiimiinde ¢imlenme oranlar1 %82,5 ile %100 arasinda degiserek pigment uygulanmayan
kontrol grubundan yiiksek ve istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (p<0.05). Bu durum
UV uygulamasidan bagimsiz bir sekilde pigmentin sulu siispansiyonlarda ¢imlenmeyi
tesvik ettigini gostermektedir. Pigmet ilavesiz kontrol grubunun 15, 30 ve 60 dakika UV
uygulamasi sonuglar1 ise 0 dakikaya gore dramatik bir bigimde azalarak %39,58 -
%41,12 oranlarina kadar diismiistiir. {lging bir sekilde bu ii¢ farkli UV uygulamasina ait
sonuglar kendi aralarinda degerlendirildiklerinde istatistiki agindan fark yoktur
(p<0.05). Rodrigues vd. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, B. bassiana
konidilerinin ¢imlenme oran1 5 dakikalik UV uygulamasi sonucu, %94’ten %52’ye
digmiistiir. Bilindigi lizere radyasyon toleransi hasar1 dnleyen, azaltan ya da onaran
savunma mekanizmalarini igeren karigik bir mekanizmadir (Chelico vd. 2006) ayrica

tiirlere gore de degisiklik gostermektedir (Fargues vd. 1996; Costa vd. 2012).

A2 ve A3 izolatlarina ait pigmentlerin tim uygulamalarda UV radyasyon
uygulamasi1 sonucu, sporlarim canlilik oranlar1 arasindaki fark istatistiki acidan
onemlidir (p<0.05). Pigmentler kendi aralarinda karsilastirildiginda ise, 15 dakika UV
radyasyonuna maruz birakilan 0,5 mg/ml konsantrasyonda A2 kodlu izolata ait
pigmentin eklendigi spor siispansiyonu 24 saat sonra %100 ¢imlenme oranina sahipken,
ayni konsantrasyonda A3 izolatina ait pigmentin eklendigi siispansiyon ise %14,28
¢imlenme orami goOstermistir. Aradaki bu farklilik, biyolojik miicadelede
kullanilabilecek potansiyele sahip funguslarin UV toleranslarinin arttirilmasinda katki

maddelerinin ne derece dnemli olabildigini gézler 6niine sermektedir.

Ayrica A3 kodlu izolata ait pigment uygulamasinin sonuglarma gore 6zellikle 60
dakika UV uygulamast sonucu B. bassiana sporlarinin tamamen inhibe oldugu
goriilmektedir. Bu durum muhtemelen bu izolata ait pigmentin zamanla ya da UV

etkisiyle etkinligini yitirdigini gostermektedir.

A2 kodlu izolata ait pigmentin ilavesi ile en iyi sonuglar elde edilmistir. PaF04

kodlu B. bassiana izolat1 30 dakika UV muamelesi sonucunda konidi ¢imlenme orani

32



%39.58’¢ diiserken; 0,5 mg/ml konsantrasyonunda A2 pigment ilavesi ile bu oran
%99.16 olarak kaydedilmistir. Cimlenme yiizdesindeki bu ~2,5 kat artig biyolojik
miicadele ajanlarmmin alan uygulamalarinda en biiyiik sorunu teskil eden UV
inhibisyonunun iyilestirilmesinde ¢ok umut verici sonuglar ortaya koymaktadir. Bu
nedenle ¢aligmalarin sonraki basamaklarinda A2 kodlu pigment ve bu pigmenti iireten

maya izolat1 ile devam edilmistir.

Bir ¢cok arastirmaci entomopatojenlerin dogal sartlardaki kaliciligini saglamak ve
hedef zararlilara kars1 etkinligini arttirmak i¢in biyopreparatlarin formiilasyonlarma UV
koruyucularin eklenmesi 6nermektedir (Fargues vd. 1996; Edgington vd. 2000; Reddy
vd. 2008; Posadas vd. 2012). Bu dogrultuda UV’ye dayanikliligin arttirilmasina yonelik
yapilan ¢aligmalarda, Inglis vd. (1995a), tinopal gibi su ile uyumlu optik yansiticinin ve
kil ilavesi ile B. bassiana konidilerinin dogal kosullardaki kaliciligini %25 ila %37
oranlarinda arttrmistir. Reddy vd. (2008), B. bassiana konidilerinin tinopal sayesinde
konidilerin dogal giines 1s18ina maruz birakildigt durumda LT50 degerinin %26
oraninda arttigin1 ifade etmislerdir. Thompson vd. (2006) ise, optik yansitict 6zelligi
gosteren katki ve magnezyum silikat kil katkis1 yagl formulasyona eklendigi zaman B.
bassiana konidi canliliginda yaklasik %10 oraninda bir artis gozlemlemislerdir. Sunulan
bu tez calismasinda ise Ozellikle 30 dakikalik UV uygulamasi sonucu A2 kodlu
pigmentin ilavesi ile spor ¢imlenmesi yaklasik %60 (~2,5 kat ) arttirilmistir. Yukarida
verilen ¢alismalar ile sunulan tez ¢alismasi arasindaki temel farkliliklar laboratuvarda
gerceklestirilen UV uygulamasi ile giines 1smlarma maruz birakilma ve UV
koruyucunun yapisi ya da mengeidir. Bilindigi gibi giines 1smnlar1 UV-A, UV-B ve UV-
C bilesenlerini igerir. UV-A 1smlar1 (320400 nm) gilinesten gelen toplam UV
iginlarinin ~ yaklasik  %95’ini  olusturur ve konidi Oliimleri ile ¢imlenmenin
gecikmesinden sorumludur (Braga vd. 2001a). Tez ¢aligmasinda uygulanan UV kaynagi
lamba 254 nm (UV-C) dalga boyunda isima yapmaktadir. Bu yoniiyle elde edilen
%60°lik koruyuculuk, dogal sartlarda ya da solar simiilatorle yapilacak deneylerde
muhtemelen diisiis gosterecektir. Fakat ikinci temel farklilik olan UV koruyucunun
mensei konusunda, kimyasal kullanilan diger c¢aligmalara gore organik tabanli bir

koruyucu kullanilmasi agisindan bu ¢aligsma {istiinliik gdstermektedir.
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4.5. Pigmentin Antimikrobiyal Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Biyolojik miicadelede kullanilan baz1 organizmalarm irettigi pigmentler
gosterdikleri antimikrobiyal etkilerle hedef zararlinin intestinal florasini baskilayabilir.
Bu baskilama entomopatojen tarafindan enfekte edilen zararliya karsi ikinci bir stres
faktorii olusturup, 6liimii hizlandirir (Amin vd. 2010). Bu nedenle UV koruyucu olarak
kullanilmas1 Onerilen A2 kodlu izolata ait pigmentin patojeniteye destek olabilecek

antimikrobiyal 6zellikleri de arastirildi.

S. aureus P. aeruginosa

Sekil 4.6. Pigmentlerin S. aureus ve P. aeruginosa’a karsi antimikrobiyal aktivite testi
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E. coli E. faecalis

Sekil 4.7. Pigmentlerin E. coli ve E fa¢alis>g kargs antimikrobiyal aktivite testi

A2 kodlu izolata ait pigmentin disk diflizyon metodu ile belirlenen aktivite
sonuglarina gore, pigment C. albicans’a karsi anti fungal 6zellik gostermedi. Bunun
yaninda gram pozitif E. faecalis ve gram negatif P. aeruginosa’ya karsi antibakteriyel
Ozellik gostermezken; gram pozitif S. aureus ve gram negatif E. coli’ye karsi
antibakteriyel 6zellik gdsterdi. Bakteriler i¢in 24 saat sonra dlgiilen inhibisyon zonlar1
dikkate alindiginda pozitif kontrol olarak kullanilan ampisilin 26 mm zon olustururken
A2’ye ait pigment E. coli’ye kars1 14 mm zon olusturdu. Diger taraftan S. aureus’a kars1
ampisilin 55 mm zon olustururken, A2’ye ait pigment 28 mm zon olusumuna neden
oldu. Mikrobiyal pigmentlerin bir ¢ogunun anti-UV o&zelliginin yaninda anti-kanser,
anti-oksidan ve anti-mikrobiyal 6zellige de sahip oldugu bilinmektedir (Venil ve
Lakshmanaperumalsamy, 2009). Stankovic vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada
Streptomyces cinsine ait bakterilerden elde edilen kirmizi karotenin UV-koruyucu
ozelliginin yaninda antibakteriyel 6zellik gosterdigi tespit edilmistir. Pigmentin sahip
oldugu bu 6zellik entomopatojenin 6ldiirme hizin1 (Amin vd. 2010) arttirarak, biyolojik

miicadele ajanina ek 6zellikler katar.
4.6. Pigmentin Antioksidan Kapasitesinin Degerlendirilmesi

Toplam antioksidan kapasitesi ticari olarak bulunan Rel Assay Diagnostics® Kiti
ile belirlendi. Sekil 4.8 incelendiginde, pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asite

kiyasla A2 pigmentinin gorece az olmakla birlikte antioksidan etkisininde oldugu
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gozlemlendi. Abiyotik faktorler arasinda glinesten gelen radyasyon reaktif oksijen
tiirlerinin tiretilmesine neden olur (Griffiths vd. 1998). Bu siire¢ sonunda olusan reaktif
oksijen tiirevleri biyolojik molekiillere zarar vererek onlarin fonksiyonlarini zayiflatir.
Antioksidanlar ise bu reaktif oksijen tiirlerini siipiirerek UV kaynakli hasarm Oniine
gecebilir. Bir calismada melanin pigmentinin UV 151k, iyonize radyasyon ve oksitleyici
ajanlarla bas edebilmesinde yardimci oldugu bildirilmistir (Kunwar vd. 2012). Bu
durumda anti-UV aktivite ve antioksidan Ozellik arasinda bir baglanti kurulabilir.
Nitekim yapilan ¢aligmalarda Astaxanthin (Reyes vd. 1996; Ramirez vd. 2000; Flores
Cotera ve Sanchez 2001) ve Undecylprodigiosin (Stankovic vd. 2012) pigmentlerinin de

anti-UV aktivitelerinin yan1 sira antioksidant aktivite gosterdikleri belirlenmistir.

TAS grafigi

mmol/L
o W K

Asc A2 A3

i

Unit= mmol/

Askorbik asit/A2 ve A3 pigmentleri

Sekil 4.8. Pigmentlerin ve askorbik asitin antioksidan aktivite testi ve sonuglar1

4.7. Pigmentin B. bassiana’mmn Miselyal Gelisimine ve Spor Cimlenmesine

Etkisinin Degerlendirilmesi

UV koruyucu etkisi olan pigmentin ticari formiilasyonlarda kullanilabilmesi i¢in
B. bassiana’nin miselyal gelisimine ve spor c¢imlenmesine negatif etkisinin
bulunmamasi gerekmektedir. Bu amagla 0,5 mg, 1 mg ve 2,5 mg pigment DMSO da
¢oziilerek PDA besi ortamu iizerine yayilarak steril kabin igerisinde kurumasi beklendi.

Ardindan B. bassiana izolatlarinin iki haftalik kiltiirlerinden mantar delici igne ile
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alman 6 mm ¢apindaki disk st yiizeyi besi ortamina gelecek sekilde pigment ilave
edilen petrilere yerlestirildi. Petriler 25°C’de bir hafta inkiibasyona birakildiktan sonra
koloni ¢aplart milimetre cinsinden Olgiilerek, miselyal gelisimine etkisi yiizde

inhibisyon olarak hesapland.

Cizelge 4.2. Pigmentin farkli konsantrasyonlarimin B.bassiana’nin miselyal gelisimine
etkisi *

PaF04
Yari ¢ap (mm) % inhibisyon % cimlenme
0 mg (kontrol) 15a Oa 100
0,5mg 15a Oa 100
1mg 14a 6,660 100
2,5mg 14a 6,660 100

*Ayn siitunda ayni harfler ile gosterilen degerler arasindaki fark, istatistiksel olarak onemli degildir
(p<0,05).

Sekil 4.9. Pigmentin farkli konsantrasyonlarmin B.bassiana’nin miselyal gelisimine
etkisi

Elde edilen verilere gore 0,5 mg/ml pigment uygulamasi miselyal gelisimin
inhibisyonuna neden olmadi, fakat 1 mg/ml ve 2,5 mg/ml pigmet uygulamalar: ise
%6,66 oraninda miselyal gelisimi inhibe etti. UV uygulamalar1 da dikkate alindiginda

ticari formiilasyonlarda 0,5 mg/ml pigment uygulamasi anlamli bulundu.

Pigmentin spor ¢imlenmesine olan etkilerini arastirmak i¢in ise yine 0,5 mg, 1 mg

ve 2,5 mg pigment DMSO da ¢oziilerek PDA besi ortami iizerine yayilarak steril kabin
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icerisinde kuruyana kadar bekletildi. Spor siispansiyonlarindan 0.1 ml alinarak bu
besiyeri lizerine Dirigalski 6zesi yardimiyla yayildi ve 24 saat 25°C’de inkiibasyona
birakildi. Ardindan mikroskop altinda 400X biiyiitmede ii¢ farkli mikroskop alaninda

sayim yapildi. Spor ¢imlenme etkisi yiizde inhibisyon olarak hesaplandi.

Cizelge 4.3. Pigmentin farkli konsantrasyonlarinin B.bassiana’nin spor ¢imlenmesine
etkisi *

PaF04
Sporlarin ¢imlenmesi (%) % inhibisyon
0 mg (kontrol) 1002 0?
0,5mg 1002 0?
1mg 1002 0?
2,5mg 1002 0

*Ayni siitunda ayni harfler ile gosterilen degerler arasindaki fark, istatistiksel olarak 6nemli degildir
(p=0,05).

Elde edilen verilere gore pigment uygulanmasi (0,5 mg, 1 mg ve 2.5 mg) spor
¢imlenmesinin inhibisyonuna neden olmadi. UV uygulamalar1 da dikkate alindiginda
ticari formiilasyonlarda pigment uygulanmasimin spor ¢imlenmesi iizerinde negatif bir

etkisinin s6z konusu olmadig1 anlasildi.

Bu iki deneyde 0,5mg pigment konsantrasyonunda kati kiiltiirden elde edilen
c¢imlenme ve miselyal gelisim inhibisyonunun olmamasi “4.4. UV Radyasyonuna
Dayanikliliklarinin  Degerlendirilmesi” bashiginda tartisildign tizere, pigmentin UV
uygulamasindan bagimsiz bir sekilde sulu siispansiyonlarda ¢imlenmeyi tesvik ettigi

fikri ile ¢celismemektedir.

4.8. Pigment Ureten Fungusun Molekiiler Karakterizasyonunun

Degerlendirilmesi

UV koruyucu etkisi belirlenen ve B. bassiana izolatlarinin gelisimini inhibisyona
ugratmayan pigment liretici A2 kodlu izolatin molekiiler karakterizasyonu 18S-1TS1-
5.8S-1TS2-28S bolgesi hedeflenerek gergeklestrildi. Bu amagla elde edilen Genomik
DNA, ITS1 (5'TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG 3°) ve ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White vd. 1990) primerleri kullanilarak hedef
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bolge ¢ogaltildi. PCR iirlinii %1 lik 1 x TAE tamponu i¢ginde DNA markir1 ile 80 V’da
50 dakika boyunca yiiriitiilerek dogruland1 (Sekil 4.8).

bp

Sekil 4.10. Cogaltilan 18S-1TS1-5.8S-1TS2-28S bolgesinin bant goriintiisii

Dogrulanan PCR iiriinii PureLinkTM Quick PCR Prufication Kit ile saflastirilarak
ticari bir firma araciligiyla her iki primer ile ¢ift yonlii olarak okutuldu. Elde edilen
sekans verileri BioEdit programi ile birlestirildikten sonra BLASTN 2.2.26+ programi
kullanilarak, GenBank’ta olan tiirlerle karsilastirildi (Zhang vd. 2000). A2 kodlu izolat
yapilan ITS sekans analizine ait kargilastirma sonuglarinin mikroskobik incelemelerle
desteklenmesi ile Sporobolomyces roseus olarak tanimlandi ve GenBank’a KY 705066

erisim numarasi ile kaydedildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Glines 1s1gindan kaynaklanan UV radyasyon sera ve tarla kosullarindaki
zararhlarin kontrolii i¢in glinese maruz kalan yerlere (6rnegin, yapraklar) uygulanan
entomopatojenik funguslarin canliligini etkileyen muhtemelen en zararli gevresel
faktordiir. Bu durumun {istesinden gelmeyi amaglayan mevcut durumdaki ¢aligmalar ya
UV’ye kars1 dogal bir toleransi olan izolatlarin veya suslarin se¢imine ya da solar
radyasyonu absorblayan ya da bloke eden UV koruyucu maddelerin eklenmesi ile

konidilerin yeniden formiile edilmesine odaklanmaktadir.

UV-toleransli suslarin veya izolatlarin secilmesi basit bir olgu degildir.
Funguslarin hemen hepsi UV’ye kars1 az ya da ¢ok tolerans sergilemektedirler, fakat
UV’ye karst olan bu tolerans tiirler arasinda ve tiir icerisinde ¢ok fazla cesitlilik
gostermektedir. Ortaya ¢ikan bu gesitlilik izolatlarin farkli gevresel kosullara kars1 dogal
adaptasyonunu yansitabilir. UV’ye karst onemli derecede dogal toleransi olan
izolatlarin segilmesi etkili biyolojik kontrol ajanlarinin gelistirilme asamasindaki en

Onemli adimlardan birisi olarak kabul edilir.

Diger yandan, entomopatojenik funguslarm UV’den korunmasimi saglamak i¢in
konidilerin formiile edilmesi de diisiiniilen bir diger yaklasim stratejisidir. Bu amacla
yapilan ¢aligmalarda, suya dayali olan formiilasyonlarla karsilastirildiginda yag tabanh
olarak formiile edilen konidilerin UV’ye kars1 olan toleransinda énemli derecede bir
artig saglandig1 gézlemlenmistir. Ayrica, konidial formiilasyona UV koruyucu ajanlarin
eklenmesi ile birlikte entomopatojenik funguslar iizerindeki UV radyasyonunun negatif
etkilerinin  kayda deger bir Olgiide azaltilabildigi gliniimiiz literatiiriinde

vurgulanmaktadir.

Bu uygulamalara ragmen birgok durumda olusturulan formiilasyonlar, konidilerin
alan etkinliklerinin ve patojenitelerinin diismesine neden olmaktadir. Bunun yaninda
tamamen dogal yollarla miicadele amaglanirken, biyopreparatlar igerisinde cesitli
kimyasal katkilarin kullanilmasi da kabul edilebilir bir durum degildir. Bu nedenle

pigmentler gibi UV koruyucu yeni dogal iirlinlerin kesfine ihtiyag¢ vardir.
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Bu bilgiler 1s1g1nda mevcut tez ¢alismasinda, iyi bilinen bir entomopatojen fungus
olan B. bassiana’nin ticari biyopreparatlarint giinesin zararl etkilerinden koruyabilecek
bir pigment ortaya konuldu. UV uygulamalar1 sonucu kontrole gore ~2,5 kat koruma
saglayan bu pigmentin molekiiler calismalar neticesinde S. roseus tarafindan tretildigi
tespit edildi. Ayrica bu tez ¢alismasindan elde edilen UV-goriiniir bolge absorbsiyon
analiz sonucuna gore bu pigmentin karotenoid grubu oldugu belirlendi. Fakat yinede bu
pigmentte bulunan karotenoid ¢esitlerinin  hangileri  olduguna iliskin ileri

karakterizasyon ¢aligsmalarina ihtiyag¢ vardir.

Bundan sonraki ¢aligmalarda bu pigmentin tez ¢aligmasinda onerilen 0,5 mg/mi
konsantrasyonda laboratuvar ve arazi kosullarinda patojenite testleri yapilmalidir.
Ayrica pigmentin ¢esitli gevresel sartlarda stabilitesi arastirilarak, endiistriyel boyuttaki

iiretiminde kiiltiir sartlarmin optimizasyonunun yapilmasi da dnerilmektedir.

Doga kosullarinda zararhilarin biyolojik olarak kontrol edilmesine yo6nelik
giniimiize kadar bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasma ragmen, entomopatojenik
funguslarin UV toleransini etkileyen kosullar ve ¢oztimleri ile ilgili kesfedilecek daha
bir¢ok seyin var oldugu unutulmamalidir. Mevcut tez kapsaminda elde edilen bulgulara
dayanarak, UV koruyucu ozelligi olan bu pigmentin bundan sonraki calismalarda
nanoteknolojinin de kullanilmasi ile birlikte fungal ajanlarin biyolojik aktivitesini
arttirarak endiistriyel boyutlardaki tretiminde yeni bir yaklasimm da Onerilebilecegi

kanaatindeyiz.
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EKLER

EK 1. Sporobolomyces roseus A2 izolatimin 1TS1-5.8S-1TS2 bélgesinin birlestirilmis
baz dizisi (GenBank No: KY705066)

TGTCCATTTAACTTGGAACCCGACCTTCTCACATCTAACCCTGTGCATCTGT
ATTTAATGGCGAGCAATTTTCGAATTGTGAGCCATTTCACTTTATAAACACT
AGTCTATGAATGTAAAATTTTTATAACAATAAAAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATCTTGCGCTCTCTG
GTATTCCGGAGAGCATGTCTGTTTGAGTGTCATGAATTCTTCAACCCAACTG
TTTCTTGTAAACAGCTGGTGTTTGGATTCTGAGCGCTGCTGGCTTCGTGCCT
AGCTCGTTCGTAATACATCAGCATCCCTAATACAAGTTTGGATTGACTTGGC
GTAATAGACTATTCGCTAAGGATTCAATGTTCTGCATTGAGCCAACTTAGTT
AAGGAAGCTTCTAATTGAAAAGTCTACCTTTATATTAAATCTCAAATCAGGC
AGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
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