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OZET

Penicillium mallochii’nin DNA BARKODLAMASI VE SURDURULEBILIR
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Fungal biyolojik kontrol ajanlarmin ve parazitoitlerin birlikte uygulanmasi zararlilarla
miicadelede etkinligi arttirmaktadir. Bu galismada Penicillium mallochii ve parazitoit
Venturia canescens arasindaki etkilesim ve bu iki farkli biyolojik kontrol ajaninin Ephestia
kuehniella tizerindeki kombine biyolojik kontrolii ile ilgili ilk bilgiler sunuldu. Etkilesim
calismalar1 6ncesinde depo zararlilar1 E. kuehniella ve Cadra cautella tizerine farkli dozlarda
P. mallochii etanol esktre ve konidial siispansiyon dozlarinin uygulanmasi ile gelisim
biyolojisi ¢alismalar1 yapildi. Bu ¢alismalar sonucunda P. mallochii’nin insektisidal
aktivitesinin varlig1 ve yumurta verimini azaltict etkisi oldugu goézlendi. P. mallochii’nin
mikotoksin iiretmedigi ve diisiik dozlarda (0,708 mg/mL ve altindaki dozlarda) genotoksik
ve sitotoksik etki gostermedigi belirlendi. Bagisiklik parametrelerine bagli yapilan
antibakteriyal aktivite ¢alismalarinda P. mallochii’nin E. kuehniella hemolenfindeki
antimikrobiyal peptit {iretimini 24 saat ve 48 saatlik siireler sonunda tetikledigi belirlendi.
Toplam hemosit sayisi ¢alismalarinda ise E. kuehniella larvalarinin konidia ve ekstresinin
giderek artan dozlariyla basa ¢ikabilmek i¢in dnce yeni hemositlerini sentezleyerek immiin
savunmasint arttirdigir ancak, stres kosullarinin devam etmesine bagli olarak onarim
mekanizmalariin da etkilenmesinden dolayi, bir siire sonra larval savunmanin zayifladigi
gozlendi. Etkilesim ¢alismalari ile {i¢ farkl: etkilesim senaryosu altinda (parazitleme sonrasi
doz uygulamasi, doz sonrasi parazitleme ve ergin parazitoitlere doz uygulamasi) fungusun
parazitoitin ergin Oncesi gelisim siliresine etkisi, parazitoitlerin hayatta kalma siiresi,
parazitoitin ekstre ve konidia uygulanmis ve uygulanmamus larvalara tercihi farkli uygulama
zamanlarinda (1., 4. ve 8. Giin) incelendi. Senaryolar arasindan doz sonrasi parazitleme
asamasinda; konidial siispansiyonda 10° konidia/mL ve ekstre uygulamalarinda 0,1 veya 0,5
mg/mL  konsantrasyonlarmin P. mallochii’nin biyolojik miicadele c¢aligmalarinda
uygulanabilir etkili dozlar1 oldugu belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: Siirdiiriilebilir tarim, Penicillium mallochii, Ephestia
kuehniella, Cadra cautella, Venturia canescens, entomopatojen fungus, biyolojik kontrol.
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ABSTRACT

DNA BARCODING OF Penicillium mallochii AND ITS INTERACTIONS WITH
THE PARASITOID Venturia canescens IN SUSTAINABLE BIOLOGICAL
CONTROL
PH.D THESIS
PINAR GUNER
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF.DR. TULIN ASKUN)
(CO-SUPERVISOR: PROF.DR. AYLIN ER)
BALIKESIR, APRIL - 2024

The combination of fungal biological control agents and parasitoids enhances the
effectiveness in pest management. This study presents initial information on the interaction
between Penicillium mallochii and the parasitoid Venturia canescens, as well as their
combined biological control against Ephestia kuehniella. Initially, developmental biology
studies were conducted by applying different doses of P. mallochii extract and conidial
suspension on storage pests E. kuehniella and Cadra cautella, revealing the presence of
fungal insecticidal activity and its egg-reducing effect. Additionally, it was determined that
the fungus does not produce mycotoxins and does not exhibit genotoxic and cytotoxic effects
at low doses (below 0.708 mg/mL). In immune parameter studies, it was found that P.
mallochii triggers the production of antimicrobial peptides in E. kuehniella hemolymph after
24 and 48 hours. Total hemocyte count studies showed that larvae initially enhance their
immune defense by synthesizing new hemocytes, but defense weakens over time. Interaction
studies were conducted under three different scenarios (post-parasitization dose application,
dose after parasitization, and dose application to adult parasitoids) to assess the effect of the
fungus on the pre-adult development of the parasitoid, parasitoid survival time, and the
preference of parasitoids for larvae treated with extract and conidia at different application
times (1st, 4th and 8th day). Among the scenarios, it was determined that post-parasitization
dose application was effective, particularly with conidial suspensions at 10° conidia/mL and
extract applications at concentrations of 0,1 or 0,5 mg/mL, as viable and effective doses for
P. mallochii's biological control efforts.

KEYWORDS: Sustainable agriculture, Penicillium mallochii, Ephestia kuehniella, Cadra
cautella, Venturia canescens, entomopathogenic fungus, biological control.

Science Code / Codes : 20313, 20315, 20324, 20325 Page Number : 143
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1. GIRIS
Diinya niifusundaki hizli artig, tarimsal iiretimin daha da arttirilmasi gerektigini ve niifus
artisina gore planlanan tarimsal verim stratejilerinin yeterli olmayacagini gostermektedir.
Birlesmis Milletler diinya niifusunun 2050 yilinda 9,15 milyara yaklasacagini tahmin
etmektedir. Bu durum Oniimiizdeki 30 yilda gida {iriinlerinin hizla tiikkenecegini
gostermektedir (Grafton vd., 2015). Artan tarim faaliyetleri, biyogesitliligin zarar gérmesine,
iklim degisikligine, toprak verimliliginde diisiise, enerji, su ve toprak kaynaklarinin
stirdiiriilemez kullanimina, sentetik giibre kullaniminin artigina, toprak erozyonuna ve gevre

kirliligine neden olmaktadir (Bajzelj vd., 2014; Canter, 2018; Lacetera, 2018).

Tahillar besin degeri yiiksek ve kolay yetistirilebildigi i¢cin diinyada ve iilkemizde temel
besin kaynagi olarak tiiketilmektedir. Bugday (yillik 20 milyon bes yiiz bin ton) ve arpa
(yillik 8 milyon ii¢ yiiz bin ton) {ilkemizde en ¢ok iiretilen ve tiiketilen tahillardandir (TUIK,
2020). Tiirkiye ve Diinya’ da tarim iirlinleri arasinda ilk siralarda yer alan tahillar (Dortok
ve Aksoy, 2018; Teke, 2019), uzun siire kalitesi bozulmadan depolanmak zorundadir
(Kumar ve Kalita, 2017). Depolanmis tahillarla beslenen bocekler, yilda 420 milyon tona
varan kayiplara neden olmaktadir (Nikolaou vd., 2021) ve meydana gelen kayip ortalamasi
diinya geneli i¢in %25-30 olarak belirtilmektedir (Uygun, 2013; Kirpik vd.,2019). Tahillar
ve gida lrlinlerini istila eden iki eklem bacakli sinifi araknidler (Arachnid) ve bocekler
(Insect) olarak adlandirilmaktadir (Nikolaou vd., 2021). Bocekler arasinda kin kanatlilar
(Coleoptera), giiveler ve kelebekler (Lepidoptera) takimlarina ait tiirler 6nemli zararlilar
kapsamaktadir. Bu gruplarda yer alan Sitophilus spp., Tribolium spp., Plodia interpunctella
(Htibner), Rhyzopertha dominica (Fabricius) ve Oryzaephilus surinamensis (L), Stegobium
paniceum (L) ve Tenebrioides mauritanicus (L) depolanmis tahillarin bazi 6nemli
zararlilaridir (Emekgi ve Ferizli, 2000). Lepidoptera sinifina ait zararlilarin istilasi nedeniyle
tahillarin agirhiginda ve kalitesinde diisiis gdzlenmektedir. Bu zararlilar {irtinlerin yag asidi
ylizdesini artirdig1 i¢in ve saldiklar iirik asit nedeniyle tahilin acilasmasina neden olurken
ayni zamanda diskilar1 yoluyla tahil kirliligine neden olurlar (Chirault vd., 2015; Nikolaou
vd., 2021).

Un giivesi E. kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae), un, irmik, kepek ve bugdayla
beslenerek ve salgiladiklar1 aglar ile fabrikalardaki makinalarin isleyisinde dogrudan ve
dolayli olarak zarara neden olan 6nemli bir depo zararlisidir. (Rees, 2007). C. cautella

Walker (Lepidoptera: Pyralidae), polifag bir depo zararlisidir. Ozellikle kurutulmus incir,



kestane, kuru kayisi, ceviz, antepfistigi, badem ve susam gibi {irlinlerde zarara neden
olmaktadir. Beslenme ve ag iiretimlerine bagli olarak tahil tanelerinde kiimelesmeye veya
bulasmalara neden olmaktadir (Tunca, 2005). Iki depo zararlis1 bocek tiiriiniin laboratuvarda
kiltiire alinabildigi, yetistirmenin ekonomik ve pratik oldugu, buna ek olarak predator ve

parazitoit iretiminde kullanildig1 bilinmektedir (Mamay ve Mutlu, 2019).

1.1 Depo Zararhlan ile Biyolojik Miicadele

Saglikli, dengeli ve yeterli beslenme i¢in 6zellikle depo iirlinlerinde zararli boceklerin
olusturdugu {iriin ve kalite kaybinin azaltilmasi1 gerekmektedir (Giines ve Turmus, 2020).
Ulkemiz, cesitli iiriinlerin 6zellikle tahillarm ve kurutulmus meyvelerin iiretiminde ve
thracatinda diinyada 6nemli bir yere sahiptir. Hasattan once ve sonra depo zararlilarinin
olusturdugu nicel ve nitel etkiler artan tiiketici bilinci ile kabul edilmez bir hal almistir

(Boxall, 2001).

Tarim irilinlerinin iiretimi ve depolanmasi sirasinda kullanilan pestisit kalintilarinin izin
verilebilir maksimum miktarlar1 astig1, bununla birlikte insan sagligini tehdit ettigi, dogal
diismanlarinin popiilasyonlarini/etkinligini azalttig1 bilinmektedir. Ayrica ihra¢ edilen
birgok iiriiniin kalintt miktarinin yiiksek olmasi sebebiyle geri donmesi de milli ekonomiyi
olumsuz etkilemektedir (Chauzat vd., 2002). Bu nedenle depo zararlilarinin etkin
kontroliinde, zararli yogunlugu izlenerek dogru ve etkili miicadele yontemine karar
verilmelidir. Kullanilan sentetik kimyasal pestisitlerin memeliler i¢in risk olusturmasi, dogal
dengenin bozulmasi, zararli bocek popiilasyonlarinda kimyasala direng olusmasi ve
tiriinlerdeki kimyasal kalintilarin artmasi arastirmacilar1 depo zararlilarina karst miicadelede
yeni ve dogal {iriinler arastirmaya yoneltmistir (Aslam vd., 2002; Salem vd., 2007; Mahdian
ve Rahman, 2008; Celik Bicer vd., 2023).

Biyolojik miicadele, icerisinde kimyasallara karsi giivenli alternatiflerin yer aldig
stirdiiriilebilir tarim tekniklerine uygun, ¢evreye, insan ve hayvan saglifina duyarl bir
miicadele yontemidir (Chen vd., 2018; Guru-Pirasanna-Pandi vd., 2018). Biyolojik
miicadele caligmalarinda son yillarda insektisidal ve herbisidal basta olmak iizere ¢esitli
biyolojik aktiviteleri bulunan tibbi bitkilere olan ilgi artmistir (Ito vd., 2018; Trivedi vd.,
2018; Khan vd., 2019). Bitkiler disinda dogada zararlilar1 dogal olarak kontrol altinda tutan
birgok faktor bulunmaktadir. Bunlar arasinda memeliler, kuslar, nematodlar, viriisler,
funguslar, bocekler, akarlar, baliklar, salyangozlar, bakteriler, stimiiklii bocekler ve

protozoalar vb. canli gruplar1 bulunmaktadir. Biyolojik miicadelede baska bir siniflama ile



bu canlilar; parazitoitler, parazitler, predatdrler, entomopatojenler ve antogonistler adi

altinda gruplandirilirlar (Uygun vd., 2016).

Depolarda biyolojik miicadele ¢aligmalarinda, zararli kontroliinde makro-biyolojik kontrol
ajanlarmin (predatorler ve parazitoitler gibi) kullanimina iliskin aragtirmalar, zararlilarin
kontrol altina alinmasi i¢in gereken siirenin uzun olmasi nedeniyle sinirlidir. Ayrica bu
caligmalar 6nemli sayida faydali bocegin zamanlamasi ve salinimi konusunda hassasiyet
gerektirmektedir (Flinn ve Scholler 2012; Rumbos ve Athanassiou, 2017). Venturia
canescens Gravenhorst (Hymenoptera: Ichneumonidae), Lariophagus distinguendus Forster
(Hymenoptera: Pteromalidae) ve Habrobracon hebetor Say (Hymenoptera: Braconidae)
depo zararlilarinin dogal diismanlari olarak bilinmektedir (Rumbos ve Athanassiou, 2017;
Gliner vd., 2023a). Bu kontrol ajanlar1 hasat sonrast depolanan mahsullerin korunmasinda
etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Whiting, 2005). Tarihsel olarak, depolanan iiriin
zararhilarina  karsi  bocek patojenlerinin  kullanimi, bakteriyel patojen Bacillus
thuringiensis’in Akdeniz un giivesi E. kuehniella izolasyonu ve tanimlanmasiyla baglamistir
(Rumbos ve Athanassiou, 2017).

Entomopatojenik mantarlar (EPF) ise, bocekleri ve diger eklembacaklilar1 enfekte etme ve
oldiirme konusunda etkili mikroorganizmalarin oldugu gruplar igerir. Olusan bdcek
enfeksiyonlarmin %60'indan fazlasinin EPF kaynakli olmasindan dolay1r EPFler zararli

kontrolii i¢in en gii¢lii dogal segeneklerden biridir (Zaim ve Guillet, 2002).

1.2 Biyolojik Miicadelede Parazitoitler

Artan pestisit kullanimi nedeniyle direng¢ problemi de artmaktadir. Buna bagli olarak
biyolojik miicadelede parazitoitlerin glinlimiizdeki etkin yonetim stratejileri dikkate alinarak
uygulamasi yapilmaktadir (Rahman vd., 2007). Parazitoitler farkli donemlerinde 6zellikle
ergin oncesi gelisim donemlerini tamamlamak veya ergin donemde beslenebilmek i¢in
gesitli zararl tiirlerini kullanan gruplardir (Godfray, 1994; Ueno, 1998; Lauziere vd., 2000).
Parazitoitler 6zellikle Hymenoptera ve Diptera takimlari igerisinde yer alirlar. Parazitoitlerin
biyolojik miicadelede kullanim1 sirasinda basarili olabilmek i¢in hareket yetenegi, konagi
fark etme, hayatta kalma (uzun yasam), parazitleme yetenegi ve {lireme giicli gibi
ozelliklerinin bulunmas1 gereklidir. Parazitoitlerde konagi bulmak ve yumurtasin1 konagin
viicudunun igine veya iizerine birakmak disinin gorevidir. Buna ek olarak parazitoitlerde

yumurtalarin agilmasi ile ¢ikan bireyleri ergin oluncaya kadar konaklarini 6ldiirmezler ve



larva donemlerinde asalak olmalarina ragmen ergin donemlerinde serbest olarak yasarlar.
Ergin donemde oldukca aktif olduklar1 i¢in konaklarini arayip bulma ve yumurta koyma
imkanlar1 yiiksektir (Mackauer, 1986; Harvey vd., 1994). C. cautella ve E. kuehniella’ninda
aralarinda bulundugu depo zararlilarinin bir¢ok dogal diisman1 mevcuttur. Bu tiirlerin dogal
diismanlar1  arasinda;  Rhynocoris  punctiventris  Herrich-Schaeffer  (Heteroptera:
Reduviidae), Cepholonomia tarsalis Ashmead (Hymenoptera : Bethylidae), Bracon hebetor
Say (Hymenoptera: Braconidae), Euchalcida nigripes Fonscolombe (Hymenoptera:
Chalcididae), Diadegma chrysosticta Gmelin (Hymenoptera: Ichneumonidae), Mintho
praeceps Scopoli (Diptera: Tachinidae), Mesostenus transfuga Gravenhorst (Hymenoptera:
Ichneumonidae), Pachyrepoideus vindemiane Rondani (Hymenoptera: Pteromalidae), V.
canescens, Microbracon hebetor Say (Hymenoptera: Braconidae) ve Trichogramma
evanescens Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae) yer almaktadir (Lauziere vd.,
2000).

V. canencens ozellikle depolarda zararli boceklerin larvalar ile miicadelede kullanilan
soliter endoparazitoit bir tiirdiir (Salt, 1975). Eseysiz lireyebilen, primer sinovijenik (Harvey
vd., 2001), koinobiont (Corbet, 1968), obligat, arhenotoki ve thelytoki formlar1 bulunan bir
bocektir (Salt 1976; Kilinger vd., 2010). V. canescens’in konak olarak 23 tiir {izerinde
gelistigini, bu parazitoitin dogal konaklarinin Pyralidae, Tineidae ve Yponomeutidae
familyas1 bireyleri oldugu bilinmektedir. Corbet ve Rotheram’in (1965) arastirma sonucuna
gore 25°C sicaklikta laboratuvar kosullarinda V. canescens’in gelisimini 25 gilinde
tamamlamaktadir. Parazitoitin gelisim asamalar1 incelendiginde yumurta donemine 0-2.75
giinde, 1. larva donemini 2.75-6.5 giinde, 2. larva dénemini 6.5-7.5 giinde, 3.larva dénemini
7.5- 8.5 giinde, 4.larva donemini 8.5-10 giinde, 5.larva donemini 10-14 giinde, pupa
donemini 14-21 giinde, ergin dénemini 21. giinde ulastigi ve kokondan ¢ikiglarinin ise
ortalama 25. giinde gergeklestigi belirlenmistir. Ergin parazitoitler enerji kaynagi agisindan
yiiksek olan bal ve benzeri yiyeceklerle beslenirler. Ergin beslenmesinin, yumurta sayisi ve
dol verimi iizerindeki etkileri farkli ¢alismalarla ortaya konulmustur (Ozkan, 2007;

Eliopoulos, 2007; Farahani vd., 2021).

Parazitoitler konaklarinin yerlerini konaklar1 beslenirken mandibulalarindan salgiladiklar
kairomonlar vasitasiyla tespit ederler (Corbet, 1971; Castelo vd., 2003). Parazitoit V.
canescens’te de diger birgok Hymenoptera takimi tiyesi tiir gibi konagi bulma davranisi

gostermesine yarayan one dogru uzatilmis ve siirekli olarak hareket halinde olan antenleri



bulunmaktadir. Bunun yaninda ovipozitorleri de duyusal olarak konagin belirlenmesini ve
kabuliinii saglayacak sekilde 6zellesmistir (Gullan ve Cranston, 2012). V. canescens’in ergin
cikisi E. kuehniella’da daha yiiksek olmaktadir (Harvey ve Vet, 1997). V. canescens
konaklarinin genellikle besinci evre larvalarini parazitlemektedir (Harvey ve Thompson,
1995; Ozkan, 1999). Gelismedigi tiirlerde konak savunma mekanizmasi olan kapsiillenme
gerekee olarak bildirilmistir (Salt, 1975). Laboratuvar kosullarinda bir¢ok konakta ¢cok kolay
yetistirilmesi, gelisme siiresinin kisa olusu, thelytokie seklinde parthenogenetik liremenin
goriilmesi nedeniyle V. canescens bir test bocegi olarak nitelendirilmektedir (Ozkan 1999;
Harvey vd., 2001).

1.3 Biyolojik Miicadelede Entomopatojen Funguslar

Stirdiiriilebilir tarim kapsaminda biyolojik miicadele uygulamalarinda amag¢ zararlilarla
miicadelede zararliy1r tamamen ortadan kaldirmak yerine zararlinin zarar seviyesini en aza
indirmektir. Zararli boceklerin biyolojik miicadelesinde en ¢ok kullanilan mikrobiyal kontrol
ajanlar1 arasinda viriisler, bakteriler, funguslar, protozoalar ve nematodlar yer almaktadir.
Bu ajanlar arasindaki en avantajli grubu tiire 6zgili etki gosterdigi i¢cin entomopatojenler
olusturmaktadir. Entomopatojenler dogal hayata, hedef disindaki insan ve canlilara toksik
etki gdstermez. Bu grupta yer alan kontrol ajanlarmin trettikleri toksinler tiir ve cins

diizeyinde etkili olmakla birlikte yararli boceklere zarar vermezler (Sharma vd., 2023).

Depolanmus iirlin zararlilarina karst en etkili alternatif miicadele etmenlerinden birisi EPF
kullanimidir. Entomopatojen kelimesi Yunanca kelimelerden koken alip bocekler anlamina
gelen “entomon” ve iginde ortaya ¢ikan anlamina gelen “genes” kelimeleri kullanilarak
tiiretilmistir. Bu nedenle entomopatojen kelimesinin etimolojik anlami “boceklerde ortaya
¢tkan mikroorganizmalar’dir (Sandhu, 2012; Giiner vd., 2023a). EPF, bocekler ve diger
eklembacaklilarla g¢esitli iliskiler kuran (parazitik, komiinalistik, patojenik ve saprofitik)
mantar cinslerinden olusur (Demirbag vd., 2008). Mantarlar aleminde en az 100 cinse ait
1000'den fazla EPF tiirii bulunmaktadir (Chen vd., 2021). Bunlarin ¢ogu Ascomycota ve
Zygomycota icerisindedir. Ascomycota’da bulunan bircok EPF tiirii Hypocreales,
Zygomycota ve Entomophthorales takimlarina dahil edilmektedir (Roy vd., 2006). EPFnin
sistematik durumuna bakilarak ortaya c¢ikan gruplandirmada entomopatojenik veya
entomoparazitik mantarlar Blastocladiomycota (Coelomomyces spp., Coelomycidium
simulii), Entomophthoromycotina, Kickxellomycotina (Harpellales ve Asellariales),

Eurotiomycetes (Ascosphaera ve diger cinsler), Laboulbeniomycetes (ektoparazitik



Ascomycetes), Dothideomycetes  (Myriangium),  Sordariomycetes  (¢ogunlukla

Hypocreales'te) ve Pucciniomycetes i¢inde yer almaktadir (Humber, 2008).

Toprak 6nemli bir EPF kaynagidir ve topraktaki EPF biyolojik kontrol agisindan biiyiik
onem tagimaktadir (Jackson ve Saville, 2000). Toprakta EPFnin asir1 gogalmasi ve yayilmasi
toprak icerigine bagli olarak degisiklik gosterir. Organik madde seviyesi yiiksek ve kumdan
daha fazla kil igeren topraklar daha belirgin bir EPF dagilimina sahipken, alkali ve kumlu
topraklar daha az EPF igerir (Elkhateeb, 2021). Biyolojik miicadele etmeni olarak funguslar
kullanirken boceklerin dogrudan ya da dolaylt davranislart da etkidir. Bocekler ve EPFler
arasindaki etkilesimlerde bocegin patojene temasi, ondan kagmasi ve diger konaklar arasinda
patojenlerin yayi1lmasi 6nemlidir. Bécegin davranislar1 enfeksiyonun olusup olugsmayacagini
etkileyebilir ayn1 zamanda enfeksiyon olugma ihtimalini degistirebilir (Talwar, 2005).
Enfeksiyon siireci fungal patojenlerin sporlar1 kadar metabolitleri ile de ilgilidir. Biyo-krom
(bassianin ve tenellin) ya da dibezokinin (oosporin) gibi pigmentler bocek viicudunda renk
degisiminden sorumludur. EPF cesitli sekonder metabolitler iiretir ve bunlar boceklerde

toksin gibi davranirlar (Deacon, 1983).

Konak canlilar toprakta EPFler diginda bir¢ok patojen ile etkilesim halindedir. Topragin
yapisinda entomopatojenler digsinda firsatci veya saprofit olarak tanimlanan tiirler de
bulunmaktadir. Bu tiirler arasinda Fusarium, Aspergillus ve Penicillium cinslerine ait tiirler
bulunmaktadir (Teetor-Barch ve Roberts, 1983). Aspergillus flavus viriilansi oldukga diisiik
olan genis konak araligina sahip firsat¢1 bir patojendir (Yu vd., 2005). Fusarium spp. bocek
kadavralarinda bulunan patojenitesi diisiik olan bir fungustur (Teetor-Barch ve Roberts,
1983; Yu vd., 2005).

Firsatc1 funguslar, zayif ya da yarali konak bocekleri kolayca enfekte ederler. Glinlimiize
kadar yapilmis ¢alismalarda Alternaria spp., Aspergillus spp., Aschersonia spp., Beauveria
bassiana, Beauveria brongniartii, Cladosporium spp., Clonostachys rosea, Conidiobolus
spp., Entomophthora sp., Erynia radicans, Fusarium spp., Metarhizium anisopliae,
Paecilomyces spp., Penicillium spp., Lecanicillium (=Verticillium) spp., Trichoderma
harzianum ve Zoophthora radicans EPF tiirleri olarak bildirilmistir (Torres-Barragan vd.,
2004; Anwar vd., 2017; Anwar vd., 2021). Fusarium ve Penicillium tiirlerinin ¢esitli
bitkilerde hastaliklara neden oldugu bilinmekle beraber bazi tiirlerinin ise bocekleri
hastalandirip 6liimlerine neden olan EPF oldugu bildirilmistir (Al-Keridis, 2015; Jaber ve

Ownley, 2017). Ayrica, entomopatojen Fusarium tiirlerinin Hemiptera ve Diptera



takimindan bazi bdceklerde daha yiiksek seviyede, Lepidoptera ve Coleoptera takimindan
bazi boceklerde ise daha diisiik seviyede enfeksiyona neden olduklari ve kadavralar iizerinde

saprofit olarak yasayabildikleri bildirilmistir (Jaber ve Ownley, 2017).

EPFler integiimente penetrasyondan sonra ¢ogalarak hifleri vasitasiyla bocekleri
oldiirebilirken, Fusarium, hifleri tarafindan tiretilen ve bir siklodepsipeptid toksini olan
beauvericin, Penicillium ise {iirettigi penisilik asit gibi toksinlerle de oliimlere neden
olabilmektedir (Louw ve Korsten, 2014). Ayrica Cladosporium ve Fusarium gibi EPFlerin
sadece biyopestisit olarak degil, ayn1 zamanda bitkide endofit olup bitki hastaliklarina kars1
antagonist, bitki bilylime diizenleyici ve rizosfer kolonizasyonu gibi heniiz tam olarak ortaya
cikarilamamig farkli ekolojik rolleri de iistlenebildikleri bildirilmistir (White vd., 1990).
Wildey vd. (2002) yaptiklari ¢alismada B. bassiana suslarinin E. kuehniella tizerinde etkili
oldugunu ve B. bassiana’in pestisitlere karsi etkili alternatif biyokontrol ajani oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda B. bassiana, C. cautella’nin tiim gelisim evreleri tizerine etkilidir
(Alwaneen vd., 2020a).

Bitki ile beslenen boceklerin miicadelesinde ticari sekilde iretilmis M. anisophile
izolatlarinin, arilara karsi risklerinin olmadigi saptanmis ve biyolojik miicadele etmeni
olarak uygulanabilir oldugu belirtilmistir (Uzuner vd., 2017). El-Adawy vd., (2012) yaptig1
caligmada E. kuehniella larvalarinin M. anisopliae, Verticillium lecanii ve B. bassiana’ya

duyarl oldugu belirlemistir.

Irak'in Kuzey bolgelerinde Gara daglarinda bazi bitkilerin lizerinde yasayan boceklerde EPF
ve firsat¢1 funguslarin birlikte bulundugu belirlenmistir. Calismada A. flavus, Aspergillus
niger, B. bassiana, Alternaria alternata, Curvularia sp., Fusarium spp., Humicola sp.,
Penicillum spp., Rhizopus stolonifer, Ulocladium atrum, Trichoderma spp. izole edilmistir.
Ayrica 6nemli bir bugday zararlis1 olan siineden (Eurygaster integriceps) B. brongniartii
izole edilmistir (Assaf vd., 2011).

Kocatiirk vd. (1994) yaptiklar1 ¢alismada Orta Anadolu bolgesinde hububatin 6nemli
zararlis1 olan Aelia rostrata’nin kislaklardaki gelisimini etkileyen EPFler tespit etmislerdir.
Bu ¢alismada izole edilen tiirlerden B. bassiana’nin 6nemli bir bocek patojeni oldugu Mucor
spp., Alternaria spp., Aspergillus spp., Penicillium spp.’nin ise kimilda diisiik seviyede de
olsa oliimlere neden oldugu belirlenmistir. Memisoglu ve Ozer (1994) ise yaptiklart

calismada kiglaklardan toplanan 6lii Eurygaster maura iizerinde Beauveria sp., Mucor sp.,



Cladosporium sp., Penicillium spp., Alternaria sp., Stemphylium spp. ve Aspergillus spp.

tespit etmislerdir.

1.3.1 Entomopatojenik Mantarlarin Patojenitesi ve Enfeksiyon Mekanizmasi

Dimorfik mantarin maya formuna doniismesi, insan, bitki ve boceklerde patojenitelerinin ve
viriilanslarmin artmasma neden olur (Gauthier, 2015). Insanda, patojenik mantarlarda
sicaklik (toprakta 22-25°C'den konakta 37°C’ye kadar) dimorfik gecis i¢in en Onemli
faktorken, COo, sistein ve Ostradiol gibi diger faktorler de hem doniistim hem de biiylime
icin etkilidir (Klein ve Tebbets, 2007). Bitki patojenlerinde nitrojen kaynaklari, baz1 dalli
zincirli amino asitler, lipoksijenazlar ve siklooksijenazlarin enzim aktivitesi maya-misel
dimorfizmine katkida bulunan 6nemli yapilar1 olusturur (Berrocal vd., 2012; Naruzawa ve
Bernier, 2014). Bocek patojeni mantarlarda, enfeksiyonun baslangicinda germ tiiplerinden
hiflere, daha sonraki evrelerde ise hiflerden miselyuma gecisi olusturan yapilarin
mekanizmalar1 yeterince aydinlatilamamistir (Boucias vd., 2016). Bununla birlikte,
hemoselde bulunan yiiksek ozmotik basincin ilk degisikligi tetikleyebilecegine dair kanitlar
vardir. Patojenler, konak organizmada gelisme ve cogalma saglamak icin yliksek bir
metabolik hiza ihtiya¢ duyarlar. Bu durum konakta oksidatif strese ve patojenler tarafindan

tiretilen toksik maddelerin ve yan {iriinlerin ortaya ¢ikmasina neden olur (Butt vd., 2016).

EPFlerin yasam dongiileri genellikle konaklarinin geligsme siiresi ile es zamanlidir (Shah ve
Pell, 2003). EPFler, konaklarini sadece bagirsaktan degil, ayn1 zamanda boceklerin solunum
deliklerinden ve deri yiizeyinden de enfekte edebilirler. Bu 6zellik, funguslarin beslenme
aktivitelerinden bagimsiz olarak boceklere dogrudan bulagabilmesine ve dolayistyla konak
tarafindan yenmesine gerek kalmadan etkili olmasini saglamaktadir (Shah ve Pell, 2003;
Castrillo vd., 2005). EPF enfeksiyonu, mantar konidiasinin bocek kiitikiiliine baglanmasiyla
baglar. Konidia ve bdcek kiitikiilii arasindaki hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler yoluyla
devam eder. Mantar sporu, konak kiitikiiliin herhangi bir yerine yapisabilir. Kiitikiiliin
bilesenleri bocekten bdcege ve ayrica bocegin gelisim agsamasina bagli olarak farklilik
gosterir (Ye vd., 2021). B. bassiana konidiasinin en dis kisminda, protein hidrofobinlerle
kapli hidrofobik yapilar vardir. B. bassiana’daki iki hidrofobin (Hydl ve Hyd2) ve
hidrofobik rodletler konidia hidrofobikliginden sorumludur (Cho vd., 2007). Sucul
ortamlarda yasayan EPFlerde baglanma siirecini zoosporlarin kese olusumu takip etmektedir

(Castrillo vd., 2005).



Enfeksiyonun ikinci asamasi, kiitikiile bagli mantar sporunun ¢imlenmesidir. Spor
¢imlenmesi sicaklik, pH, nem, oksijen ve besin varligindan etkilenir. Mantar ve mantar
tiirtine gore degismekle birlikte cimlenme i¢in gerekli optimum sicaklik 20-30°C arasindadir
(Skinner vd., 2014). Genis konak dagilimina sahip mantarlarin ¢imlenme igin konak
kiitikiiliindeki spesifik karbon ve nitrojen kaynaklarma ihtiya¢ duymadigi, dar konak
araligina sahip mantarlarin ise ¢imlenmek i¢in bocek kiitikiiliindeki spesifik bilesiklere

ihtiya¢ duydugu gozlemlenmistir (Ortiz-Urquiza vd., 2013).

Enfeksiyonun iiclincli asamasi penetrasyondur. Mantar appresorium adi verilen bir yap1
olusturarak kiitikiile mekanik bir baski uygular. Bu yapida mantarin sentezledigi kiitikdil
pargalayict enzimler ile mantarin konagin kiitikiiliine daha kolay niifuz etmesini saglar
(Ortiz-Urquiza ve Keyhani, 2013; Soliman, 2020). Konak bocegin epikiitikiilii proteinler,
lipidler, steroller ve yag asitlerinden olusur. Kiitikiilii par¢alayan enzimler; lipaz, proteaz ve
kitinaz mantarin konaga girisinde dnemli rol oynar. Mantar tarafindan sentezlenen lipaz
enzimi, epikiitikuladaki lipidleri ve lipoproteinleri parcalar (Pedrini vd., 2007). Lipazlar aynm
zamanda mantar ile konak kiitikiil yilizeyi arasindaki hidrofobik etkilesimi de arttirir (Santi
vd., 2010). Mantar tarafindan sentezlenen proteolitik enzimler, bocek kiitikiiliindeki
proteinleri parcalayarak kitin fibrillerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Kitinaz enzimi bocek
kiitikiiliindeki kitini pargalayarak mantarin bdcegin kiitikiiliinde ilerlemesini saglar.
Hemolenften gecen mantar burada c¢ogalir ve maya benzeri hiicreler (blastosporlar)
olusturur. Mantarin ¢ogalmasi konak bécegin doku biitiinliigiiniin bozulmasina yol acar. Bu
sirada mantar, bocegin bagisiklik sistemini zayiflatan ikincil metabolitleri sentezler. Ayrica
mantar trehalaz enzimini sentezler ve bocegin hemolenfinde bulunan 6nemli bir disakkarit
olan trehalozu enerji kaynagi olarak kullanir. Boylece bocegin beslenmesi kesintiye ugrar
(Litwin vd., 2020). Metarhizium acridum’da yapilan bir ¢alismada trehalaz sentezinden
sorumlu ATM1 geninin inaktivasyonu sonucunda mantarin viriilansinda énemli bir azalma
gbzlenmistir (Jin vd., 2015). Son olarak, mantar 61ii bocek lizerinde sporlanir ve yeni olusan

sporlar baska bir konaga bulasabilir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1: EPF enfeksiyon mekanizmasinin sematik gosterimi (Biorender.com).

1.3.2 Fungal Metabolitlerin Uretimi

Immiin sistemi baskilayici bilesikler olarak bilinen (Altimira vd., 2022) veya mantar
patojenitesini kolaylastirabilen (Zhang vd., 2020) toksik sekonder metabolitlerin {iretimi
onemli bir adimdir. Sekonder metabolitler, bir¢cok farkli kimyasal yapiya sahip ribozomal
olmayan peptidleri ve poliketitleri igerir. Sekonder metabolitlerin kesin rolii
bilinmemektedir, ancak bu yapilarin mantar suslarinin viriilanst ile iliskili oldugu

diistiniilmektedir (Zhang vd., 2020).

EPF, konaklarini farkli metabolitler iireterek bir¢ok farkli sekilde oldiiriirler (Zimmermann,
2007b). Deuteromycetes patojenlerinin, mantar toksinlerinin konak o6liimiinde rol
oynadigina dair ikinci dereceden kanitlara sahip ¢ok sayida calisma mevcuttur.
Sitotoksinlerin  hif penetrasyonundan &nce hiicresel bozulmalara neden oldugu
diistiniilmektedir. Boceklerde kismi veya genel felg, uyusukluk ve azalmis sinirlilik gibi
davranigsal semptomlar, néromiiskiiler toksinlerin etkisiyle tutarlidir (Sandhu vd., 2012).
Beauveria, Fusarium, Gliocladium, Metarhizium, Paecilomyces ve Verticillium gibi
biyolojik kontrol ajanlarinda kimyasal olarak farkli toksik metabolitler tanimlanmistir. Bu
metabolitlerden bazilarinin 6nemli patojenite faktorleri oldugu bilinmektedir (Strasser vd,

2000).
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Simdiye kadar birgok arastirmaci Beauveria tiirleri ve M. anisopliae tarafindan iiretilen
metabolitlere odaklanmigtir. Ciinkii bu iki mantar en énemli mikrobiyal kontrol ajanlaridir.
Beauveria spp. beauvericin, bassianin, bassianolide, oosporin ve destruxin-B gibi in vivo ve
in vitro birgok toksik bilesik iiretir (Zimmermann, 2007a). Ayrica Metarhizium spp.'de
destruxins (28 tip), sitokalasin-C ve hidroksifungerin-A ve B gibi metabolitler yer
almaktadir. Simdiye kadar EPFlerin enfeksiyon sirasinda herhangi bir toksin {iretip
iiretmedigi veya toksinin virlilans i¢in gerekli olup olmadigi belirlenememistir. Quesada-
Moraga ve Vey (2003), B. bassiana' nin g¢ekirgelere karsi patojenik olabilmesi igin toksin
tiretimine ihtiya¢ duymadigini belirtmislerdir. Bazi durumlarda toksin iiretiminden
stiphelenilse de kesin olarak belirlenememistir. Coelomycidium, Coelomomyces cinsi ve
Entomophthorales takimina ait bazi mantarlarin bazi ¢ok zayif toksinleri bildirilmistir.
Ancak, biiyiik olasilikla, bu mantarlar, yasamsal dokular1 istila ederek konaklarini
oldiirmektedir (Goettel vd., 2005). Ayrica mantar enfeksiyonu, ates ylikselmesi, aktivitede
artis veya azalma, yar1 kimyasallara azalmig yanit ve lireme davranisinda degisiklikler gibi
konak hareketlerinde degisikliklere neden olabilir (Roy vd., 2006). B. bassiana ve
Paecilomyces fumosoroseus enfeksiyon sirasinda sentezledikleri beauvericin, bassianolids,
ennalin, oosperin gibi sekonder metabolitlerle bocegin bagisiklik sistemini yenerek 6liime

neden olurlar (Kidanu, 2020).

1.4  Biyolojik Miicadele ve Penicillium Tiirleri

Penicillium, Latince kiigiik firca anlamima gelen ‘penisillus’ kelimesinden gelmektedir.
Penicillium tiirleri dogada en yaygin bulunan grup olup kiigiik, direngli ve hafif konidialar
ile genis bir yayilima sahiptir. Penicillium tiirleri toprak kokenlidir ve su ana kadar izole
edilen tiirlerin bir¢ogu topraktan elde edilmistir. Penicillium tiirleri insanlarla dolayli ve
dogrudan etkilesim halindedir. Baz: tiirler insan kaynakli her tiirlii iirlinlin bozulmasina
neden olurken, bazi tlirler meyveleri c¢liriitiir veya yiyecekleri bozar, bazilar1 mikotoksin
tiretir. Penicillium cinsi dogal ekosistem, tarim alanlari, biyoteknoloji gibi bir¢ok alanda
kullanilmastyla da 6nemlidir (Pitt, 2000). Bazi Penicillium tiirleri penisilin adi verilen
antibiyotigi iireterek insan hayatina direkt fayda saglar ve bu antibiyotigin bulasic1 hastalik
kontrolii i¢in 6nemlidir. Penicillium tiirlerinin, ekolojik iligkilerini anlamak, zararlarimi
azaltmak, patojenite ve yararlilik potansiyellerinden yararlanmak i¢in dogru tiir

tanimlamalarina 6nem verilmelidir (Leitao, 2009).
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Penicillium cinsindeki mantarlarin da entomopatojenik davranislari oldugu rapor edilmis ve
P. corylophilum ve P. janthinellum gibi baz tiirlerin sivrisineklere kars1 etkili biyokontrol
ajanlar1 oldugu 6ne siiriilmiistiir (da Costa ve Oliveira, 1998). Nicoletti vd., (2023) yaptiklar1
calismada boceklerin tlizerinden izole edilen Penicillium tiirlerini listelemistir. Bu liste
incelendiginde bocekler lizerinde tespit edilen Peniciilium tiirlerine ait penisilli yapilarinin
kontaminasyon veya bocekler tarafindan yutulmadan kaynaklandigi diisiiniilse de bu
durumdan farkli olarak P. brocae (Peterson vd., 2003), P. mallochii ve P. guanacastense
(Riveravd., 2012), P. costaricense ve P. camponotum, P. infrabuccatum ve P. fundyense'nin

bocekler ile patojeniteleri ilk kez rapor edilmistir (Visagie vd., 2016).

Bazi Penicillium tiirlerinin de antifungal bilesikler iireterek topraklarda bitkileri
fitopatojenlerinden koruyucu etki gosterdikleri bilinmektedir. Yapilan bir calismada
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria ve Trichoderma cinslerine ait 70 izolatin
antibiyotik aktiviteleri test edilerek bunlar arasindan bakterisidal, fungisidal, insektisidal
etkiye sahip olanlari belirlemeye ¢alisilmistir. S6z konusu ¢alismada, in vitro kosullarda, en
yiiksek aktivitenin Penicillium oxalicum, Penicillium. decumbens ve T. harzianum izolatlar
ile saglandig1 tespit edilmis, antibiyotik iiretme yetenekleri ile iyi bilinen Penicillium cinsi
funguslarin izolatlarinin birgogunun pozitif sonuglar verdigini belirtilmistir (Santamarina

vd., 2002).

Marmara bolgesinde 2009 yili yaz doneminde yapilan ¢alismada domates, patlican ve hiyar
sera alanlarinda bulunan afitler (Myzus persicae Sulz.) ve aym seralardaki 6li bocekler
tizerinden elde edilen fungus izolatlarini test etmislerdir. Elde edilen EPF tiirlerinden
Clodosporium clodosporioides ve Penicillium italicum tiirlerinin afitler tizerinde %80’nin
tizerinde 6liim meydana getirdigini saptamiglardir (Boztas vd., 2009). Baska bir ¢alismada
P. citrinum ve Penicillium chrysogenum’un bécek patojeni oldugu, P. chrysogenum’un ise
Afrika sitma sivrisinekleri (Anopheles gambiae Giles; Diptera: Culicidae) i¢in patojen bir

tiir oldugu belirlenmistir (Malassigne vd., 2020).

Tgili literatiirlerin kapsaml1 incelemesi sonucunda Penicillium tiirlerinin/suslarinin siklikla
cesitli bocek tiirleri ile iliskilendirildigi ve onlara karsi bocek oldiiriicii 6zellikler
sergiledikleri tespit edilmistir. Calismamizda kullanilan Penicillium mallochii Rivera, Urb
& Seifert, ilk olarak Kosta Rika'da Rothschildia lebeau Guerin-Méneville (Lepidoptera:
Saturniidae) ve Citheronia lobesis Rothschild (Lepidoptera: Saturniidae) gibi tirtillardan
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izole edilen nadir bir mantardir (Rivera vd., 2012). Ayrica P. mallochii Brezilya'da
Triplectides sp.'den de izole edilmistir. (Teixeira vd., 2022).

1.5 Fungus Enfeksiyonuna Kars1 Konak Savunma Mekanizmasi

EPF potansiyel konaklar1 enfekte ettiginde, bocekler hem temas Oncesi hem de temas
sonrasinda bunlar1 tespit etmek ve bunlardan kaginmak igin stratejiler gelistirmistir (Ma vd.,
2024). Funguslarla temas 6ncesinde eklembacaklilarin koku veren baglayici proteinleri, EPF
tarafindan yayilan ugucu organik bilesiklere aktif olarak yanit verebilir. Bu durum bocegin
bagisiklik tepkisini daha da degistirir ve patojen iizerinde itici etkileri tetikleyerek konak
savunmasini modiile eder. Bu yetenekler bocek tiirleri arasinda ve farkli gelisim asamalari

arasinda farklilik gosterir.

Japon bocegi (Popillia japonica) larvalarinin yiiksek konsantrasyonda M. anisopliae igeren
topraktan kacindigi goézlemlenmistir (Villani vd., 1994). Anthocoris nemorum, B.
bassiana'nin varligini tespit edip ve aktif olarak fungustan kagabilir (Meyling ve Pell,
2006) Termitler ve karincalar gibi sosyal bocekler, EPFyi tespit etme ve kaginma
davraniglariyla yanit verme yetenegine sahiptir. Reticulitermes flavipes termitleri, M.
anisopliae sporlari ile kaplanmis termitleri tespit ederek alarm ve toplanma reaksiyonlari
gosterebilir (Myles, 2002). Macrotermes michaelseni termiti de benzer yeteneklere sahiptir
(Mburu vd., 2011; Mburu vd., 2012). Coptotermes lacteus, M. anisopliae igeren
substratlarda kisa tiineller olusturarak mantarla daha fazla temasit 6nlemek icin bunlar

kapatarak bir kaginma tepkisi gosterir (Staples ve Milner, 2000).

Funguslarla temas sonrasinda ise basarili bir enfeksiyon icin, mantarin olumsuz
fiziksel/kimyasal faktorlerin ve bocegin bagisiklik sisteminin iistesinden gelmesi gerekir.
Omurgali hayvanlar hem dogal hem de edinsel bagisiklik sistemine sahipken bdcekler ve
diger omurgasizlar sadece dogal bagisiklik sistemine sahiptirler (Strand, 2008). Boceklerde
yabanci organizmalara karsi ilk bariyer integiiment sistem ve bagirsaklar tarafindan saglanir
(Lavine ve Strand, 2002). Bocegin fizikokimyasal bariyerlerini asip viicut boslugu igerisine
giren patojen ve parazitler, bocegin kendinden olmayani algilamasi sonucu bagisiklik

tepkileriyle kars1 karsiya kalmaktadirlar.

Bocekler, kendilerini patojenlere karst savunmak icin hem hiicresel hem de humoral
tepkilerden olugan karmasik bir bagisiklik tepkisi sergilerler (Cooper ve Eleftherianos, 2017;

de Oliveira Barbosa Bitencourt vd., 2020). Boceklerde mikro veya makro organizmalarla
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enfeksiyon sonucu ortaya ¢ikan humoral bagisiklik tepkilerinin yaninda hemositlerin
morfolojik ve yapisal degisiklikleri sonucu hemosit aracili gerceklestirilen hiicresel
bagisiklik tepkileri de ortaya ¢ikmaktadir (Lavine ve Strand, 2002; Strand, 2008). Hiicresel
bagisiklik tepkilerinde fagositoz, enkapsiilasyon ve nodiil olusumu gibi savunma
mekanizmalart da hemositler tarafindan gergeklestirilir (Schmidt vd., 2001; Beckage ve
Gelman, 2004). Humoral savunma siirecinde ise melanizasyon, hemolenfin pihtilagmasi ve
antimikrobiyal peptitlerin sentezi olmak {izere ii¢ tip reaksiyon gerceklesmektedir (Vilmos,

ve Kurucz, 1998) (Sekil 1.2).

Humoral yanit, patojenik mikroorganizmalarin yiizeylerinde patojenle iliskili molekiiler
modellerin (PAMP'ler) taninmasini igerir, bu da lektinlerin, profenoloksidaz kaskadinin
indiiklenmesiyle ve gesitli molekiiler gruplar olan antimikrobiyal peptitlerin (AMP'lerin)
biyosenteziyle sonuglanir (Hultmark, 2003; Pal ve Wu, 2019). Bakteriler, mantarlar ve
protozoonlar gibi patojenik mikroorganizmalar bdceklerdeki fiziksel bariyerleri astiginda
sitotoksik peptit ve proteinlerle karsilasirlar (Garcia-Lara vd., 2005). Bu sitotoksik
molekiiller temel olarak yag dokuda sentezlenmektedir (Vilmos, ve Kurucz,1998) ancak
yapilan c¢alismalarda epidermis hiicrelerinde (Brey vd., 1993; Lee ve Brey, 1995) orta
bagirsakta (Russell ve Dunn, 1996) tiikiiriik bezlerinde (Kylsten vd., 1992), iireme
sisteminde (Rosetto vd., 1996) ve hemositlerde de (Gillespie vd., 1997) sentezlendikleri

gosterilmistir.

Bocekler anti-fungal bilesiklerin, reaktif oksijen tlirlerinin (ROS) sentezini artirarak humoral
bagisiklik, melanizasyon ve fagositoz dahil dogustan gelen bagisiklik faktorlerini aktive
ederek fungusa karsi etkide bulunur (Zibaee vd., 2012). Melanin, bécegin hiicresel savunma
sisteminde (patojen kapsiilleme) ve antimikrobiyal peptitlerin sentezinde yer alir
(Langfelder vd., 2003). B. bassiana tarafindan sentezlenen bir metabolit olan oosporein,
profenoloksidazin  (PO) polifenol oksidaza (PPO) boliinmesini  engelleyerek,
profenoloksidazin aktivasyonunu ve antifungal peptit Gallerimisinin ekspresyonunu inhibe
ederek konak bocegin bagisiklik sistemini baskilar (Feng vd., 2015). B. bassiana tarafindan
sentezlenen MCLI1 proteini, bdcegin hemolenfinde yer alan hemosit hiicrelerinden

kagmasini saglar (Wang vd., 2021).
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Sekil 1.2: Bocek bagisiklik sisteminin sematik gosterimi (Biorender.com).

Omurgalilar gibi boceklerin de enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sistemleri vardir.
Enzimatik sistemin ana elemanlar1 siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-S-transferaz (GST) enzimleridir
(Krishnan ve Kodrik., 2006). Bu nedenle boceklerin ¢evre kosullarina basarili bir sekilde
uyum saglamalari, etkili detoksifikasyon mekanizmalar1 ve bu maddelerin viicutlarindan
uzaklastirilmasi ile saglanmaktadir (Wu vd., 2004). Bu detoksifikasyon enzimlerinin rolii,
bocekleri  insektisitlerin, ¢esitli  bitki metabolitlerinin  veya entomopatojenik
mikroorganizmalarin olumsuz etkilerinden korumakla smirli degildir. Bdoceklerde
detoksifikasyon enzimlerinin inhibisyonunun veya aktivitelerinde meydana gelen
degisikliklerin nedenleri arasinda giiniimiizde ksenobiyotikler arasinda yer alan EPFlere
bagli enfeksiyonlar da yer almaktadir (Kolchevskaya ve Kolchevkii, 1988; Serebrov vd.,
2006).

1.6 Biyolojik Miicadelede Etkilesim Uygulamalari

Bocek patojenleri, parazitoitler ve predatorler arasindaki etkilesimler Birlik i¢i aveilik
(Intraguild predation =IGP) olarak adlandirilmaktadir. iki tiiriin bir konagi veya avi
paylagmasi veya birbirleriyle trofik bir etkilesime (parazitizm veya av) girmesi durumunda
ortaya c¢ikar (Rosenheim vd., 1995; Gonzalez vd., 2016). Bu etkilesimler biyolojik kontrol
ajanlarinin ve hedef zararlilarin popiilasyon dinamiklerini etkilemektedir (Labauda ve

Griffin, 2018).
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Entomopatojenler ve diger biyolojik kontrol ajanlari arasindaki etkilesimler, spesifik
biyolojik kontrol ajanlarinin yani sira bunlarin konsantrasyonlarina, uygulama zamanina ve
konak tiirtine baglh olarak sinerjistik, notr veya antagonistik olabilmektedir (Beline, 2018).
Sinerjistik etkilesimler, zararli popiilasyonunun toplam bireysel 6liimlerinden daha yiiksek
bir 6liim oraniyla sonuglanir. Dogal diismanlar etkilesime girmediginde notr etkilesimler
meydana gelir ve dolayisiyla toplam 6liim diizeyi, her bir ajanin neden oldugu birlesik
bireysel oliimlere esdegerdir. Antagonistik etkilesimler, toplam Oliim oraninin, dogal
diismanlardan birinin tek basma hareket ettigi duruma gore daha az olmasi durumunda
ortaya ¢ikar (Straub vd., 2008; Rashki vd., 2009). EPF ile diger dogal diismanlar
(parazitoitler ve predatorler) arasindaki etkilesimlere iligkin ¢alismalar diinya ¢apinda
Oonemli arastirma konular1 arasinda yer almaktadir (Roy vd., 2006; Ormond vd., 2011;

Martins vd., 2014; Bayissa vd., 2016).

Basarili parazitizm i¢in gerekli siire¢ genellikle {i¢ asamaya ayrilir: (a) konak se¢imi, (b)
konak uygunlugu ve (c) konagin diizenlenmesi. Parazitoitlerin konak se¢iminin cesitli
kimyasal ve fiziksel faktorler tarafindan yonlendirildigi agiktir. Konak uygunlugu ise
hormonal ve beslenme kosullar1 da dahil olmak iizere konak savunma mekanizmasi, patojen
enfeksiyonu, diger parazitoitler ile rekabet gibi cesitli faktorlere bagliydi. Konagin
diizenlenmesi ise parazitoitlere konagin izin verecegi fizyolojik ve ekolojik degisiklikler

olarak bilinir (Vinson ve Iwantsch, 1980).

Zararhlarla miicadelede EPF ile diger biyolojik kontrol ajanlar1 arasindaki IGP etkilesimi ve
uyumluluk ile ilgili caligmalar, predatorlerden daha ¢ok parazitoitler ile ilgilidir (Mesquita
ve Lacey 2001; Rashki vd., 2009; Jarrahi ve Safavi 2016). Cogu deney mantarlarla yapilmis
olsa da viral ve bakteriyel biyokontrol ajanlarinin parazitoitlerle uyumlulugu da analiz
edilmistir. B. bassiana, Trichogramma pretiosum (Araujo vd., 2020), Tamarixia triozae
(Tamayo-Mejia vd., 2015), E. formosa (Oreste vd., 2016) ve Trichogramma atopovirilia
(Araujo vd., 2020) ile en sik yapilan kombinasyonlarin tiimiinde yer almistir. Trichogramma
pretiosum (Araujo vd., 2020) ve E. formosa (Oreste vd., 2016) en ¢ok arastirilan parazitoitler
olmustur, bunlart A. colemani (Fernandez-Grandon vd., 2020), C. flavipes (Santos vd., 2022)
ve Diaeretiella rapae (Martins vd.,2014) izlemistir. Mikroorganizmalar agisindan, B.
bassiana (Araujo vd., 2020; Akbari vd.,2020; Aguila vd., 2021) en ¢ok ¢alisilan mantar
olmustur, onu M. anisopliae (Ibarra-Cortes vd., 2018; Fernandez-Grandon vd., 2020) ve L.
muscarium (Aqueel vd.,2013) izlemistir. B. thuringiensis (Allahyari vd., 2020) en sik
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kullanilan bakteridir. Viriislerden, Spodoptera exigua ¢oklu niikleopolyhedroviriisii
(SeMNPV) (Cai vd., 2012) ve Spodoptera frugiperda c¢oklu niikleopolyhedroviriisii
(STMNPV) (Escribanovd., 2001) en sik parazitoitlerle birlikte test edilenler arasindadir.

Cesitli bulgular, EPF ve parazitoitlerin/predatdrlerin bir arada var olabildiklerini ve farkli
zararl tiirlerini kontrol altinda tutabildiklerini gostermistir. Ancak, EPFler bazi parazitoitler
lizerinde yetiskin veya larva yasamini ve diger biyolojik parametreleri iizerindeki zararh
etkilerinin oldugunu da gostermistir (Nielsen vd., 2005; Mas vd., 2019). Bu nedenle,
entomopatojenin parazitoitlerin davranigsal ve biyolojik parametreleri {izerindeki olasi
Oldiiriicii veya oOliimciil olmayan etkilerinin bilgisi ¢ok Onemlidir; bircok calisma bu
etkilesimleri bildirmistir (Powell vd., 1986, Brobyn vd., 1988, Askary ve Brodeur 1999,
Mesquita ve Lacey, 2001, Kim vd., 2005; Rashki vd., 2009, Aiuchi vd., 2012, Emami vd.,
2013).

Son ¢alismalarda Mohamed ve Hatcher (2017) parazitoit Aphidius colemani (Dalman, 1820)
(Hymenoptera: Braconidae) ve L. muscarium'un M. persicae ile miicadelesinde birlikte
kullanilabilecegini ortaya koymustur. Benzer sekilde, B. bassiana ve Metarhizium brunneum
Petch sonuglari, aralarinda herhangi bir olumsuz etkilesim olmaksizin A. colemani ile
uyumlu kullanilabilecegi yoniindedir (Jaber ve Araj, 2017). Roy ve Pell (2000), EPF ile diger
dogal diigmanlar arasindaki etkilesimler iizerine yaptiklar1 ¢aligmada predatorlerin ve
parazitoitlerin, EPFyi tasiyarak ve enfekte konaklarin artan hareketine neden olarak
epizootiklerin gelisimine katkida bulunabilecegini belirlemislerdir. Quesada-Moraga vd.,
(2022), yaptiklar1 ¢calismada EPF ile parazitoitler arasindaki uyumlulugu degerlendirmis ve
karisik sonuglar elde etmislerdir. Bu ¢aligma sonucunda, parazitoitlerin fungusu tasidigi,
hatta sinerjistik etkilesimler gosterdigi belirlenmistir. Buna ek olarak, EPF uygulamalarinin
parazitoitlerin  fizyolojisini  etkileyebilecegini, Omiirlerini kisaltabilecegini ancak
parazitleme oranlarini artirabilecegi belirlenmistir. Ayrica, Roy ve Pell (2000) tarafindan,
salinim zamanlarinin uygun sekilde ayarlandigi durumlarda kombinasyonun faydali oldugu,

ajanlarin uygulama zamanlamasinin ve sirasinin kritik oldugu belirlenmistir.

Tez calismas1 kapsaminda gelecek nesiller i¢in siirdiiriilebilir {iretim ihtiyacinin garanti
altina alinmasi ve iyi tarim uygulamalarina yardimci olacak c¢ok disiplinli tekniklerin
gelistirilmesi amaglanmistir. Bununla birlikte P. mallochii’nin hem depo zararlisi
boceklerden E. kuehniella ve C. cautella larvalar iizerine etkisi hem de parazitoit (yararl

bocek) V. canescens ile etkilesimleri arastirilmustir. Etkilerin incelenebilmesi igin P.
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mallochii’nin iki farkli depo zararlisinin gelisim biyolojisi iizerindeki etkileri kriter olarak
kullanildi. Bu ¢alisma P. mallochii’nin insektisidal aktivitesinin varliginin arastirildigi ilk
calismadir. Insektisidal aktivite calismalar dikkate alinarak yapilan etkilesim ¢alismalarinda
ise paylasilan konaga yapilan uygulamanin zamanlamasi degistirilerek parazitoit ve fungus
arasindaki konak ici etkilesimlerin sonucu tzerindeki degisiklikler degerlendirildi. Bu
caligmalara ek olarak P. mallochii’nin kullanilabilecegi en iyi doz degerinin belirlenebilmesi
icin  genotoksisite, sitotoksisite ve mikotoksin ¢alismalar1  yapildi.  Fungal
ekstrelerin/konidialarin parazitoit boceklerle etkilesimi ve uyumlulugu biyolojik kontrol

caligmalarina katki saglayarak tehlikeli pestisit kullanimin1 azaltacaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 Depo Zararhsi Boceklerin Uretilmesi

2.1.1 C. cautella ve E. kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae)

Konak olarak 6nemli bir depo zararlis1 olan Lepidoptera takiminin Pyralidae familyasina ait
C. cautella (incir giivesi) ve E. kuehniella (un giivesi) kullanildi. Giivelere ait laboratuvar
stok ve stiksesif kiiltiirlerinin kaynagini, arastirma laboratuvarimizda bulunan ve iginde
larva, pup ve erginlerinin bulundugu cekirdek kiiltiirler olusturdu (Sekil 2.1 ve 2.2). Bu
kiiltiirlerden her giin (hafta sonu harig) disi ve erkek erginler alinip igerisinde besin bulunan
cesitli hacimlerdeki cam kavanozlarin i¢ine birakilarak hava sirkiilasyonu i¢in kavanozlarin
agz1 bez ile kapatildi. Incir giivesini beslemek amaciyla %40 misir unu, %40 ince kepek ve
%20 pekmezden olusan un karisimi, un giivesini beslemek igin ise %40 bugday unu, %20
misir unu, %20 arpa unu ve %20 ince kepekten olusan un karisimi kullanildi. Cekirdek, stok
ve siiksesif kiiltiirler 26+£2°C sicaklik, %6545 nispi nem ve 12:12 saat (Aydinlik: Karanlik)
foto-periyot sartlart devam ettirilen laboratuvarda yetistirildi (Boz, 2013; Shakarami vd.,
2015). Laboratuvarin sicakligi 9000 BTU klima ve termostath radyator kullanilarak, nispi
nemi ise radyatOriin her iki yanina asilan i¢i su dolu plastik kaplarla saglandi. Laboratuvara
ait sicaklik ve nem degerleri TFA 30.5013 marka dijital ig-dis oda termo-higrometresi ve

maksimum-minimum termometre ile devamli olarak takip edildi (Usta, 2021).

Sekil 2.1: E. kuehniella kiiltiirleri a-b) Stok ve siiksesif kiiltiirler, ¢) Larva evresi, d) Pup
evresi, e) Ergin evresi.
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Sekil 2.2: C. cautella kiiltiirleri a-b) Stok ve siiksesif kiiltiirler, ¢) Larva evresi, d) Pup
evresi, e) Ergin evresi.

2.2 Larva Parazitoiti Boceklerin Uretilmesi

2.2.1 V. canescens Gravenhorst (Hymenoptera: Ichneumonidae)

Caligmalarda kullanilan parazitoit V. canescens Hymenoptera takiminin Ichneumonidae
familyasina aittir. V. canescens’in laboratuvar stok ve siiksesif kiiltlirlerinin kaynagini,
arastirma laboratuvarimizda bulunan V. canescens erginleri olusturdu (Sekil 2.3). Erginlerin
beslenmeleri i¢in %50 oraninda sulandirilmis ¢igek bali ¢ozeltisi emdirilmis nohut
biiyiikliigiindeki pamuklar kullanildi. Ergin parazitoitler konak E. kuehniella son evre
larvalarinin bulundugu 0,5 Lt’lik seffaf plastik kutulara yerlestirildi (Ozkan, 1999:; Boz,
2013). Kutularin iginde hava akiminin saglanabilmesi i¢in yanlarina toplu igne ile esit sayida
delikler agilarak, parazitoit kiiltiirii 25+1°C sicaklik, %65+5 nispi nem ve 12:12 saat
(Aydinlik: Karanlik) fotoperiyot sartlari devam ettirilen bir laboratuvarda yetistirildi.
Laboratuvarin sicakligit 9000 BTU klima ve termostatl radyator kullanilarak, nispi nemi ise
radyatoriin her iki yanina asilan i¢i su dolu plastik kaplarla saglandi. Laboratuvara ait
sicaklik ve nem degerleri TFA 30.5013 marka dijital i¢-dis oda termohigrometresi ve

maksimum-minimum termometre ile devamli olarak takip edildi ((")zkan, 1999; Boz, 2013).
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Sekil 2.3: V. canescens kiiltiirleri a-b) Stok ve siiksesif kiiltiirler, c-d-e) Konaktan ¢gikan
larva evreleri, f-g-h) Pup evresi agamalari, 1-i) Ergin ¢ikis siireci, j-K) Ergin evresi.

2.3 Fungus Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Fungus kiiltiirliniin hazirlanmasinda Malt Extract Broth (CM0057B) ve Agar (Oxoid, CM
59) kullanildi. Tanilama da kullanilan besiyerleri ise Czapek-Dox-Agar (CDA, Millipore,
70185), Sabouraund Dextrose Agar (SDA, Millipore, 1.05438), Malt Extract Agar (MEA,
Oxoid, CM 59), Potato Dextrose Agar (PDA, Millipore, P6685) ve Yeast Extract Agar
(YEA, Merck) dir. Petriler, fungusun makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerini belirlemek
ve konidial slispansiyon/ekstre hazirlanmasi ig¢in kullanildi (Raper ve Thom, 1949; Domsch
vd., 1980; Samson vd., 1981). Stok kiiltiir, Balikesir Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvari
Mantar Herbaryumunda CB-16 kod numarasi ile derin dondurucuda (-20°C) MEA

ortaminda muhafaza edildi.

2.4 Klasik Identifikasyon

2.4.1 Mikroskopik ve Makroskopik Inceleme

Fungus kiiltiirliniin klasik yontemlerle tanilanmasinda CDA, MEA, PDA, YEA ve SDA
kullanilarak hazirlanan petri kaplarindaki besiyerlerinin ylizeyine ii¢ nokta yontemi
kullanilarak asilama yapildi ve petriler 28°C'de 14 giin inkiibe edildi. Tanilama amaciyla,
makroskobik incelemede, koloni ¢ap1, koloni yiizey rengi, tekstiirii, koku, koloni alt yiizey
rengi, zonasyon ve eksiida gibi morfolojik 6zellikleri incelendi. Mikroskobik yapilarinin

(spor, fiyalid, konidioforlar, konidia, kleztotezyum, varsa eseyli lireme sonucu olusmus
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yapilarin varlig1) incelenmesi ig¢in Scotch tape (Larone, 1995) ve Lam lamel kiiltiir teknigine
(Fujita, 2013) gore hazirlanan preparatlar kullanildi. Scotch tape ydntemi icin preparat
hazirlanirken lam iizerine bir damla Lactophenol Cotton Blue (Sigma, Aldrich) ¢ozeltisi
damlatildi.

2.5 Molekiiler Identifikasyon

2.5.1 Genomik DNA (gDNA) izolasyonu

Izolatlardan genomik DNA izolasyonu i¢in Plant DNeasy (Qiagen Inc.) kiti kullanild1 ve kit
protokolii takip edildi. Bunun i¢in kiifler 10 giin siire ile uygun sicaklik (28 °C) ve kosullarda
inkiibe edildi. Yaklasik 100 mg misel havanda sivi azot ile ezildi ve kit prosediirii takip

edilerek DNA izolasyonu tamamlandi.

25.1.1 PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Birlesenleri
PZR’de kullanilan birlesenler ve konsantrasyonlar1 Tablo 2.1°de belirtildi.

Tablo 2.1: PZR’de kullanilan birlesenler ve konsantrasyonlari.

Kullanilan PZR Birleseni Miktar/Konsantrasyon
NH4SO4 Tamponu 10 X
DMSO %10
MgCI2 3 uL 25 mM
ITS-4 50 pmol/pL
ITS-5 50 pmol/uLL
dNTP 0.8 uL 10 mM
DNA 10 ng
Tag DNA Polimeraz 1.5 Unite
dH20 Kalan miktar 50 uL’ ye
tamamlanir
Toplam 50 uL

2.5.1.2 PZR’ de kullanilan Primerler ve Ozellikleri

Kullanilan primerler Macrogen (Kore) firmasindan temin edildi. Liyofilize olarak temin
edilen primerler 1 mL dH20O igerisinde ¢oziilerek stok hazirlandi. Her bir primerden, son
konsantrasyonu 50 nmol olacak sekilde ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Calismada kullanilan
primerlerin niikleotid dizileri ve ¢alisma sicakliklar1 Tablo 2.2’de verildi.

Tablo 2.2: Kullanilan primerler in niikleotid dizileri ve ¢alisma sicakliklari.

Primer Niikleotid Dizisi(5’-3’) Calsma Referans
Sicakhigi
ITS-4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 50 °C Sang vd.,1995
ITS-5 GGAAGGAGAAGTCGTAACAAG 50 °C White vd., 1990
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2.5.1.3 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Tamponlar
Agaroz jel elektroforezinde Tris-borate ve EDTA soliisyonlar1 Tablo 2.3’te belirtilen
konsantrasyonlarda kullanildi.

Tablo 2.3: (0,5)xTBE (Tris-Borate) tampon.

Stok soliisyon Son Konsantrasyon
1 M Tris-borate 0,045 M
0,5 M EDTA (pH 8) 0,001 M

2.5.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu
izole edilen gDNA kalip olarak kullanilarak, PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile
izolatlarin identifikasyonlart i¢in, ITS niikleer ribozomal DNA ITS (internal transcribed
spacer) gen bolgesi ¢ogaltildi. PZR toplam reaksiyon hacmi 50 uL olacak sekilde Tablo
2.1°de belirtilen birlesenler kullanilarak bir PZR tiipiine eklendi. Karigima son olarak enzim
eklendi. PZR’de kullanilacak malzemeler ¢alisma esnasinda buz {izerinde muhafaza edildi.
PZR amplifikasyonlar1 Progene Thermal Cycler (Techne, UK) cihazinda ve Tablo 2.4’te
belirtilen programa gore yapildi.
PZR fiirtinlerinden 5 pL almarak 0,5 mg/L Etidyum bromiir iceren %0.8 (w/v) agaroz jel
hazirlanarak olusturulan kuyulara 6X yiikleme boyasi Thermo Scientific™ (U.S.) ile
yiiklendi ve agaroz jel elektroforezi yapildi. Markor olarak Thermo Scientific™ GeneRuler
SM0133 (U.S.) kullanildi. Ornekler, elektroforez yiiriitiilerek ve UV transilimiinatér ile
goriintiilendi. PZR {irlinleri ticari olarak dizileme yapan Macrogen (Kore) araciligi ile hizmet
alimi seklinde dizilendi. Elde edilen DNA dizilerinin diizenlenme, contig olusturma ve
hizalanma islemleri BioEdit (Hall, 1999) filogenetik analizi PAUP4.0b10 4-(Swofford,
2002) gibi bu amagla tasarlanmis yazilimlar araciligiyla yapildi.

Tablo 2.4: PZR amplifikasyonlarinda kullanilan program.

Basamak Sicakhik Zaman Devir Sayisi
On 1s1tma 94 C° 5 dk. 1 devir
1. dongii 94 C~° 45 sn. 35 devir
2. dongii 50C?° 45 sn.
3. déngii 72C*° 2 dk.

Final Uzama 72C*° 10 dk. 1 devir
Saklama 4C° ©
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2.6 Etanol Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Fungustan etanol ekstresi hazirlamak igin MEA kullanildi ve 28°C’de 14 giin boyunca
inkiibe edildi (Velmurugan vd., 2010). inkiibasyon siiresi ve koloni gelisimi tamamlandiktan
sonra her bir petriye 2 mL Tween 80 ilave edilerek, sporlari kazinarak uzaklastirildi. Sporlari
alman agarlar daha kii¢iik parcalara ayrildi. Etanol igeren (w/v: 1/2) bir balon igine 20
petriden toplanan agar bloklar1 (100 g) ilave edildi ve fungus metabolitlerinin ¢oziiciiye
gegmesini saglamak igin ¢alkalayicida (ZHWY-211D) 26°C'de 160 rpm’de 72 saat
calkalandi. Daha sonra elde edilen soliisyon 0,45 ve 0,22 um Minisart filtrelerden (Supelco)
gegirildi. Coziicii, donerli buharlastirict (IKA RV 10 basic) ile buharlastirilarak ve konsantre
etanol ekstresi elde edildi (Sekil 2.4). Hazirlanan ekstre, liyafilizatér (CHRIST ALPHA 1—
2 LD) ile liyofilize edildi (Velmurugan vd., 2010; Bouhri vd., 2020). Ekstre -20°C'de derin

dondurucuda kullanilincaya kadar saklandi.
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Sekil 2.4: Etanol ekstresinin hazirlanmasi (Biorender.com).

24



2.7 Konidial Siispansiyonlarin Hazirlanmasi

Konidial siispansiyonun hazirlanmasi i¢in fungus karanlikta 28°C'de 14 giin boyunca
MEA’da yetistirildi. Inkiibasyon siiresi ve koloni gelisimi tamamlandiktan sonra petri
kutularina %0,01 Tween 20 ile hazirlanan 10 mL steril su ilave edilerek cam baget ile
dikkatlice kazinarak sporlar elde edildi. Siispansiyon hazirlanirken 4 katli gazli bezden 50
mL’lik steril tiiplere siiziilerek misel ve agar parcalari uzaklastirildi (Sekil 2.5).
Stispansiyonun konidia sayisi mikroskop altinda Thoma lami {izerinde sayilarak, gerekli
konsantrasyonlarda diliisyonlar yapildi ve 1 mL'de 1x10° konidia olacak sekilde ayarland:

(Fancelli vd., 2013).

Sporiann Kazinarak
Uzaklastinimasi

Inkiibasyon % 10 gun J1 28
- ©

Sekil 2.5: Konidial siispansiyonlarin hazirlanmasi (Biorender.com).

2.8 P. mallochii Dozlarimin Belirlenmesi ve Uygulanmasi

2.8.1 Ekstre Dozlarinin Belirlenmesi ve Uygulanmasi

P. mallochii etanol ekstresinin C. cautella ve E. kuehniella’nin gelisim biyolojisini nasil
etkilendigini gozleyebilmek igin doz araligi belirleme 6n g¢alismalar1 yapildi. Ekstrenin
toksik etkilerini belirlemek amaciyla kontrol grubuna ek olarak 6 farkli konsantrasyon (0,1,
0,5, 1, 2, 5, 10 mg/mL) hazirlandi. Konsantrasyonlar hazirlanirken, P. mallochii etanol
ekstraktt 0,5 g olacak sekilde tartildi ve 10 mL PBS (Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi)
igcerisinde ¢oziildii. Ana stok konsantrasyonu 50 mg/mL olarak elde edildi. Calismada
kullanilacak konsantrasyonlar ana stoktan seyreltmeler yapilarak hazirlandiktan sonra,
topikal aplikasyon yontemiyle son evre larvalarin dorsaline (protorakstan baslayarak dorsal
boyunca bir ¢izgi halinde) 5 pL olarak mikropipet ile uyguland: (Luo vd., 2015; Luo vd.,
2017). Deneyler ii¢ tekrarli olacak sekilde yapildi ve PBS kontrol grubu olarak kullanildi.
Bu ¢alismalar sonucunda, probit analizi ile etanol ekstresinin canlilar i¢in 6ldiiriicti degerleri

belirlenerek LDso ve LDgg degerleri hesaplandi.
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2.8.2 Konidial Siispansiyon Dozlarinin Belirlenmesi ve Uygulanmasi

P. mallochii kondial siispansiyon dozlarindan 1x10” konidia/mL tek doz olarak son dénem
bocek larvalarinin (25+4 mg) toraks dorsaline mikropipet yardimiyla topikal aplikasyon
yontemi ile her bir bireye 5 puL olarak uygulandi (Safavi vd., 2010). Kondial siispansiyon
dozlarina bagli olarak C. cautella ve E. kuehniella’nin gelisim biyolojisinin nasil
etkilendigini gozleyebilmek icin doz araligi belirleme 6n ¢alismalar1 yapildi. Fungal
sporlarin toksik etkilerini belirlemek amaciyla kontrol grubuna ek olarak bes farkli
konsantrasyon (1x10°% 1x10° 1x107, 1x10® ve 1x10° konidia/mL) hazirlandi, topikal
aplikasyon yontemiyle son evre larvalarin dorsaline (protorakstan baslayarak dorsal boyunca

bir ¢izgi halinde) 5 pL konidial siispansiyon mikropipet ile uygulandi.

Doz uygulanan bocekler 26+2°C sicaklikta karanlik oda kosullarinda ti¢ giin siire ile gézlem
altina alindi. Inceleme sonucu 6len larvalar fungal gelisim gerceklesmeden &nce White
Tuzagi’ndan uyarlanan bir tuzak iizerine yerlestirildi. Bu tuzagi olusturmak i¢in, orta boy (9
cm ¢apli) petri kaplarinin igerisine kiigiik boy (6 cm capli) petri kab1 konularak tizerine 7 cm
capinda filtre kagid1 yerlestirildi. Petri kaplarina 15 mL saf su ilave edildikten sonra, kiiciik
petri kaplarimin {izerindeki filtre kagitlarina larvalar yerlestirildi. Larvalar, nemli filtre
kagitlarinin bulundugu petri kaplarinda 26+2°C ayarl inkiibatérde 7-10 giin inkiibasyona
birakildi (Orozco vd., 2014). Yasamaya devam eden larvalar icin ise gelisim biyolojisi
calismalarina devam edildi. Deneyler ii¢ tekrarli olacak sekilde yapildi ve PBS kontrol grubu
olarak kullanildi. Bu ¢alismalar sonucunda, probit analizi ile konidial stispansiyon dozlarinin

canlilar i¢in dldiriicli degerleri belirlenerek LDsg ve LDgg degerleri hesaplandi.

2.9  P.mallochii’nin Depo Zararhsi Boceklerin Gelisim Biyolojisine Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda (0,1, 0,5, 1, 2, 5, 10 mg/mL) etanol ekstresi ve farkli
konsantrasyonlarda konidial siispansiyon (10° 10° ,107, 108 10° konidia/mL) dozlari
uygulanan E. kuehniella ve C. cautella larvalari 60x15 mm 6lgiilerde plastik petrilere alindi.
Petriler 26+2°C’ye ayarli (%65 +5 nem orani1 olan) 12:12 oranlarinda fotoperiyot uygulanan
etiiv igerisine konuldu. Uygulanan maddelerin gelisim biyolojisine etkilerini belirlemek

amaciyla 40 giin boyunca her giin i¢in gozlem cizelgeleri tutuldu.

2.9.1 Koza Orme Siiresi
Deney grubu (farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstresi ile konidial siispansiyon

uygulanmis) ve kontrol grubu larvalarda; her larvanin petriye alindig1 andan itibaren kozay1

26



tam olarak tamamlamasina kadar gegen siire (giin) koza 6rme siiresi olarak kaydedildi. Her

birey i¢in gilinliik degisimler ayr1 ayri takip edildi.

2.9.2 Puplasma Siiresi

Deney grubu (farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstresi ile konidial siispansiyon
uygulanmis) ve kontrol grubu larvalarda; larvalarin petriye alindigi andan itibaren pup
oluncaya kadar gecen siire (giin) puplasma siiresi olarak kaydedildi. Her birey icin giinliik

degisimler ayr1 ayr takip edildi.

2.9.3 Pupal Periyot
Deney grubu (farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstresi ile konidial siispansiyon
uygulanmis) ve kontrol grubu larvalarda; larvalarin pup olarak gecirdigi siire pupal periyot

olarak kaydedilerek her birey i¢in giinliik degisimler ayr1 ayr takip edildi.

2.9.4 Ergin Oncesi Gelisim Siiresi
Deney grubu (farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstresi ile konidial siispansiyon
uygulanmis) ve kontrol grubu larvalarda; larvalarin ergin birey oluncaya kadar gegirdigi stire

(glin) ergin Oncesi gelisim siiresi olarak belirlendi.

2.9.5 Ergin Hayat Uzunlugu

Deney grubu (farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstresi ile konidial siispansiyon
uygulanmis) ve kontrol gruplarinda larvalardan erginlesen bireylerin her giin ayni saatte
petrilerdeki giinliik degisimleri takip edilerek her bireyin ergin olduktan sonra oliimiine

kadar gecen siireleri (giin) ergin hayat uzunlugu olarak belirlendi.

2.9.6 Agirhik
Deney grubu (farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstresi ile konidial silispansiyon
uygulanmis) ve kontrol gruplarinda larvalardan erginlesen bireylerin agirliklari tartilarak mg

olarak belirlendi.

2.9.7 Toplam Yumurta Sayisi

Deney grubu (farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstresi ile konidial siispansiyon
uygulanmis) ve kontrol gruplarinda larvalardan erginlesen disi bireyler tespit edildiginde
petri i¢ine sar1 renkli zigzag seklinde katlanmis kagitlar yerlestirilerek disilerin yumurta
birakmasi saglandi. Ergin disilerin biraktig1 yumurtalar bireyler dlene kadar her giin aym

saatte sayilarak yumurta verimi tespit edildi.
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2.10 Sitotoksisite Analizleri

Calismamizda kullanilan fungusa ait etanol ekstresinin sitotoksisite testleri Tiibitak
MAM’da GEN162 Sitotoksisite Testleri (ISO 10993-5) referansi ile hizmet alimi olarak
yaptirildi. Sitotoksisite; canli hiicreler lizerindeki toksik etki oranidir ve toksik oldugu
diisiiniilen maddenin, uygun hiicre kiiltiirlinde, hiicre ¢ogalma orami dikkate alinarak
belirlenir. Bu test; morfolojik olarak hiicresel hasarin gozlenmesi, hiicresel hasarin g¢esitli
Olcim yontemleri ile belirlenmesi, hiicresel biiyiimenin belirlenmesi, hiicresel
metabolizmadaki herhangi bir degisikligin belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir.
Sitotoksisite testleri “OECD Akut Oral Sistemik Toksisite Testleri i¢in baglangic dozu
belirlenmesi i¢in Sitotoksisite testlerinin uygulanmasi test kilavuzu no:129°da yer alan

standartlar dikkate alinarak yapildi.

Caligsmada yeni bilesikleri test etmek ve memeli sistemine uygunlugu dolasiyla L929 (NCTC
clone 929) fare fibroblast hiicre soyu kullanildi. Besiyeri olarak Dulbeco’s Minimum
Essential Medium (DMEM, Sigma Cat# D0547, lot# SLBH5487) ve katki madddeleri %10
Fetal bovin serum (FBS, heat inactivated, Gibco, #10500-064)+ 1% antibiotic-antimycotic
soliisyon (Gibco, #15240-062),+ 1% GlutaMax (Gibco, #35050061), 1% Sodium Pyruvate
(Gibco, #11360070) kullanildi. Etanol ekstresi igin 200 mg 6rnek 1 mL serum igeren besiyeri
(DMEM) iginde ¢oziilerek, (200 mg/mL) hazirlandi. Daha sonra 200 mg/mL-0.2 mg/mL doz
arahiginda 1:2 oraninda diliisyonlar1 hazirlandi. 1929 hiicre hatt1 12x 102 hiicre/kuyu olacak
sekilde 96’lik kuyulara ekilerek 24 saat 37°C, %5 CO2’de inkiibe edildi. Hazirlanmis olan
ornekler hiicrelerin tizerine eklendi ve 24 saat 37°C, %5 COz’de inkiibe edildi. 5 mg/mL
MTT (3-(4,5-Dimethly-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide, Sigma #5655)
iceren besiyeri kuyulara eklenerek 4 saat inkiibasyondan sonra olugan formazan kristallerini
¢ozmek i¢in kuyulara 100 pL DMSO eklenerek calkalayiciya birakildi. 96’lik wellplate
canlilik testi i¢in mikroplate okuyucuda 570 nm ve 650 nm referans dalga boyunda

absorbans 6l¢timii yapildi.

2.11 Genotoksisite Analizleri

Calismamizda kullanilan etanol ekstresinin genotoksisite testleri Tiibitak MAM’da Gen 203
Genotoksisite Testi in-vitro Komet testi referans: ile hizmet alimi olarak yaptirildi.
Genotoksisite testi, /n-vitro Komet testi: Tek hiicre DNA hasar tespiti, genotoksik ajanlarin
memeli hiicrelerde DNA zincir kiriklarini1 6l¢gme esasina dayanir. Hiicreler, mikroskop lami1

lizerine kaplanan agaroz jel icerisine gomiilerek deterjan ve yiiksek tuz konsantrasyonuyla
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hiicrelerin biitiin membranlar1 parcalanir ve DNA serbest hale geger. Bu serbest hale gegen
DNA’da olasi genotoksisite nedeniyle olusan kiriklar elektriksel alanda ve yiiksek pH’da
yiiriitiildiikten sonra florofor bir madde ile boyanarak floresan mikroskop altinda incelenir.
DNA’nin hasar gérmeyen bazi kisimlar1 tam olarak goriilmekteyken, hasarli kisimlar1 kayan
bir kuyruklu yildiz sekli gosterir. Bu olusan kuyruk kismi ile bas kisminin oran1 genotoksik

etkiyi belirlenmesinde kullanilir.

Komet testi OECD TG 489 /n-vivo Memeli Alkalin Komet testi ve komet testi: tek hiicre
DNA hasar1 tespiti metodu Nature protokolii (Olive ve Banath, 2006) ve validasyon
calismalari (Tice vd., 2000) dikkate aliarak gerceklestirildi. /n vitro komet testi validasyon
calismalarinda 6nerilen Cin memeli hiicrelerinden hemstir yumurtalik hiicre soyu (CHO-K1)
temsil etmeye uygunlugu dolayisiyla segildi. Besiyeri olarak Dulbecco’s Modified Eagle
Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12) (Sigma Cat # 6421-500 m L, RNBD2526)
+%10 fetal bovin serum (FBS) (Biochrom AG Cat #S0115, lot#1241W)+ penisilin
streptomisin (Sigma, Cat #P4333-20 mL, lot #SLBC1092, %25 Tripsin-EDTA (Gibco
Cat#25200-056, lot #1161201) kullanildi. Etanol ekstresi i¢in 200 mg 6rnek 1 mL serum
iceren besiyeri (DMEM) i¢inde ¢oziilerek, (200 mg/mL) hazirlandi. Daha sonra 200 mg/mL-

0,2 mg/mL doz araliginda 1:2 oraninda diliisyonlar1 hazirlandi.

Komet testi i¢in 6rnegin uygulama dozunun, hiicre canliliginin %70’ten az olmayan dozu
uygulanmas1 gerekmektedir. Bu nedenle 6ncelikle ekstre CHO-K 1 hiicrelerine uygulanarak
MTT testi yapildi. CHO-K1 hiicre hatt1 12x 102 hiicre/kuyu olacak sekilde 96°Iik kuyulara
ekilerek 24 saat 37°C, %5 COgz’de inkiibe edildi. Hazirlanan 6rnekler hiicrelerin iizerine
eklendi ve 24 saat 37°C, %5 COz’de inkiibe edildi. 5 mg/mL MTT (3-(4,5-Dimethly-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide, Sigma #5655) iceren besiyeri kuyulara
eklenerek 4 saat inkiibasyondan sonra olusan formazan kristallerini ¢ozmek i¢in kuyulara
100 uL DMSO eklenerek calkalayiciya birakildi. 96’lik wellplate canlilik testi igin

mikroplate okuyucuda 570 nm ve 650 nm referans dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi.

2.11.1 in-vitro Komet testi
2.11.1.1Doz-Cevap lliskisi
CHO-K1 hiicreleri sayilarak 40 X 10° hiicre/kuyu olacak sekilde 24°liik kuyulara ekildikten
sonra 37°C’de, %5 CO2 kosullarinda 24 saat inkiibe edildi. Pozitif kontrol “Ethyl
methansulfonate” (EMS) 40 mM ve negatif kontrol olarak ¢oziicii soliisyon DMEM besiyeri

kullanild1. Hazirlanan 6rnek 0,02 mg/mL konsantrasyonunda 24 kuyulu tepsilerde hiicrelerin
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tizerine eklenerek 24 saat 37°C, %5 COz’de inkiibe edildi. Ekstre ile inkiibe edilen test
hiicreleri ve kontrol hiicreleri tripsinize edildikten sonra pipetaj yapilarak hazirlanan
homojen hiicre siispansiyonu hemositometre ile sayilarak ve 16 x 10° hiicre/mL yogunlukta

olacak sekilde PBS igerisinde hiicre siispansiyonu hazirlandi.

2.11.1.2 Hiicre Lizisi ve Elekroforez

Bu y6tem, diisiik erimeli agarozdaki hiicre siispansiyonunun lam iizerindeki %1°lik agaroz
tizerine ekilmesi ve elektriksel alanda gog ettirilmesi prensibine dayanmaktadir. Lamlar ilk
olarak %1 agaroz ile kaplandi. Kontrol ve 6rnege maruz kalan PBS igerisindeki hiicre
siispansiyonundan 16x10° hiicre 200 uL igerisinde alinarak low melting agaroz ile belli
oranda karistirtlip lam {izerine yayildi. Daha sonra, lamlar agaroz icerisinde bulunan
hiicrelerin membranlarini patlatmak amaciyla lizis tampona alinmis ve gece boyunca
+4°C’de karanlikta bekletildi. Ertesi giin {i¢ defa alkalin yiiriitme tamponunda (pH > 13)
20’ser dakika siireyle yikandi. 13 V, 0,03 mA’de 25 dakika elektroforez yapilmis ve
arkasindan distile su ile yikandi. Lamlarin iizerindeki hiicrelere 100’er pL 1/1000
seyreltilmis floresan SYBR Gold niikleik asit jel boya soliisyonu eklenerek 20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Lamlardaki hiicrelerin goriintiisii fliioresans mikroskop ile 495

nm/537 nm dalga boylarinda 40x objektif ile goriintiilendi.

2.11.1.3  Nicel ve Nitel Degerlendirme Metodu

Slaytlarin floresans mikroskop ile goriintiileri alindiktan sonra “% kuyruk DNA” degerleri
NIH Image J programi aracilifiyla hesaplandi. “Bas kisim dansite” ve “kuyruk kisim
dansite” bolgeleri Sekil 2.6’de gosterildigi gibi isaretlenmis olup “entegre DNA miktari
hesaplandi.

Elde edilen veriler: % Kuyruk DNA = 100 x Kuyruk DNA dansitesi /Hiicre DNA dansitesi
formiiliinde yerine konarak ve 50’ser adet hiicre incelenerek hesaplandi. Deneyler ti¢ tekrarl

olarak gerceklestirildi.

Sekil 2.6: Tek hiicre DNA hasar tespiti.
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2.12 Mikotoksin Analizleri

P. mallochii i¢in Mikotoksin analizleri Tubitak MAM’a G116 Aflatoksin (B1, B2, G1, G2)
(AOAC 999.07, AOAC 999.31, D.05.G116, isletme i¢i metot-HPLC FLD, Okratoksin A (R
hone- Diagnostics Tech.Instr.-Ochratoxin A Analysis in Cereals, D.05.G119, isletme igi
metot-HPLC UV) referansi ile hizmet alim1 olarak yaptirildi.

2.13  Toplam Hemosit Sayilarinin Belirlenmesi

E. kuehniella’ya farkli konsantrasyonlardaki etanol ckstresi ve konidial siispansiyon
uygulanmasinin toplam hemosit sayisina etkilerinin belirlendigi ¢alismalarda etanol ekstresi
icin 10, 5, 2, 1, 0,5 ve 0,1 mg/mL konidial siispansiyon i¢in ise 1x10°,1x10°,1x107,1x108 ve
1x10° konidia/mL dozlar1 taze olarak hazirlandi. Dozlar bekletilmeden larvalara topikal
aplikasyon yontemiyle toraks dorsalinden mikropipet yardimiyla uygulandi. Uygulama
yapilan bireyler 60x15 mm Olgiilere sahip plastik petrilere alinip uygulama saatleri dolana
kadar 26+2°C sicaklik %6545 nem oranina sahip 12:12 oranlarinda foto-periyot uygulanan
etiivlerde bekletildi. Doz uygulamasindan 24 ve 48 saat sonrasinda larvalardan hemolenf

alinip hemosit sayilari belirlendi (Er, 2011).

Kontrol gruplarini herhangi bir igleme tabi tutulmamis bireylerden olusan gruplar ve PBS
uygulanmis gruplar olusturdu. Deney gruplari olusturulurken her bir doz ve kontrol grubu
icin 3 tekrar halinde toplam 30’ar larva kullanildi. Toplam hemosit sayilarinin
belirlenebilmesi i¢in larvalar birinci arka bacak iizerinden ince uclu igne (lanset) ile delindi
ve 4 uL hemolenf mikrokapiler tiip (Sigma) yardimiyla alindi. Elde edilen hemolenf 6rnegi
buz tizerinde bekletilen ve igerisinde 36 pL antikoagulant (0,098 M NaOH, 0,186 M NaCl,
0,017 M Na2EDTA ve 0,041 M Sitrik asit, pH = 4,5) bulunan ependorf tiiplerine aktarildi.
1: 10 oraninda seyreltilmis hiicre slispansiyonu mikropipet yardimiyla birkac kez g¢ekilip
birakilmak suretiyle karistirildi. Hiicre siispansiyonundan 10 pL. mikropipet ile g¢ekilerek
0,100 mm derinlige sahip Neubauer hemositometresine (Improved Neubauer
Hemocytometer; Superior, Germany) yiiklendi. Hemositler Olympus BX51 marka
mikroskopta sayilarak 1mL hemolenfteki hemosit sayisi belirlendi (Sekil 2.7). Mililitredeki

toplam hemosit sayisinin hesaplanmasi i¢in asagidaki formiilden yararlanildi (Er, 2011).

Hiicre sayis1 / mL = Biiyiik karede sayilan hiicre sayis1 x Sulandirma katsayis1 x 10*
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Sekil 2.7: Neubauer hemositometresi ve sayim alani.

2.14 Hemolenfin Anti-bakteriyal Aktivitesinin Belirlenmesi

2.14.1 Mikroorganizmalar

Antibakteriyel aktivite icin Gram (+) bakterilerden Staphylococcus aureus (ATTC 6538P),
Bacillus cereus (CCM 99) ve Gram (-) bakterilerden Klebsiella pneumoniae (CCM 26 2318),
Escherichia coli (ATCC 11230), Proteus vulgaris (ATCC 6897) kullanildi. Tim
mikroorganizma stoklar1 Balikesir Universitesi, Fen—Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii

Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarinda saklanmaktadir.

2.14.2 Hemolenfin Toplanmasi

E. kuehniella’ya farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstresi (10, 5, 2, 1, 0,5 ve 0,1 mg/mL)
ve konidial siispansiyon (1x10°,1x108,1x107,1x108 ve 1x10° konidia/mL) uygulamasi icin
dozlar taze olarak hazirlandi. Dozlar bekletilmeden larvalara topikal aplikasyon yontemiyle
toraks dorsalinden mikropipet yardimiyla uygulandi. Uygulama yapilan bireyler 60x15 mm
ol¢iilere sahip plastik petrilere alinip uygulama saatleri dolana kadar 26+2°C sicaklik %65+5
nem oranina sahip 12:12 oranlarinda foto-periyot uygulanan etiivlerde bekletildi (Giiner vd.,
2023b). Doz uygulamasindan 24 ve 48 saat sonrasinda larvalarin birinci arka bacak
tizerinden ince uclu igne (lanset) ile delinerek hemolenfler mikrokapiler tiip (5pL,
Hirschmann) yardimiyla alindi. Toplanan hemolenflerin bulundugu eppendorf tiipleri islem
devam ederken buz iizerinde tutuldu. Eppendorf tiiplerine melanizasyonu engellemek
amaciyla 0,001 g 1-phenyl-2-thiourea (Merck, CAS 103-85-5) ilave edildi (Zupko vd., 1993;
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Du vd., 2020, Radwan vd., 2022; Scieuzo vd., 2023). Kontrol gruplarint herhangi bir igleme
tabi tutulmamis bireyler ve 24 ve 48 siire ile PBS uygulanmis gruplar olusturuldu. Her bir
doz ve kontrol grubu igin hemeolenf toplanmasi farkli zamanlarda her biri 20 larvadan

olusan iiger tekrarda yapildi.

2.14.3 Disk Diffiizyon Testleri

Kalitatif antibakteriyal aktivite testleri Mueller Hinton Agar (MHA, Merck) kullanilarak
disk difiizyon yontemi (Kirby-Bauer) ile yapildi. Calismada kullanilan bakterilerin 24 saatlik
taze kiiltlirlerinden 0,5 McFarland standardina esdeger bulaniklikta siispansiyon hazirlandi
(El-Saadony vd., 2021). Deney ve kontrol gruplarina ait hemolenf 6rnekleri 6 mm’lik steril
bos kagit disklere (Oxoid, CT0998B/Blank discs) 10 pL olarak emdirildi. Hazirlanan bakteri
slispansiyonu petrilerin yiizeyine yayildiktan sonra hemolenf emdirilen kagit diskler
aralarinda 2 cm kalacak sekilde pens yardimiyla petri ylizeyine yerlestirildi. Petriler
37+0,1°C’de 24 saat inkiibe edildi. Siire sonunda besiyeri lizerinde olugan inhibisyon zonlari
mm olarak degerlendirilerek ve standart antibiyotik diskleri ile karsilagtirildi (Marshall ve
Arenas, 2003). Pozitif kontrol grubu olarak standart antibiyotiklerden Sulfametaxozole
trimethoprim (Oxoid, CT0052B/SXT-25 ug), Tetracycline (Oxoid, CT0054B/TE-10 ng),
konidial siispansiyon ve ekstre dozlarmin farkli konsantrasyonlar1 negatif kontrol grubu

olarak ise PBS ve saf su kullanildi.

2.15 Etkilesim Deneyleri

Entegre Zararli Yonetimi (IPM) yaklasimi, yerel ve istilaci zararlilarin kontrolii i¢cin genis
capta desteklenmekte ve kullanilmaktadir, 6te yandan IPM' nin cesitli bilesenlerinin
kullanimi1 birbiri iizerinde sinerjik, destekleyici veya antagonistik bir etkiye sahiptir. Bu
caligmada, iki farkli biyolojik kontrol ajaninin (parazitoit: V. canescens ve fungus: P.
mallochii) ayn1 konak (E. kuehniella) iizerinde birlikte kullanimlarinin olusturdugu etkiyi
gozlemleyebilmek i¢in etkilesim deneyleri yapildi. Ayrica bu ¢aligma ile V. canescens’in P.
mallochii’ye duyarliligi dogrudan ve dolayli enfeksiyon yaklasimlariyla degerlendirildi.
Etkilesim deneylerinde P. mallochii konidial siispansiyon ve ekstre dozlar1 ayri ayri
uygulandi. Her uygulama kendi icinde ii¢ etkilesim senaryosu seklinde planlandi. Bu
senaryolardan ilki parazitoitin larvay1 parazitleme davranig1 sonrasinda doz uygulamasi (P/D
Asamasi), ikinci agama larvaya doz uygulamasi sonrasi parazitleme (D/P Asamasi), ligiincii

asamada ise ergin parazitoitler lizerine doz uygulamasi seklindedir (Ergin Asamasi) (Sekil
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2.8). Bu senaryolar altinda parazitoitin ergin dncesi gelisim siiresi, ergin hayat uzunlugu,

ergin boyu ve agirligi tizerindeki degisimler degerlendirildi.

ETKILESIM UYGULAMALARI
T s f
- — —— -
kuehniella
P mallochii E. kuehniella V. canescens
Parazitleme Sonrasinda Doz Uygulamasi Doz Uygulamas: Sonrasi Parazitleme Ergin Parazitoitler Uzerine Doz Uygulamasi
(P/D Asamasi) (D/P Agamasi) (Ergin Asamasi)
f V4 S , '
y -n —
[ d ‘

Sekil 2.8: Etkilesim uygulamalar1 sematik gosterim (Biorender.com).

2.15.1 Etkilesim Senaryolari

2.15.1.1Parazitleme Sonrasi1 Doz Uygulamasina (P/D) Bagh Etkilesim

Bu asamada E. kuehniella son evre larvalari ile ayri ayri bir araya getirilen parazitoitlerin
parazitleme davranisi (konagi arastirma, konak ile temas, konagi delme ve yumurtanin
konaga hazirlanist) gézlemlendi. Parazitleme sirasinda her bir son evre larvaya tek bir diginin
yumurta birakmasi saglandi. Parazitlenen larvalarda parazitoitin yumurta, 1. larva ve 3. larva
evrelerinde olmasi i¢in parazitleme sonrasi 1., 4. ve 8. giinlerde farkli konsantrasyonlarda
(0,1,0,5, 1, 2, 5, 10 mg/mL) etanol ekstresi ve farkli konsantrasyonlarda (10°, 10°, 107, 108,
10° konidia/mL) konidial siispansiyon dozlar1 ayri ayri uygulandi. Larvalar 60x15 mm
Olciilerde plastik petrilere alinip 25 £1°C’ye ayarlt (%65 +5 nem orani olan) 12:12
oranlarinda fotoperiyot uygulanan etiiv igerisine konuldu ve doz uygulamasi sonrasi
parazitoit ¢ikis sayilari ve parazitoitin biyolojik gelisimi takip edildi (Sekil 2.9). Parazitoitler

ile ilgili biitiin deneyler farkli zamanlarda {i¢ kez tekrar edildi.
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Sekil 2.9: Parazitleme sonras1 doz uygulamasina bagli etkilesim sematik gdsterimi
(Biorender.com).

2.15.1.2Doz Uygulamasindan Sonra Parazitlemeye Bagh Etkilesim (D/P Asamasi)
Bu asamada farkli konsantrasyonlarda (0,1, 0,5, 1, 2, 5, 10 mg/mL) etanol ekstresi ve farkli
konsantrasyonlarda (10°, 108, 107, 108, 10° konidia/mL) konidial slispansiyon dozlarina ayri
ayrt maruz birakilmis son evre konak larvalar1 doz uygulamasindan sonraki 1., 4. ve 8.
giinlerde parazitoitlere ait disi bireyler ile bir araya getirildi. V. canescens’in doz uygulanmis
konaklara karsi temizlenme, konag1 arastirma, konak ile temas, konagi delme, konaktan
sakinma, konag1 arastirmama ve konaktan kagma gibi parazitoit davranislar
gozlemlendikten sonra, bu davranislarin devaminda, parazitleme davranigt gozlenen
bocekler ile biyolojik 6zellik deneyine devam edilirken, parazitlenmeyen konaklar biyolojik
ozellik deneyinden c¢ikarildi. Parazitlenen larvalar 60x15 mm olciilerde plastik petrilere
alinip 25 £1°C’ye ayarl1 (%65 £5 nem orani1 olan) 12:12 oranlarinda fotoperiyot uygulanan
etliv i¢erisine konuldu. Parazitoit ¢ikis sayilar1 ve parazitoitin biyolojik gelisimi takip edildi
(Sekil 2.10). Parazitoit bireyler ile ilgili biitiin deneyler farkli zamanlarda ii¢ kez tekrar
edildi.
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Sekil 2.10: Doz sonrasi parazitlemeye bagl etkilesimin sematik gosterimi
(Biorender.com).

2.15.1.3 Ergin Parazitoitlere Doz Uygulanmasina Bagh Etkilesim (Ergin Asamasi)

Bu asamada ise farkli konsantrasyonlarda (0,1, 0,5, 1, 2, 5, 10 mg/mL) etanol ekstresi ve
farkli konsantrasyonlarda (10°, 108, 107, 108, 10° konidia/mL) konidial slispansiyon
dozlarina ayr1 ayri maruz kalan parazitoitler hi¢bir islem uygulanmamis konak canlilar ile
bir araya getirilerek parazitleme davranisi (temizlenme, konag1 arastirma, konak ile temas,
konag1 delme, konaktan sakinma, konag1 arastirmama ve konaktan kagma) gozlemlendi.
Parazitleme davranigi gozlenen bocekler ile biyolojik 6zellik deneyine devam edilirken,
parazitlenmeyen konaklar biyolojik 6zellik deneyinden cikarildi. Parazitlenen larvalar
60x15 mm oOlciilerde plastik petrilere alinip 25 +1°C’ye ayarli (%65 £5 nem oran olan)
12:12 oranlarinda fotoperiyot uygulanan etiiv igerisine konuldu ve parazitoit ¢ikis sayilari
ve parazitoitin biyolojik gelisimi takip edildi (Sekil 2.11). Parazitoit bireyler ile ilgili biitiin

deneyler farkli zamanlarda {i¢ kez tekrar edildi.
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Sekil 2.11: Ergin bireylere doz uygulamasina bagl etkilesim (Biorender.com).

2.15.2 P. mallochii’ nin V. canescens’ in Gelisim Biyolojisine EtKisi

2.15.2.1 Ergin Oncesi Gelisim Siiresi

Tasarlanan ii¢ senaryonun her biri i¢in ergin dncesi gelisim siiresi i¢in baslangi¢, konagin
parazitlendigi an kabul edilerek, ergin parazitoitin ¢iktig1 giine kadar devam eden siire¢ ergin

oncesi gelisim siiresi olarak kabul edildi (Ozkan 1999).

2.15.2.2Hayat Uzunlugu
Tasarlanan {i¢ senaryonun her biri i¢in konaklardan ¢ikan ergin parazitoitlerin ergin olduklar:
giin ile dldiikleri giin kaydedilerek bu siire (giin) ergin hayat uzunlugu olarak belirlendi

(Ozkan, 1999).

2.15.2.3 Boy Uzunlugu
Tasarlanan {i¢ senaryonun her biri i¢in konaklardan ¢ikan ergin parazitoitlerin boy uzunlugu,
bastan abdomen ucuna kadar almnarak belirlendi. Deney ve kontrol gruplari i¢in boy

uzunluklar1 ayr1 ayr dlgiilerek belirlendi (Tiiven, 2006).

2.15.2.4 Agirhk
Tasarlanan {i¢ senaryonun her biri i¢in konaklardan ¢ikan ergin parazitoitlerin agirligi deney

ve kontrol gruplarindaki her birey icin ayr1 ayri tartilarak mg olarak belirlendi (Ozkan,1999).
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2.16 Istatistik

E. kuehniella ve C. cautella’ya farkli dozlarda P. mallochii ekstre ve konidial siispansiyon
uygulanmasina bagli olarak elde edilen verilerin her biri i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi
Testi Testi (ANOVA) uygulandi. V. canescens’e farkli dozlarda P. mallochii ekstre ve
konidial siispansiyon uygulanmasina bagli olarak elde edilen verilerin zamana baglh
etkilerini degerlendirmek igin Cift Yonlii Varyans Analizi Testi (ANOVA) yapildi. Toplam
hemosit sayilari ile ilgili elde edilen veriler i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi Testi (ANOVA)
ve bagimsiz iki 6rneklem t testleri yapildi. Ortalamalar arasi farkin 6nem kontroliinde Tukey
HSD Testi kullanildi (SPSS 18.0., Chicago, IL). Degerlendirmelerde 0.05 gliven sinir1 esas

alindi.
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3. BULGULAR

3.1 P. mallochii’nin Morfolojik Ozelliklerinin incelenmesi

Makromorfolojik 6zelliklerin belirlenebilmesi i¢in fungus; farkli besiyerlerinde (MEA,
SDA, CDA, YEA ve PDA) 14 giin boyunca 28°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda petrilerdeki kolonilerin makroskobik olarak biiytikliigli (cm cinsinden), sekli, iistten
ve alttan rengi, eksudasyon ve pigmentasyon olup olmadigi belirlendi. Fungusun
besiyerindeki koloni &zellikleri binokiiler arastirma mikroskobu (OPTIKA 1000PH;
Olympus CX23) ile incelendi.

Malt Ekstrakt Agarda 28°C’ de inkiibe edilen koloniler iki haftada 3,5 cm ¢apa ulasip koyu
gri-turuncu, koloni kenarlar1 diizensiz, kivrimli, merkezde 1,5 cm’lik daha agik gri bir zon
olusturdu. Koloni tersi sar1, turuncu sar1 ve koyu turuncu 1sinsal renklerden olusmaktadir.

Merkezde ise turuncu kahverengi zon mevcuttur.

Czapec Dox Agarda 28°C’de inkiibe edilen koloniler iki haftada 2,6 cm ¢apa ulasti.
Kenarlarda 0,5 cm beyaz bazal miselyum olustu. Kenardan merkeze renk gecisleri zonlar
halinde sari-turuncudan-griye ve merkezde koyu griye dondigii belirlendi. Turuncu-
kirmizims1 renkli eksiida gézlemlendi. Koloni alt yiizey rengi kenardan merkeze yavru agzi-

turuncu zonlar olusturdu.

Sabouraud Dekstroz Agarda 28°C’de inkiibe edilen koloniler iki haftada 4,5 cm ¢apinda,
diizgiin kenarli, kadifemsi, pileli, 1sinsal koloniler olusturdu. Kenarda 0,5 cm genisliginde
beyaz bazal miselyum goriildii. Kenardan merkeze dogru renkler turuncu, gri-turuncu ve
merkezde grafit grisidir. Eksiida turuncu kirmizi renklidir. Koloni tersi turuncu- pembesi ve

1s1nsal pileli olarak gozlendi.

Patates Dekstroz Agarda 28°C’de inkiibe edilen koloniler iki haftada 3 cm ¢apina ulasti ve
diizgiin kenarli, kadifemsi, kenarda 0,2-0,3 cm c¢apinda beyaz inca bazal miselyum
olusturdu. Kenarlardan merkeze koloni renginde giil kurusu, pembemsi kirmizi ve merkeze
dogru koyu grafit grisi tonlarinda 1sinsal renklenme goriildii. Koloni alt rengi ise parlak

turuncu renkli olarak belirlendi.

Yeast Ekstrakt Agarda 28°C’de inkiibe edilen koloniler iki haftada 2 cm c¢apa ulasti.

Kenarlarda 0,5 cm beyaz bazal miselyum olustu. Koloni kenarli diizgiin, koloni rengi grafit
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grisi ve ortada turuncu renklenmeler goriildii. Koloni alt rengi ise merkeze turuncu renkli

kenarlarda bej renginde renklenme gosterdi (Sekil 3.1 ve 3.2).
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Sekil 3.1: P. mallochii’nin farkli besiyerlerindeki koloni morfolojilerinin iistten goriiniimii.
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Sekil 3.2: P. mallochii’nin farkli besiyerlerindeki koloni morfolojilerinin alttan gériintimii.

Penicilli monovertisillat, konidiyoforlar diizgiin septali uzunlugu 80-120% 2—4 pum arasinda
degistigi belirlendi. P. mallochii’nin konidiasinin sert, piiriizsiiz ve globoz/subgloboz, 2,5—
3,5 x 2-2,5 um boyutlarinda, metulanin 1545 x 1,5-2 um, fiyalidlerin ise 7-10(16) x 2—
3(4) pm oldugu belirlendi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3: P. mallochii mikromorfolojik yapisi a-b) Penisilli ve konidiyofor yapisi, c)
Konidia. (Barlar: 5pum).

3.2 Genomik DNA izolasyonu ve Molekiiler identifikasyonu (Barkodlama)

Yapilan PZR sonuglar i¢in beklenilen ITS bolgesine ait ~510 bp uzunlugundaki bolge
cogaltildi. DNA dizileme sonuglarin degerlendirilmesi amaciyla elde edilen diziler BioEdit
(Hall, 1999) biyolojik dizi siralama editorii ile analiz edildi ve ¢ift yonlii yapilan dizileme
ile elde edilen diziler cakistirilarak 432 bp uzunlugunda dizi elde edildi. Elde edilen dizi
NCBI veri tabaninda (Sayers vd., 2022) niikleotid BLAST yapilarak kontrol edildi.
MT529889 NCBI kayit numarali Penicillium mallochii ile %100 benzerlik gosterdigi
goriildii (Sekil 3.4). Bu sonucu desteklemek ve fungus susunun diger yakin diziler arasindaki
konumunu gostermek amaci ile yapilan NJ agacinin da acik¢a gosterdigi gibi (Sekil 3.5)

fungus susu P. mallochii olarak belirlendi ve NCBI gen bankasina OR856720 kayit numarasi

ile kaydedildi.
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Sekil 3.4: NCBI veri tabaninda niikleotid BLAST benzerlik sonucu.
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fresmEn Penicillium nucicola NR 158824
ki Penicillium janczewskii MH865548

|: Penicillium levitum MH856381
r Penicillium chermesinum OW387597

&) Penicillium brefeldianum KM243921
Aspergillus fumigatus 0Q980036
4|:5H—N_Lpenmmum glabrum MN956892
Penicillium odoratum MH864876

Penicillium vanoranjei MH892831
Penicillium mallochii MT582775
Penicillium mallochii OR856720
Penicillium sclerotiorum KC506175
Penicillium viticola MT322666
Penicillium cainij 0Q870861
Penicillium jacksonii JN686438
Penicillium circulare 0Q870863

Sekil 3.5: NCBI veri bankasindaki diger funguslara ait ITS dizileri ile karsilagtirilma
sonucunda olusturulan Neighbor Joining (NJ) “Komsu Birlestirme Metodu” agaci.
3.3 Kat1 Besiyerinde Ekstre Uretimi
MEA kullanilarak hazirlanan petrilerden elde edilen kirmizi-turuncu renkli agar pargalari ve
etanolden olusan karisimdan ekstraksiyon sonucunda turuncu renkte, macun kivaminda ve

suda ¢oziiniir 6zellikte ekstre elde edildi.

3.4 P. mallochii’nin Patojenitesinin Belirlenmesi

P. mallochii’nin patojenitesinin belirlenmesi i¢in, fungusa ait 1x10” konidia/mL’lik konidial
slispansiyon dozu, tek doz olarak son donem bdcek larvalarinin (C. cautella ve E. kuehniella)
toraks dorsaline mikropipet yardimiyla topikal aplikasyon yontemi ile her bir bireye 5 pL
olarak uyguland1 ve etkinlikleri laboratuvar sartlarinda takip edildi. Larvalarin 6limii,
konidial siispansiyon ile muameleden 48 saat sonra basladi. Enfekte olmus larvalar, P.
mallochii konidial siispansiyonu ile muameleden 72 saat sonra tamamen yesil misel ile

kapland1 (Sekil 3.6).

43



Sekil 3.6: Enfeksiyon sonrasi larvalarin gériiniimii (a-b) C. cautella, (c-d) E. kuehniella.
(barlar: 1cm).
3.5 Toksisite Testleri

Fungusa ait ekstreler ve konidial siispansiyonlarin uygulamasindan yaklasik 45 giinliik siire
sonunda; deneylerde kullanilacak doz araligini belirlemek ve LDsg ve LDgg degerlerini
hesaplamak i¢in probit analizi kullanildi. Probit 6liim dogrularindan yararlanilarak larval
LDso degeri konidia icin E. kuehniella’da 10%%%! konidia/mL, ekstre i¢in 0,606 mg/mL
(Tablo 3.1), C. cautella’da ise konidia i¢in 10844® konidia/mL, ekstre i¢in 3,107 mg/mL
olarak tespit edildi (Tablo 3.2).

Tablo 3.1: E. kuehniella’da P. mallochii uygulamasina bagli LD degerleri.

P. mallochii N X?(sd)  Egim + SH Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(konidia/mL/larva)
LDso= 105.861 (105.171_106.353)
LD go= 106420 (105.850_106.690)
Konidial 180 1.715(3) 6.414+1.279 LD 70= 107076 (1065%-10783%)
Siispansiyon LDego= 1079 (107273-10%2%")
LDg= 109.286 (108.266_1011.774)
LDgo= 1013.512 (1010.945—1021.553)
Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(mg/mL/larva)
LD so=0.606 (0.272-1.064)
LD o= 1.260 (0.693-2.351)
Etanol Ekstresi 210 4.760(4) 0.796 £ 0.158 LD 7= 2.758 (1.556-6.646)
LD so= 6.901 (3.426-26.257)
LD g0 =24.618 (9.227-195.804)
LD g9 = 504.717 (86.173—-26048.346)

(N: toplam birey sayist; sd: serbestlik derecesi, y=a+bx)
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Tablo 3.2: C. cautella’da P. mallochii uygulamasina bagli LD degerleri.

P. mallochii N X?(sd)  Egim+SH Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(konidia/mL/larva)
LDso= 108.448 (107.638_1010.358)
LDego= 109.433 (108.347_1012.608)
Konidial 180 2.090(3) 5.287+1.285 LD 70 = 1010625 (10%114-10%5671)
Siispansiyon LD g = 1012188 (10%0-062.1(20-293)
LDgo= 1014.762 (1011.505_1029.134)
LDgo= 1023.268 (1015.733_1069.135)
Oldiiriicii doz (min.—-mak.)
(mg/mL/larva)
LDso=3.107 (1.339-15.421)
Etanol Ekstresi LD o= 9.653 (3.574-167.021)
210 1.236(4) 0.515+0.150 LD 7=32.460 (8.591-2542.150)
LD so=134.196 (22.449-65701.840)
LD g0 = 960.665 (81.751-6216360.756)
LD g9 =102973.165 (1665.816-3.237E11)

(N: toplam birey sayist; sd: serbestlik derecesi, y=a+bx)

3.6 E. kuehniella ve C. cautella’da Gelisim Biyolojisi Calismalari

3.6.1 Koza Orme Siiresi

Farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstresinin ve konidial siispansiyonlarin larvalarin koza
orme siiresine etkileri Tablo 3.3’te verilmektedir. Tablo incelendiginde, E. kuehniella’ya
ekstre dozlar1 uygulanmasi sonucu kontrol ve diger dozlar arasinda istatiksel olarak fark
gozlenmedi (F=1.818; sd=6, 96; p= 0.104). Konidial siispansiyon doz uygulamasina gore
sonuglar degerlendirildiginde ise yine kontrol ve diger dozlar arasinda istatiksel olarak fark

gozlenmedi (F=2.844; sd=5, 77 ; p= 0.021).

Tablo 3.3 incelendiginde C. cautella’ya ekstre dozlari uygulanmasi sonucu koza 6rme
stiresinde kontrole gore dozlarda istatistiksel agidan dnemli bir degisiklik gozlenmezken 5
mg/mL’ye gore 0,1, 1 ve 10 mg/mL’de istatistiksel acidan 6nemli azalmalar gézlendi
(F=5.095; sd=6, 126; p= 0.000). Konidial siispansiyon doz uygulamasina gore sonuglar
incelendiginde ise kontrole gore dozlarda istatistiksel agidan Onemli bir degisiklik

gozlenmedi (F=1.370; sd=5, 124 ; p= 0.240).
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Tablo 3.3: P. mallochii’nin E. kuehniella ve C. cautella’nin koza orme siiresine etkisi.

Koza Orme Siiresi (Giin)

Doz N E. kuehniella C. cautella
Min.-Mak. X 1SH* Min.-Max. X 1SH*
£ Kontrol 30 2-8 4.90+0.312a 2-7 4.37+0.305a
g 105 30 39 47403962 27 4280385
% 106 30 3-6 3.47+0.229a 3-9 4.64+0.331a
E 107 30 4-11 5.38+0.844a 2-15 5.50+0.723a
'E 108 30 4-6 4.60+0.400a 2-8 5.44+0.428a
8 10° 30 3-4 3.25+0.250a 3-8 4.83+0.441a
Kontrol 30 1-8 4.67+0.375a 2-12 4.466+0.348ab
01 30 1-13 4.86+0.636a 1-6 3.136+0.310b
g‘ 05 30 3-16 6.07+0.929a 1-8 4.272+0.488ab
ﬁ 1 30 2-8 5.85+0.619a 1-6 3.388+0.371b
% 2 30 2-6 4.25+0.329a 1-10 4.187+0.571ab
- 5 30 2-7 3.60+0.618a 2-12 6.214+0.806a
10 30 1-4 2.50+1.5a 2-4 2.545+0.281b

* Ayni slitunda (a-b) ayni harfi tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir (P>0.05).
N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.

3.6.2 Puplasma Siiresi

E. kuehniella ve C. cautella’da farkli konsantrasyonlarda etanol ekstresi ve konidial
stispansiyon uygulamasimin puplasma siiresine etkisi Tablo 3.4’te verilmektedir. E.
kuehniella’da ekstre uygulamasina bagli olarak deney gruplari i¢erisinde puplasma siiresi en
uzun kontrol gruplarinda, en kisa ise 10 mg/mL’de goriildii. Kontrol gruplarinda puplagsma
stiresi ortalama 2-21 giin iken madde konsantrasyonu arttik¢a bu degerler yaklasik 3 giine
kadar diistii. Bu artma ve azalmalarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi analizlerle
belirlendi (F=0.991; sd=6, 96; p=0.436). E. kuehniella’da konidial siispansiyon
uygulamasina bagli olarak elde edilen veriler incelendiginde deney gruplart icerisinde
puplasma siiresi en uzun 107 konidia/mL spor dozunda, en kisa ise 10° konidia/mL dozda
goriildii. Kontrol gruplarinda puplasma siiresi ortalama 4-12 giin iken konidial siispansiyon
doz konsantrasyonlari arttik¢a bu degerlerde azalmalar ve artmalar goriildii. Ayrica, kontrole
gore biitiin konidial siispansiyon dozlarinda istatistiksel olarak fark gdzlenmezken10’
konidia/mL’ye gére 10°ve 10° konidia/mL’de istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
goriildi (F=5.396; sd=5, 77; p= 0.000).
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C. cautella i¢in Tablo 3.4 incelendiginde kontrole gére 10 mg/mL’deki azalma istatistiksel
olarak 6nemliydi. Ayrica 0,1 mg/mL’ye gore 5 mg/mL’deki artis istatiksel agidan dnemlidir
(F=4.299; sd=6, 126; p= 0.001). Konidial siispansiyon uygulamasina bagli olarak veriler
tabloda incelendiginde ise kontrole gore biitiin dozlarda istatistiksel olarak fark
gdzlenmezken 10° konidia/mL’ ye gore 108 ve 107 konidia/mL’de istatistiksel olarak anlaml1
bir artis oldugu goriildi (F=4.099; sd=5, 124 ; p=0.002).

Tablo 3.4: P. mallochii’nin E. kuehniella ve C. cautella’nin puplasma siiresine etkisi.

Puplasma Siiresi (Giin)

Doz N E. kuehniella C. cautella
Min.-Mak. X LqH* Min.-Max. X LgH*
£ Kontrol 30 4-12 7.73+£0.434ab 4-10 7.00+0.349ab
g 10° 30 5-12 7.16+0.434ab 3-12 5.76+0.546a
;% 108 30 4-7 5.18+0.246a 5-10 8.24+0.273b
fT’; 107 30 6-13 8.63+0.925b 3-17 8.27+0.771b
E 108 30 5-7 6.60+0.400ab 5-10 7.75+£0.371ab
< 10° 30 5-6 5.50+0.289a 5-9 7.08+0.398ab
Kontrol 30 2-21 7.37+£0.632a 3-13 6.733+0.371ab
0,1 30 3-20 7.82+0.901a 3-10 4.727+0.367ac
E 0,5 30 4-21 8.07+1.146a 3-13 6.090+0.561abc
ﬁ 1 30 2-13 8.00+£0.899a 2-13 5.666+0.610abc
% 2 30 4-9 6.00+£0.389a 3-11 5.875+0.618abc
. 5 30 6-8 6.50£0.269a 3-14 7.928+0.886b
10 30 3-5 4.00£1a 4-5 4.272+0.140c¢

“Ayni siitunda (a-c) ayn1 harfi tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.

3.6.3 Pupal Periyot

E. kuehniella ve C. cautella’da farkli konsantrasyonlarda etanol ekstre ve konidial
stispansiyon uygulamasinin pupal periyoda etkisi Tablo 3.5’te verilmektedir. E.
kuehniella’da deney gruplar1 arasinda kontrol gruplarma gore etanol ekstresi uygulanan
gruplarda 5 ve 10 mg/mL’ de azalma goriiliirken, diger dozlarda artma oldugu goriildii.
Ancak, bu artma ve azalmalarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi analizler sonucunda
belirlendi (F=1.252; sd=6, 96; p= 0.287). E.kuehniella’da; kontrole gore biitiin konidia

dozlarinda istatistiksel olarak fark gdzlenmezken 10° konidia/mL konidia dozuna gore 107
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konidia/mL’de istatistiksel olarak anlamli bir azalma goézlendi (F=3.925; sd=5, 77; p=
0.003).

C. cautella’da ise ekstre uygulamasinda kontrole gore dozlarda dalgalanmalar olsa da bu
verilerin istatistiksel a¢idan onemi olmadigi belirlendi (F=1.053; sd=6, 126; p= 0.394).
Konidia dozlar incelendiginde ise kontrole gére sadece 102 konidia/mL dozda istatistiksel
acidan 6nemli bir artis gozlendi. Buna ek olarak 10° ve 10° konidia/mL’ye gére de 108
konidia/mL’deki artis istatistiksel olarak anlamlrydi. Ayrica 10° ve 108 konidia/mL’ye gore
10" konidia/mL’deki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu gdzlendi (F=5.273; sd=5,
124 ; p=0.000).

Tablo 3.5: P. mallochii’nin E. kuehniella ve C. cautella’nin pupal periyoduna etkisi.

Pupal Periyot (Giin)

Doz N E. kuehniella C. cautella
Min.-Mak. X 1SH* Min.-Max. X LQH*

£ Kontrol 30 7-13 10.20+0.309ab 4-12 7.57+0.261ab
g 10° 30 615 9.68+0.612ab 5-9 7.48+0.193ab
;% 108 30 8-14 11.53+0.412a 6-12 8.64+0.360bc
E 107 30 5-11 7.88+0.766b 2-11 7.05+£0.544a
'E 108 30 7-12 9.40+0.812ab 7-12 9.25+0.371¢
< 10° 30 8-14 10.75+1.250ab 6-9 7.25+£0.218ab
Kontrol 30 1-11 8.87x£0.361a 1-12 6.233+0.397a

0,1 30 5-12 9.00£0.400a 2-8 6.409+0.333a

E’ 0,5 30 5-12 9.86+0.455a 4-8 6.818+0.214a
EUJ) 1 30 6-12 9.54+0.489a 3-7 5.944+0.296a
% 2 30 8-12 9.17£0.345a 4-8 6.562+0.223a
. 5 30 7-12 8.30+£0.539a 6-7 6.571+0.137a
10 30 7-8 7.50+0.500a 6-8 7.000+0.134a

“Ayni siitunda (a-c) ayni harfi tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir (P>0.05).
N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.

3.6.4 Ergin Oncesi Gelisim Siiresi

E. kuehniella ve C. cautella’da farkli konsantrasyonlarda etanol ekstre ve konidial
siispansiyon uygulamasinin ergin oncesi gelisim siiresine etkisi Tablo 3.6’te verilmektedir.
Tablo 3.6 incelendiginde E. kuehniella’ya etanol ekstresi uygulamasinda ergin Oncesi

gelisim stiresinde kontrole gore 10 mg/mL doz uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli
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bir diisiis gozlendi (F=2.406; sd=6, 96; p= 0.033). Konidial doz uygulamasinda ise kontrol
ve diger dozlar arasinda istatiksel olarak fark gézlenmedi (F=1.069; sd=5, 77; p= 0.384).

C. cautella i¢in tablo incelendiginde etanol ekstresi dozlar1 uygulanmasi sonucu kontrole
gore dozlar arasinda istatistiksel agidan fark yokken, 5 mg/mL’ye gore 0,1, 1 ve 10
mg/mL’deki azalmalar istatistiksel olarak 6nemliydi (F=3.902; sd=6, 126; p= 0.001).
Konidial doz uygulamalarma gore ise kontrole gore 108 ve 108 konidia/mL dozundaki artis
istatistiksel olarak anlamliydi. Ek olarak 10° konidia/mL dozuna gore de 10° ve 108
konidia/mL dozundaki artis istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlendi. Ayrica 10°
konidia/mL’e gore 10°, 107 ve 10® konidia/mL dozundaki artis istatistiksel olarak anlamli
bulundu (F=10.011; sd=5, 124 ; p= 0.000).

Tablo 3.6: P. mallochii’nin E. kuehniella ve C. cautella’nin ergin 6ncesi gelisim siiresine
etkisi.

Ergin Oncesi Gelisim Siiresi (Giin)

Doz N E. kuehniella C. cautella
Min.-Mak. X LQH* Min.-Max. X LqH*
£ Kontrol 30 11-22 17.93+0.460a 12-21 14.67+0.405ab
E 10° 30 13-23 16.74+0.709a 10-19 13.244+0.530a
:é‘ 108 30 14-19 16.71+0.391a 15-20 16.88+0.285c¢
g 107 30 11-22 16.50+1.350a 9-20 15.32+0.516bc
'E 108 30 14-19 16.00+0.949a 12-20 17.00+0.570c
< 10° 30 13-20 16.25+1.493a 13-18 14.33+£0.432ab
Kontrol 30 12-31 16.53+0.686a 9-20 12.966+ 0.463ab
0,1 30 13-29 16.82+0.802a 5-16 11.136+0.519b
g’ 0,5 30 14-26 18.07+0.788a 10-19 12.909+0.569ab
E‘UJ) 1 30 12-22 17.54+0.821a 9-18 11.611+0.492b
% 2 30 13-18 15.17+0.441ab 10-18 12.500+0.508ab
. 5 30 13-20 14.80+0.772ab 10-20 14.500+0.875a
10 30 11-12 11.50+0.500b 11-12 11.272+0.140b

“Ayni siitunda (a-c) ayni harfi tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir (P>0.05).
N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.
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3.6.5 Ergin Hayat Uzunlugu

E. kuehniella ve C. cautella’da farkli konsantrasyonlarda etanol ekstre ve konidial
stispansiyon uygulamasinin ergin hayat uzunluguna etkisi Tablo 3.7°de verilmektedir. E.
kuehniella’da etanol ekstresi uygulamasi sonucu ergin hayat uzunlugunda kontrole gore
dozlar arasinda fark gozlenmedi (F=1.550; sd=6, 96; p= 0.170). Konidial doz
uygulamalarinda ise E. kuehniella’da ergin hayat uzunlugunda (F=9.236; sd=5, 77; p=
0.000) kontrole gore sadece 10° konidia/mL konidia dozunda istatistiksel agidan énemli bir
artis gozlendi. Buna ek olarak 10° ve 108 konidia/mL’ye gore de 10" deki azalis istatistiksel
olarak anlamliydi.

C. cautella igin etanol ekstresi uygulama verileri incelendiginde ergin hayat uzunlugunda
kontrole gore dozlar arasinda istatistiksel agidan fark yoktu, ancak 0,1 mg/mL’ ye gore 1
mg/mL’deki artis istatistiksel olarak anlamliyd1 (F=3.557; sd=6, 126; p= 0.003). Konidial
siispansiyon uygulanmasinin ergin hayat uzunluguna etkisi incelendiginde kontrole gore
dozlar arasinda istatistiksel agidan fark yoktu (F=3.870; sd=5, 124; p=0.003).

Tablo 3.7: P. mallochii’nin E. kuehniella ve C. cautella’nin ergin hayat uzunluguna etkisi.

Ergin Hayat Uzunlugu (Giin)

Doz N E. kuehniella C. cautella
Min.-Mak. X 1SH* Min.-Max. X LSH*

£ Kontrol 30 4-16 9.67+0.603ab 3-11 5.97+0.388a
E 10° 30 5-12 8.00+0.426ab 1-8 4.16+0.502ab
% 108 30 1-20 11.59+1.546a 1-7 4.64+0.369ab
% 107 30 1-10 4.25+1.098b 1-11 5.36+0.477ab
.“E 108 30 8-18 11.80+1.908a 1-12 5.63+£0.903ab

< 10° 30 18-20 18.75+0.479¢ 2-9 5.924+0.596a
Kontrol 30 7-18 10.67+0.647a 1-11 6.933+0.444ab

0,1 30 7-16 10.14+0.471a 1-12 4.636+0.594a
E 0,5 30 3-14 8.57+0.817a 2-9 5.909+0.410ab
ﬁ 1 30 2-13 9.08+0.820a 4-13 7.277+0.448b
% 2 30 1-12 8.42+1.069a 1-12 5.312+0.778ab
- 5 30 7-13 9.90+0.586a 3-9 5.928+0.597ab
10 30 7-8 7.50+0.500a 3-6 4.909+0.250ab

*Ayni siitunda (a-c) aymi harfi tagtyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.
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3.6.6 Agirhk

E. kuehniella ve C. cautella’da farkli konsantrasyonlarda etanol ekstre ve konidial
stispansiyon uygulamasinin ergin agirh@ina etkisi Tablo 3.8’te verilmektedir. E.
kuehniella’da ekstre uygulamas1 (F=2.116; sd=6, 96; p= 0.058) ve konidial siispansiyon
uygulamasi (F=2.209; sd=5, 77; p= 0.062) sonucu ergin agirliginda kontrole gore dozlar
arasinda fark gozlenmedi. C. cautella’ da ise ekstre uygulamasi sonucu kontrole gore
0,1mg/mL’de istatistiksel agidan onemli bir azalma goriilirken (F=5.218; sd=6, 126; p=
0.000), konidial siispansiyon uygulamasinda (F=2.375; sd=5, 124; p= 0.043) ergin
agirhiginda kontrole gore dozlar arasinda fark gozlenmedi.

Tablo 3.8: P. mallochii’nin E. kuehniella ve C. cautella’nin ergin agirligina etkisi.

Ergin Agirligi (mm)

Doz N E. kuehniella C. cautella
Min.-Mak. X LqH* Min.-Max. X LqH*
£ Kontrol 30 7.80-13.90 9.32+0.239a 4.80-8.40 6.57+0.204ab
E 10° 30 8.10-11.50 9.41+0.205a 5.00-7.70 6.38+0.162ab
% 108 30 8.20-11.00 10.14+0.174a 4.90-8.00 6.88+0.190a
% 107 30 6.90-10.80 8.71+0.461a 5.10-7.80 6.30+0.227ab
.“E 108 30 7.80-10.30 9.72+0.486a 3.70-7.30 6.03+0.232ab
< 10° 30 8.10-10.70 9.70+0.571a 4.30-7.10 5.95+0.223b
Kontrol 30 7.20-23.00 11.89+673a 4.80-12.30 7.813+0.299ab
0,1 30 7.60-17.30 9.90+425a 4.10-9.20 6.300+0.306¢
g 0,5 30 5,70-16.10 10.07+861a 5.10-10.80 6.959+0.307abc
g 1 30 7.90-18.50 11.60+940a 4.20-10.24 6.346+0.367bc
% 2 30 7.20-14.50 9.554+529a 4.30-8.20 6.518+0.308bc
" 5 30 7.20-13.30 9.62+547a 5.10-9.30 8.278+0.371a
10 30  8.10-9.20 8.65+550a 5.50-9.80 7.545+0.376abc

“Aym siitunda (a-c) ayni harfi tagtyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.

3.6.7 Toplam Yumurta Sayisi

E. kuehniella ve C. cautella’da farkli konsantrasyonlarda etanol ekstre ve konidial
slispansiyon uygulamasinin toplam yumurta sayisina etkisi Tablo 3.9’te verildi. E.
kuehniella etanol ekstre dozlar1 uygulamasina bagl olarak yumurta sayisinda kontrole gore
dozlarda istatistiksel agidan 6nemli bir azalma gézlendi (F=55.793; sd=6, 50; p= 0.000). E.
kuehniella 'da kontrol gruplarinda ortalama 145,19 olan yumurta sayilarinin 10 mg/mL’de 4,
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5 mg/mL’de 5,25 ve 2 mg/mL’de 2’ye kadar diistiigli goriildii. Konidial doz uygulamasina
bagli olarak E. kuehniella yumurta sayisinda kontrole gére dozlarda istatistiksel agidan
onemli bir azalma gozlendi (F=45.744; sd=5, 44; p= 0.000). E. kuehniella’da kontrol
gruplarinda ortalama 121,67 olan yumurta sayilar1 10° konidia/mL’de 34,40, 10’
konidia/mL’de 2,00, 10® konidia/mL’de O olarak belirlendi. C. cautella’nin ekstre
uygulamasina bagli olarak toplam yumurta sayisinda (F=91.940; sd=6, 78; p= 0.000)
kontrole gore dozlarda istatistiksel agidan 6nemli bir azalma gozlendi. C. cautella’ da ise
kontrol gruplarinda ortalama 119,3 olan yumurta sayilar1 10 mg/mL’de 2,142, 5 mg/mL’de
1,307, 2 mg/mL’de 4’e kadar diistigii belirlendi. Konidal doz uygulamalarinda yine kontrole
gbre yumurta sayisinda 6nemli bir azalma goriildii (F=94.972; sd=5, 64; p= 0.000). C.
cautella’da kontrol gruplarinda ortalama 101,24 olan yumurta sayilar1 10° konidia/mL’de
8,91, 107 konidia/mL’de 15,91 ve 108 konidia/mL’de 23,33 olarak belirlendi.

Tablo 3.9: P. mallochii’nin E. kuehniella ve C. cautella’nin toplam yumurta sayisina
etkisi.

Toplam Yumurta Sayisi

Doz N E. kuehniella C. cautella
Min.-Mak. X LQH* Min.-Max. X LqH*
£ Kontrol 30 76-181 121.67+8.496a 50-121 101.24+4.337a
g 10° 30 884 34.40£8.861b 1-21 10.92+1.885b
% 108 30 0-31 10.80+2.778b 0-21 8.91+2.341b
% 107 30 0-13 2.00+1.839b 0-49 15.91+4.868b
Té 108 30 0 Ob 0-59 23.33+7.517b
8 10° 30 3-58 29.75+13.425b 0-23 8.60+2.941b
Kontrol 30 76-209 145.19+8.507a 62-190 119.3£8.608a
01 30 3-51 17.27+4.804b 0-15 5.818+1.715b
g 0,5 30 0-20 7.14£2.832b 0-41 12.134+3.133b
E{uj 1 30 5-41 22.00+4.555b 2-31 8.954+2.699b
% 2 30 0-5 2.00+1.528b 0-11 4.00+1.382b
- 5 30 0-9 5.25+2.056b 0-5 1.307+0.547b
10 30 3-5 4.00+1.000b 0-7 2.142+1.010b

*Ayni siitunda (a-b) ayn1 harfi tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.
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3.7 Sitotoksisite Analizleri

MTT Hiicre canliligi testi, hiicre oliimiinii, hiicre biiyiimesinin veya proliferasyonunun
inhibisyonunu belirler. TUBITAK MAM tarafindan yapilan analiz sonucuna gére; etanol
ekstresinin L.929 hiicre soyuna 24 saat uygulandiginda negatif kontrole gére (DMEM
besiyeri) gore normalize edilen %50 hiicre inhibisyonundaki (ICsp) degeri 2,20 mg/mL
olarak hesaplandi (Sekil 3.7). Ayrica etanol ekstresinin 0,78 mg/mL dozundan daha yiiksek

konsantrasyonlarda 1.929 hiicreleri lizerinde sitotoksik aktivite gosterdigi belirlendi.

Fungal Metabolit (CB-16) Sitotoksisitesi

120

50

% Hucre Canlibi

0

0

0,01 0,10 1,00 10,00 100,00

Sekil 3.7: Etanol ekstresinin L9209 hiicrelerine 24 saat uygulandiginda doz-cevap iliskisi
negatif kontrole gore normalize edilen % hiicre canlilig1.
3.8  Genotoksisite Analizleri
3.8.1 Sitotoksisite — MTT Testi Sonucu
CHO-K1 hiicre soyuna 24 saat uygulandiginda negatif kontrole (DMEM) gore normalize
edilen etanol ekstresinin %30 ve %50 hiicre inhibisyon dozu (IC3o Ve 1Cs0) Sekil 3.8”de doz-

cevap iligkisinden 1,054 mg/mL ve 1,64 mg/mL olarak hesaplandi.
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Fungal Metabolite (CB-16) Sitotoksisitesi, CHO-K1

120 Hiicre Soyu
100 & ¥ f .
_ 1
2 a0
=
L]
L=}
£ 60
=
; L L » - ' L] L L L L L -
40
-
20 . -
b
0
0,0 0,10 1,00 10,00 100,00

Fungal Metabolit Miktan, mg/ml

Sekil 3.8: Etanol ekstresinin CHO-K 1 hiicrelerine 24 saat uygulandiginda doz-cevap
iliskisi negatif kontrole gore normalize edilen % hiicre canliligi.

3.8.2 in vitro Komet Testi Sonucu

Etanol ekstresi 1, 1,2 ve 1,5 mg/mL (w/v) oraninda besiyerinde hazirlanarak 120 rpm, 24
saat 37°C’de calkalayicida hazirlandi. Negatif kontrol olarak CHO-K1 hiicrelerinin besiyeri
(DMEM-F12), pozitif kontrol olarak ise 40 mM EMS (Ethyl methansulfonate, Merck-
Millipore Cat #8.20774.0005 Lot: S4831874 101, Cas No: 62-50-0) kullanildi. Hiicrede
olusan DNA hasar1 ve komet olusumu floresans mikroskopta belirlenen nicel sonuglarina
gore “% Kuyruk DNA” hesaplamasi yapildi ve Tablo 3.10’de verildi. Sonuglar, pozitif
kontrol 40 mM EMS’e gore yorumlandi. Her bir 6rnek i¢in 3 tekrar ¢aligildi ve 50 adet hiicre
sayilarak komet olusumu “% Kuyruk DNA” hesaplandi.

Tablo 3.10: Etanol ekstresinin ve kontrollerin “Kuyruk %DNA” sonuglari, kromozomal
DNA varlig1 ve komet olusumu.

Kontrol ad1 Kontrol Sonug (% Tail DNA)
Ortalama Komet
Negatif Kontrol DMEM-F12 0 Komet gézlemlenmedi
Pozitif Kontrol DMEM-F12 + 40 mM EMS %72+ 4.5 Komet gozlemlendi
1 mg/mL DMEM-F12 + 6rnek %19 +3.7 Komet gozlemlendi
1.2 mg/mL DMEM-F12 + 6rnek %47+ 9.4 Komet gozlemlendi
1.5 mg/mL DMEM-F12 + 6rnek %63+ 7.0 Komet gozlemlendi

Ekstre 6rnegi yaklasik olarak ICzo (1 mg/mL ve 1,2 mg/mL) dozunda 24 saat CHO-K1
hiicrelerine uygulandiktan sonra “Genotoksisite Testi-/n Vitro Komet Testi: Tek hiicre DNA

hasar tespiti” gergeklestirildiginde %19 ve %47 komet olusumu belirlendi (Sekil 3.9).
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Negatif Kontrol

Positif Kontrol (EMS)

1 mg\ml 1.2mg\ml 1.5mg\ml|

Sekil 3.9: Negatif, pozitif kontroller ve ekstre uygulandiktan sonra CHO-K1 hiicrelerinde
olusan DNA hasar1 (Komet) floresans mikroskop goriintiisii (40X).

3.9 Mikotoksin Analizleri

Tubitak MAM’a G116 Aflatoksin (B1, B2, G1, G2) (AOAC 999.07, AOAC 999.31,
D.05.G116, isletme i¢i metot-HPLC FLD), Okratoksin A (R hone- Diagnostics Tech.Instr.-
Ochratoxin A Analysis in Cereals, D.05.G119, isletme i¢i metot-HPLC UV) referansi ile
yaptirtlan analizler sonucunda, P. mallochii’nin mikotoksin iiretmeyen bir tiir oldugu

belirlendi. Rapor ekler béliimiinde sunuldu (EK:1).

3.10 Toplam Hemosit Sayilarina Etkinin Degerlendirilmesi

3.10.1 Etanol Ekstre Uygulamasinin Toplam Hemosit Sayilarina Etkileri

E. kuehniella larvalarina farkli zamanlarda (24 ve 48 saat) uygulanan farkli ekstre dozlarinin
toplam hemosit sayilarina etkileri li¢ tekrarli deney serileri ile belirlendi. Tablo 3.11°de
goriildiigii gibi higbir isleme tabi tutulmamis E. kuehniella larvalarinda 24 ve 48 saatlik
periyotlarda hemosit sayilar1 siras1 ile 20,23 ve 20,76 x 108 hiicre/mL olarak belirlendi.
Deneylerde, 24 (F=1031.476; sd=7, 232; p= 0.000) ve 48 (F=335.182; sd=7, 232; p= 0.000)
saatin sonunda E. kuehniella larvalarinin hemosit sayis1 deney ve kontrol gruplari arasinda
onemli farklilik gosterdi (Tablo 3.11).

Deneysel olarak 24 saat, 10, 5, 2, ve 1 mg/mL konsantrasyonunda etanol ekstresine maruz
kalan E. kuehniella larvalarinin dolasimdaki toplam hemosit sayilari higbir isleme tabi
tutulmamus larvalara gore onemli derecede artti. Buna ragmen daha diisiik dozlar olan 0,1 ve
0,5 mg/mL konsantrasyonlarinda toplam hemosit sayist kontrol grubu larvalara goére
degisiklik gostermedi. 48 saat etanol ekstre dozlarina (10, 5, 2, 1 ve 0,5 mg/mL) maruz kalan

larvalarin toplam hemosit sayilar1 kontrol gruplarina gore artis gosterdi. En diisiik doz olan
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0,1 mg/mL’de ise higbir isleme tabi tutulmamis larvalara benzerlik gosterdi (Tablo 3.11;
Sekil 3.10). Yiiksek doz uygulamas: (10 ve 5 mg/mL) yapilmis tiim gruplarda 24 ve 48
saatlik periyotlarda toplam hemosit sayilarinda normal larvalara gore istatistiksel olarak

anlaml1 artmalar oldu.

E. kuehniella larvalarinda toplam hemosit sayilarina, farkli etanol ekstre dozlari ile iki ayr1
deney zamaninin etkileri Tablo 3.11°de verilmektedir. Toplam hemosit sayisinda zamana
bagl farklar incelendiginde kontrol (t=-0.916, p=0.363), PBS (t=-6.595, p=0.000) ve 0,1
mg/mL’lik dozda (t=-1.493, p=0.143) anlamli bir fark yok iken, 10 mg/mL (t=23.671,
p=0.000), 5 mg/mL (t=11.559, p=0.000), 2 mg/mL (t=7.833, p=0.000), 1 mg/mL (t=3.530,
p=0.001) ve 0,5 mg/mL (t=-8.487, p=0.000) fark gozlendi.

Tablo 3.11: Etanol ekstresinin toplam hemosit sayisina (x10° hiicre/mL) etkisi.

Toplam Hemosit Sayilari

(x10° hiicre/mL) (Ortalama=SH)* Isttiﬁstt_ik
Deney Gruplar GOZLEM ZAMANI** (ttest)
24 saat 48 saat t df P

KONTROL 20.23+0.39ax 20.76+0.42abx -0.916 58 0.363
PBS 20.30+0.28ax 20.88+0.27abx -6.595 47.171 0.000

0,1 mg/mL 19.73+0.19ax 20.20+0.14ax -1.493 43,530 0.143
0,5 mg/mL 19.59+0.27ax 21.83+0.18by -8.487 58 0.000
1 mg/mL 24.49+0.31bx 23.21+0.23¢cy 3.530 58 0.000
2 mg/mL 27.56+0.36¢x 24.57+0.21dy 7.833 58 0.000
5 mg/mL 34.90:+0.73dx 28.84+0.37ey 11.559 58 0.000
10 mg/mL 57.78+0.46ex 37.43+0.45fy 23.671 58 0.000

*Her biri 30 larvanin toplam hemosit sayist ortalamalarini gostermektedir.

** Ayni stitunda (a-f) ve satirda (x-y) ayni1 harfi tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir
(P>0.05; Tukey HSD testi ve t-testi).

E. kuehniella larvalarinda toplam hemosit sayilarina etanol ekstresinin etkisi hem deney
gruplarina (P=0,000) hem de zamana bagliydi (P=0,000), deney ve kontrol gruplar ile
hemosit sayis1 arasindaki etkilesim zamandan etkilendi (P=0,000) (Tablo 3.12).

Tablo 3.12: Farkli deney gruplar (ekstre), zaman ve etkilesimlerinin E. kuehniella
larvasinin toplam hemosit sayilarina etkilerini gésteren ANOVA tablosu.

Kaynak df KO P r’
Deney Gruplari 7 5255,964 1333,129 0,000
Zaman 1 1067,882 270,859 0,000 0,96
Deney Gruplar1 x Zaman 7 876,326 222,273 0,000
Hata 464 3,943
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Sekil 3.10: Etanol ekstre dozlarinin farkli zaman donemlerinde E. kuehniella larvalarinin
toplam hemosit sayilarina etkisi.

3.10.2 Konidial Siispansiyon Uygulamasimin Toplam Hemosit Sayilarina Etkileri

E. kuehniella larvalarmma farkli zamanlarda (24 ve 48 saat) uygulanan farkli konidial
siispansiyon dozlarin toplam hemosit sayilarina etkileri ii¢ tekrarli deney serileri ile
belirlendi. Tablo 3.13’te goriildiigii gibi higbir igsleme tabi tutulmamis E. kuehniella
larvalarinda 24 ve 48 saatlik periyotlarda hemosit sayilar1 sirasi ile 20.11 ve 20.48 x 10°
hiicre/mL olarak belirlendi. Deneylerde, 24 (F=83.282; sd=6, 203; p= 0.000) ve 48
(F=269,087; sd=6, 203; p= 0.000) saatin sonunda E. kuehniella larvalarinin hemosit sayisi
deney ve kontrol gruplari arasinda énemli farklilik gosterdi (Tablo 3.13). Deneysel olarak
24 saat, 107, 10® ve 10° konidia/mL konsantrasyonunda konidial siispansiyona maruz kalan
E. kuehniella larvalarinin dolasimdaki toplam hemosit sayilar1 hi¢bir isleme tabi tutulmamis
larvalara gore onemli derecede artt1. Buna ragmen daha diisiik dozlar olan 10° ve 10°
konidia/mL konsantrasyonlarinda toplam hemosit sayisi kontrol grubu larvalara gore
degisiklik gostermedi. 48 saat konidial siispansiyon dozlarina maruz kalan deney grubu
larvalarin (107, 108 ve 10° konidia/mL) toplam hemosit say1lar1 kontrol gruplarina gore azalis
gosterirken sadece en diisiik dozda toplam hemosit sayilarinda artig goriildii (Tablo 3.13;
Sekil 3.11). E. kuehniella larvalarinda toplam hemosit sayilarina, farkli etanol ekstre dozlar
ile iki ayr1 deney zamaninin etkileri Tablo 3.13’te verilmektedir. Toplam hemosit sayisinda
zamana bagl farklar incelendiginde kontrol (t=-6.862, p=0.363), PBS (t=-6.151, p=0.000)
ve 106 konidia/mL’lik dozda (t=11.231, p=0.143) anlaml bir fark yok iken, 10° konidia/mL
(t=33.972, p=0.849), 10" konidia/mL (t=13.356, p=0.000), 10® konidia/mL (t=-0.191,
p=0.000) ve 10° konidia/mL (t=-19.869, p=0.000) fark gozlendi.
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Tablo 3.13: Konidial siispansiyonun toplam hemosit sayisina (x10° hiicre/mL) etkisi.

Toplam Hemosit Sayilari

(x10° hiicre/mL) (Ortalama=SH)* Istatistik
GOZLEM ZAMANI** (t-testi)
Deney Gruplar
24 saat 48 saat t df P

KONTROL 20.110.28ax 20.48+0.19ax 76.862 58 0.000
PBS 20.70+0.17ax 20.72+0.17ax -6.151 58 0.000

10° konidia/ mL 20.11+0.11ax 25.18+0.22by 33.972 58 0.849
108 konidia/ mL 20.53+0.20ax 20.59+0.25ax 11.231 58 0.000
107 konidia/ mL 22.880.24bx 19.36+0.87cy 13.356 36.026 0.000
108 konidia/ mL 23.66£0.22bx 18.92+0.35cy -0.191 48.759 0.000
10° konidia/ mL 26.02+0.32cx 13.80+0.16dy -19.869  42.830 0.000

*Her biri 30 larvanin toplam hemosit sayist ortalamalarini géstermektedir.
**Ayni siitunda (a-d) ve satirda (x-y) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
onemsizdir (P>0.05; Tukey HSD testi ve t-testi).

E. kuehniella larvalarinda toplam hemosit sayilarina konidial siispansiyonun etkisi hem
deney gruplarina (P=0,000) hem de zamana bagliyd: (P=0,000), deney ve kontrol gruplari
ile hemosit sayis1 arasindaki etkilesim zamandan etkilendi (P=0,000) (Tablo 3.14).

Tablo 3.14: Farkli deney gruplari (konidia), zaman ve etkilesimlerinin E. kuehniella
larvasinin toplam hemosit sayilarina etkilerini gésteren ANOVA tablosu.

Kaynak df KO F P r
Deney Gruplari 6 44,242 26,644 0,000
Zaman 1 257,062 154,811 0,000 0,84
Deney Gruplar1 x Zaman 6 506,392 304,965 0,000
Hata 406 1,660

o

KONTRO

10° Konidia/mL
10® Konidia/mL
107 Konidia/mL
10% Konidia/mL
10° Konidia/mL

¥ 2E 58N

Sekil 3.11: Konidial siispansiyon dozlarmin farkli zaman dénemlerinde E.kuehniella
larvalarinin toplam hemosit sayilarina etkisi.
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3.11 Hemolenfin Anti-Bakteriyal Aktivite Sonugclari
Hemolenfin antibakteriyal aktivitesinin incelenebilmesinde kontrol gruplari ve her doz igin
E. kuehniella larvalarindan mikrokapiler tiip yardimiyla hemolenf toplandi. Toplanan

hemolenf miktar1 Tablo 3.15°te gosterildi.

Normal larvalardan toplanan saf hemolenf, 24 ve 48 saat PBS uygulanan larvalardan
toplanan hemolenfe ait anti-bakteriyal aktivite verileri Tablo 3.16 ve Sekil 3.12°de verildi.
Bu veriler standart antibiyotikler (Tetracycline 10ug ve Sulfamethoxazole 25ug), PBS ve
distile su emdirilmis disklere ait veriler ile karsilastirilarak sunuldu. Normal larvalardan
toplanan hemolenfin hem gram (+) hem gram (-) bakteriler tizerinde etkili oldugu, 6zellikle
14 mm zon ¢ap1 ile en ¢ok S. aureus iizerine etkili oldugu goriildi. PBS uygulanan
larvalardan 24 saat toplanan hemolenflerin 48 saate kiyasla daha yiiksek aktiviteye sahip
oldugu goriildii. Distile su ve PBS emdirilmis disklerde aktivite gézlenmezken, standart
antibiyotiklerden SXT, 44 mm zon ¢ap1 ile P. vulgaris ve K. penmoniae’ye karsi etki
gosterdi.

Tablo 3.15: Toplanan hemolenf miktarlari.

Gruplar Toplanan Hemolenf (uL) Larva Sayisi
Kontrol (normal) 224 uL 60
PBS-kontrol/24h 210 uL 60
PBS-Kontrol-48h 218,5 uL 60

10mg/mL-24h 187,5 uL 60
10mg/mL-48h 203,7 uL 60
5mg/mL-24h 184 uL 60
5mg/mL-48h 178 uL 60
2mg/mL-24h 206 uL 60
2mg/mL-48h 200,4 uL 60
1mg/mL-24h 174,6 uL 60
1mg/mL-48h 163,9 uL 60
0,5mg/mL-24h 196,5 uL 60
0,5mg/mL-48h 200,5 pL 60
0,1mg/mL-24h 230,6 uL 60
0,1mg/mL-48h 173 uL 60
10° konidia/mL-24h 169 uL 60
10%konidia/mL-48h 196,8 uL 60
108 konidia/mL-24h 187 uL 60
10%konidia/mL-48h 206,3 pL 60
107 konidia/mL-24h 1479 uL 60
107konidia/mL-48h 198,5 uL 60
10°® konidia/mL-24h 203,4 uL 60
10%konidia/mL-48h 201 pL 60
10°konidia/mL-24h 203 uL 60
105konidia/mL-48h 163 uL 60
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Tablo 3.16: Kontrol gruplarinin anti-bakteriyel aktivitesinin belirlenmesi.

. . KONTROL GRUPLARI
MiKROORGANIZMALAR FEMOLENF
PBS-HEMOLENF L .
KO(ZI'AI'E)OL 24h 48h PBS DISS”IJLE Tetrla;]cli/gcllne Sulfarr;es’[ﬂgxazole

E. coli 12 9 9 - - - 28

S. aureus 14 10 8 - - 32 41

B. cereus 9 10 7 - - 28 -
P. vulgaris 8 7 7 - - 30 44
K. pnemoniae 10 9 7 - - 37 44

(-) zon olmadigini ifade etmektedir. Zon ¢aplari mm cinsinden verildi.

P. vulgaris K.pnemoniae

E. coli S. aureus B. cereus

Sekil 3.12: Kontrol gruplarimin disk diflizyon testi sonuglart.

P. mallochii’den elde edilen etanol ekstresinin deney gruplarinda kullanilan dozlari igin
yapilan anti-bakteriyal aktivite sonuglar1 Tablo 3.17’de ve Sekil 3.13’te verildi. Bu tabloya
gore disklere emdirilen en yiiksek ekstre konsantrasyonu olan 10 mg/mL dozda 20 mm zon
cap1 ile K. pnemoniae’ye karsi en iyi anti-bakteriyal aktivite gozlendi. Ekstreye ait en diisiik
doz konsantrasyonlari olan 0,5 mg/mL ve 0,1 mg/mL dozlarinda anti-bakteriyal aktivite
gozlenmedi. Doz konsantrasyonu azaldik¢a anti-bakteriyal etkinin azaldig1 gézlendi.

Tablo 3.17: Ekstre dozlarinin anti-bakteriyel aktivitesinin belirlenmesi.

EKSTRE KONTROL GRUPLARI

. . 10 5 2 1 0,5 0,1
MIKROORGANIZMALAR mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
E. coli 16 13 - - - -
S. aureus 16 13 10 9 - -
B. cereus 11 10 9 8 - -
P. vulgaris - - - - - -
K. pnemoniae 20 15 13 10 7 -

() zon olmadigini ifade etmektedir. Zon ¢aplart mm cinsinden verildi.
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E. coli S. aureus B. cereus P. vulgaris K.pnemoniae

Sekil 3.13: Etanol ekstrelerinin disk difiizyon testi sonuglari.

Fungustan elde edilen konidial siispansiyon dozlari igin yapilan anti-bakteriyal aktivite
sonuglar1 Tablo 3.18’de ve Sekil 3.14’te verildi. Bu tabloya gore disklere emdirilen en
yiiksek konidial doz olan 10° konidia/mL dozda 18 mm zon cap1 ile K. pnemoniae ye kars1
en iyi anti-bakteriyal aktivite gézlendi. En diisiik doz konsantrasyonlar olan 108 konidia/mL
ve 10° konidia/mL anti-bakteriyal aktivite gozlenmedi.

Tablo 3.18: Konidial siispansiyon dozlarinin anti-bakteriyel aktivitesinin belirlenmesi.

KONIDITAL SUSPANSiYON KONTROL GRUPLARI

MIKROORGANIZMALAR 10° 10° 107 10° 10°
konidia/mL  konidia/mL  konidia/mL  konidia/mL  konidia/mL
E. coli 12 10 9 - -
S. aureus 13 - - - -
B. cereus - - - - -
P. vulgaris 17 13 - - -
K. pnemoniae 18 12 - - -

(-) zon olmadigini ifade etmektedir. Zon gaplari mm cinsinden verildi.

E. coli S. aureus B. cereus P. vulgaris K.pnemoniae

Sekil 3.14: Konidial siispansiyonlarin disk diflizyon testi sonuglari.

Fungusa ait etanol ekstresinin dozlarinin larvalara 24 ve 48 siire ile uygulanmasi sonucu elde
edilen hemolenflerin bes bakteri tizerindeki etkinliginin belirlenmesi ile ilgili sonuglar Tablo
3.19° de mm cinsinden verildi. Sonuglara gore en yiiksek anti-bakteriyal etki 20 mm zon
capi ile E. coli’ye kars1 10 mg/mL/24 saat etanol ekstresi uygulanmasi sonucu elde edilen
hemolenf 6rneginde goriildi. Bu degeri 18 mm zon ¢ap1 ile S. aureus’a karst yine 10

mg/mL/24 saat etanol ekstresi uygulanmasi sonucu elde edilen hemolenf 6rnegi takip etti
(Sekil 3.15).
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Tablo 3.19: Ekstre uygulamasi sonucu indiiklenen hemolenfin anti-bakteriyal aktivitesinin

belirlenmesi.
DENEY GRUPLARI
MIKROORGANIZMALAR 10 5 2 1 0,5 0,1

mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
24h  48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h  48h

E. coli 20 16 15 12 13 10 9 - 7 - - -

S. aureus 18 11 13 9 9 8 - - - - - -
B. cereus 10 12 - - - - - - - - - -
P. vulgaris 15 16 11 12 9 - - - - - - -
K. Enemoniae 14 16 11 12 8 9 7 - 7 - - -

(-) zon olmadigini ifade etmektedir. Zon ¢aplari mm cinsinden verildi.

Fungusa ait konidial siipansiyon dozlarinin larvalara 24 ve 48 siire ile uygulanmasi sonucu
elde edilen hemolenflerin bes bakteri lizerindeki etkinliginin belirlenmesi ile ilgili sonuglar
Tablo 3.20° de mm cinsinden verildi. Konidial siipansiyon uygulamasi sonrasinda toplanan
hemolenf 6rneklerinin anti-bakteriyal etkisi incelendiginde; en yiiksek etki 24 mm ve 26 mm
zon caplar ile K. pnemoniae’ye kars1 10° konidia/mL/24 saat vel0° konidia/mL/48 saat
konidial siispansiyon uygulanmasi sonucu elde edilen hemolenf 6rneginde goriildi (Sekil

3.16)

E. coli S. aureus B. cereus P. vulgaris K.pnemoniae

24 h/ Metabolit Ekstre Uygulamasi

Sekil 3.15: Ekstre uygulamasi sonucu indiiklenen hemolenfin disk difiizyon testi sonuglari.
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Tablo 3.20: Konidial siispansiyon uygulamasi sonucu indiiklenen hemolenfin anti-
bakteriyal aktivitesinin belirlenmesi.

. . DENEY GRUPLARI
MIKROORGANIZMALAR 10 10 07 10° 1

konidia/mL konidia/mL  konidia/mL konidia/mL konidia/mL
24h  48h 24h  48h 24h  48h 24h  48h 24h  48h

E. coli 16 15 10 11 10 9 9 8 8 -

S. aureus 12 9 13 8 9 8 9 7 8 -

B. cereus - 12 - - - - - - - -

P. vulgaris 20 18 15 11 11 10 10 9 9 8

K. pnemoniae 24 26 18 18 15 15 13 13 13 9

(-) zon olmadigini ifade etmektedir. Zon ¢aplart mm cinsinden verildi.

E. coli S. aureus B. cereus P. vulgaris K.pnemoniae

24 h/ Konidial Siispansiyon Uygulamasi

Sekil 3.16: Konidial siispansiyon uygulamasi sonucu indiiklenen hemolenfin disk difiizyon
testi sonuglart.
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3.12 Etkilesim Deneyleri

3.12.1 Parazitleme Sonras1 Doz Uygulamasina (P/D) Bagh Etkilesim

V. canescens e ait ergin bireylerin E. kuehniella larvalarini parazitlemesinden sonraki, 1., 4.
ve 8. giinlerde etanol ekstresi ve konidial stispansiyonlara ait dozlarin uygulamasi yapildi.
Konak-parazitoit-ekstre igliisiine ait gruplar ve parazitoit kontrol gruplari ayni etiiv
sartlarinda tutularak her giin gelisimleri gozlendi. Parazitoit bireyler ile ilgili biitiin deneyler
farkli zamanlarda ii¢ kez tekrar edildi. Probit analizi ile etanol ekstresinin ve konidial
stispansiyonlarinin V. canescens’in ii¢ farkli donemi (yumurta, 1.larva ve 3. larva evresi) igin
oldiirticti degerleri belirlenerek LDsp ve LDgg degerleri hesapland: (Tablo 3.21; 3.22; 3.23).
Etanol ekstresi uygulamasi sonucu probit 6liim dogrularindan yararlanilarak yumurta
evresinde (parazitlemeden 1 giin sonra) LDso degeri 4,735 mg/mL, 1. Larva evresinde
(parazitlemeden 4 giin sonra) i¢in 2,477 mg/mL, 3. Larva evresinde (parazitlemeden 8 giin
sonra) i¢in ise 0,896 mg/mL olarak tespit edildi. Probit 6liim dogrularindan yararlanilarak
yumurta evresindeki (parazitlemeden 1 giin sonra) LDso degeri 10814 konidia/mL, 1. Larva
evresi (parazitlemeden 4 giin sonra) icin 1071%M9 konidia/mL, 3. Larva evresi
(parazitlemeden 8 giin sonra) i¢in ise 10%%° konidia/mL olarak tespit edildi.

Tablo 3.21: V. canescens 'nin yumurta evresine (parazitlemeden 1 giin sonra) P. mallochii
uygulanmasina bagli LD degerleri.

P. mallochii N X?(sd)  Egim=SH Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(konidia/mL/larva)
LDso= 108.141 (107.417_109.652)
LD 60 = 109.063 (108.114_1011.602)
Konidial 180  0.458(3) 5.441+1.293 LD o= 10%0-164(108855-1014250)
Siispansiyon LD go = 1011624(10%761-1018-214)
LD 90 = 1014.003(1011.134_1025.692)
LDgo= 1021.788(1015.128_1058.495)
Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(mg/mL/larva)
LDso=4.735 (2.322-19.004)
Etanol LDeo=11.704 (4.868-97.328)
Ekstresi 210 1.081(4) 0.645+0.160 LD70=30.818 (9.978-601.846)
LD g0 = 95.698 (22.280-5264.626)
LD g0 = 460.635 (66.128-109386.253)

LD g9 = 19236.447 5840.556-1.535E8!

(N: toplam birey sayist; sd: serbestlik derecesi, y=a+bx)
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Tablo 3.22: V. canescens’ nin 1. larva evresine (parazitlemeden 4 giin sonra) P. mallochii
uygulanmasina bagli LD degerleri.

P. mallochii N X?(sd)  Egim+SH Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(konidia/mL/larva)
LDso= 107.168(106.126_108.687)
LDeo= 108.389(107.343_1012.298)
Konidial 180 0.092(3) 3.711+1.180 LD 70= 10%925(108341-1018.770)
Siispansiyon LD go = 1012085(10%523-1031-297)
LD g = 1015.878(1011.349_1064.140)
LD g = 1030.364(1017.034_10365.258)
Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(mg/mL/larva)
LDso=2.477 (1.201-7.277)
Etanol LDeo=6.491 (2.915-38.189)
Ekstresi 210 0.729(4) 0.606+0.152 LD7=18.190 (6.463-262.156)
LD s = 60.754 (15.372-2667.201)
LD g0 = 323.542 (49.080-69335.194)

LDgg=17177.482 5730.554-1.682E8!

(N: toplam birey sayist; sd: serbestlik derecesi, y=a+bx)

Tablo 3.23: V.canescens 'nin 3. larva evresine (parazitlemeden 8 giin sonra) P. mallochii
uygulanmasina bagli LD degerleri.

P. mallochii N X?(sd)  Egim+SH Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(konidia/mL/larva)
LDso= 106.080(104.656_106.908)
LD 60 = 107.110(106.178_108.646)
Konidial 180  0.037(3) 3.730+1.178 LD 7o= 108495(1073%9-1025%)
Sﬁspansiyon LD 80 = 1010.223(108.482_1020.456)
LD 90 = 1013.414(1010.151_1041.250)
LDgo= 1025.567(1015.258_10222.397)
Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(mg/mL/larva)
LD so=0.896 (0.362-1.819)
Etanol LDeo=2.252 (1.129-6.206)
Ekstresi 210  2.301(4) 0.633+0.152 LD7=6.037 (2.770-31.753)
LDsgo=19.147 (6.748-251.728)
LD g0 = 94.894 (21.339-4833.357)
LD g9 = 4247.592 (298.898-5930870.948)

(N: toplam birey sayist; sd: serbestlik derecesi, y=a+bx)

Parazitleme sonrasi ekstre ve konidial doz uygulamasi asamalarinda, parazitoitlerin doza ve
uygulama giiniine bagli olarak ¢ikis sayilar1 Sekil 3.17 ve 3.18’de verildi. Parazitleme
sonrast doz konsantrasyonu arttik¢a ergin ¢ikis sayisinin azaldigi goriildii. Buna ek olarak,
parazitleme sonrasi 8. glinde doz uygulamasi yapilmasi1 durumunda parazitoit ¢ikis sayisinin

daha cok etkilendigi goriildii.
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HElginsonra E4ginsonra M8 glinsonra
35
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5 25
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5
kontrol 0.1 mg/ml 0.5 mg/ml 1 mg/ml 2 mg/ml Smg/ml 10 mg/ml
1giin sonra 30 27 21 19 17 16 13
B 4 gln sonra 30 23 21 19 15 13 10
H 8 giin sonra 30 21 17 15 13 12 7

Sekil 3.17: Doz ve zamana bagl olarak parazitoit ¢ikis sayilari (P/D asamasi-ekstre).

35

30 30 3

30
25

20

3
15
B 10 T 11

10
5
KONTROL 10° konidia/mL 107 konidia/mL 108 konidia/mL 107 konidia/m
E 1 glin sonra 30 27 19 15 13
E14 glin sonra 30 22 18 15 13 11
B 8 glin sonra 30 19 15 12 10 8

Elginsonra [ED4ginsonra E8gilinsonra

Sekil 3.18: Doz ve zaman bagli olarak parazitoit ¢ikis sayilar1 (P/D asamasi-konidia).

3.12.1.1Ergin Oncesi Gelisim Siiresi (P/D Asamasi)

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda konidial slispansiyon uygulamasinin ergin dncesi
gelisim siiresine etkisi Tablo 3.24’te verilmektedir. Parazitoitin yumurta evresinde ergin
oncesi gelisim siiresinin kontrole gére en diisiik doz olan 10° konidia/mL’de gosterdigi
azalma ile diger dozlarda (107, 108 ve 10° konidia/mL) ise gosterdigi artis anlamlrydi
(F=36.271; sd=5, 174; p= 0.000). Parazitlemeden 4 giin sonra doz uygulanmasina ait veriler
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incelendiginde ise; kontrole gore 107, 10® ve 10° konidia/mL dozlarindaki artislar anlamli
bulundu (F=71.506; sd=5, 174; p=0.000). Parazitlemeden 8 giin sonra doz uygulanmasinda
ise kontrole gore 10,107, 108 ve 10° konidia/mL’lik dozlardaki artislar anlamliydi
(F=110.484; sd=5, 174; p= 0.000). Tiim uygulama dozlarinda parazitlemeden sonraki ilk
giine kiyasla 4. ve 8. giinlerdeki, ergin Oncesi gelisim siiresinde goriilen artiglar istatiksel

olarak anlamliydi (Tablo 3.24).

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda etanol ekstresi uygulamasinin ergin dncesi gelisim
stiresine etkisi Tablo 3.24’te verilmektedir. Parazitoitin yumurta evresinde kontrole gore
dozlar arasinda istatistiksel agidan fark yoktu ancak 2 mg/mL’ye gbre 5 ve 10 mg/mL’deki
artts anlamliyd1 (F=7.212; sd=6, 154; p= 0.000). Parazitoitin 1.evre larva evresinde ise
kontrole gore 5 mg/mL disinda tiim dozlardaki dalgalanmalar anlamli bulundu (F=35.399;
sd=6, 136; p= 0.000). 3. larva evresine ait veriler incelendiginde; kontrole gore 0,1 ve 10
mg/mL dozlarindaki artis ile 5 mg/mL dozundaki azalma istatistiksel olarak anlamliydi
(F=30.210; sd=6, 116; p=0.000). Parazitlemeden sonraki 4. ve 8. giinlerde 0,1 ve 0,5 mg/mL
doz uygulanmis gruplardaki artig parazitlemeden 1 giin sonra doz uygulanan gruplara kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Bunun diginda 5 mg/mL doz uygulanmis gruplarda 1.
ve 4. giinlere kiyasla 8. giindeki azalma istatistiksel olarak anlamliydi. En yiiksek doz olan
10 mg/mL’nin uygulandig1 gruplarda ergin oncesi gelisim siiresinin parazitlemeden 1 giin
sonra doz uygulanmasi ile 25,39 giin oldugu parazitlemeden sonraki 8.giinde doz

uygulanmasi sonucu 30,86 giine yiikseldigi belirlendi (Tablo 3.24).

Cift yonli ANOVA sonuglarima gore; ekstre uygulamasinda V. canescens’te ergin oncesi
gelisim siiresi hem deney gruplarina (P=0,000) hem de zamana bagliyd: (P=0,000) ve deney
ve kontrol gruplari ile doz miktar1 arasindaki etkilesim zamandan etkilendi (P=0,000) (Tablo
3.25). Konidial siispansiyon uygulamasi sonucunda ise yine V. canescens’te ergin oncesi
gelisim siiresi hem deney gruplarina (P=0,000) hem de zamana bagliyd: (P=0,000) ve deney
ve kontrol gruplari ile doz miktari arasindaki etkilesim zamandan etkilendi (P=0,000) (Tablo
3.25).
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Tablo 3.24: V. canescens’te P. mallochii’nin ergin 6ncesi gelisim siiresine etkisi (P/D).

Ergin Oncesi Gelisim Siiresi (Giin)

Yumurta Evresi 1. Larva Evresi 3. Larva Evresi
(Parazitlemeden 1 Giin Sonra) (Parazitlemeden 4 Giin Sonra) (Parazitlemeden 8 Giin Sonra)
Doz N Min- X +SH* Min- X +SH* Min.- X +SH”
Mak Mak Mak
§ Kontrol 30  23-26 24.67+0.154ax 23-26  24.67+0.154ax 23-26 24.67+0.154ax
g 10° 30 21-26 23.3040.250bx 22-27  24.33+0.227ay 23-27 25.03+0.131ay
% 108 30 22-26 24.30+0.199abx 24-27  25.10+0.154ay 24-28 26.23+0.190bz
Eg 107 30 23-28 25.83+0.267cx 25-28  26.03+0.122bx 25-29 27.10+0.200by
Z 108 30  24-29 26.87+0.252cdx 26-30  27.27+£0.219¢cx 26-30 28.07+0.203cy
10° 30 24-30 27.37+0.38dx 26-35  29.37+0.379dy  28-35 31.00+0.182dz
Kontrol 30  23-26  24.50+0.150abcx  23-26  24.5040.150ax 23-26 24.5040.150ax
0,1 30 23-25 23.89+0.187abx 25-29  26.46+0.318cy 24-28 26.77+0.294by
2 05 30 22-26  23.92+0.169abx  25-28  26.32+0.250cy = 24-27  25.53%0.274aby
% 1 30 22-26 24.754+0.298bcx 25-28  27.24+0.206cy 21-26 24.3940.397ax
g 2 30 21-26 23.414+0.284axy 22-25  23.2440.265bx 22-26 24.47+0.403ay
L

5 30 22-29 25.50+0.574cx 23-26 24 .87+0.256ax 21-25 22.7140.370cy
10 30 22-27 25.39+0.282cx 21-25 23.00+0.447by 27-35 30.86+1.243dz

*Ayni siitunda (a-d) ve satirda (x-y)ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir
(P>0.05). N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.

Tablo 3.25: Farkli deney gruplar (kontrol ve doz uygulanmis), zaman ve etkilesimlerinin
V. canescens’in ergin Oncesi gelisim siiresine etkilerini gosteren ANOVA tablosu (P/D).

Kaynak df KO F P r
Konidial Deney Gruplari 5 323,302 192,375 0,000 0,68
Suspansiyon Zaman 2 119,572 71,149 0,000
Deney Gruplar1 x zaman 10 11,201 6,665 0,000
Hata 522 1,681
Deney Gruplari 6 41,550 23,327 0,000 0,54
Etanol Zaman 2 40,600 22,794 0,000
ekstresi Deney Gruplari x zaman 12 47,72 26,792 0,000
Hata 406 1,78
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3.12.1.2Hayat Uzunlugu (P/D Asamasi)

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda etanol ekstresi uygulamasmin ergin hayat
uzunluguna etkisi Tablo 3.26’te verilmektedir. Tablo 3.26 incelendiginde parazitoitin
yumurta evresinde kontrole gore tiim dozlardaki azalmalar (F=19.442; sd=6, 154; p=0.000)
ve parazitlemeden sonraki 4.giinde de (1. Larva evresi) kontrole gore tiim dozlardaki
azalmalar istatistiksel olarak anlamliydi (F=14.557; sd=6, 136; p= 0.000). Buna ek olarak
yine parazitleme sonrasi 8. glinde doz uygulanmasi sonucu kontrole gore tiim dozlardaki
azalmalar anlamli bulundu (F=19.778; sd=6, 116; p= 0.000). Parazitlemeden sonra 2mg/mL
doz uygulanmis gruplarda 1. ve 4. giinlere kiyasla 8. giindeki azalma istatistiksel olarak
anlamli bulundu. En yiiksek doz olan 10 mg/mL’nin uygulandig1 gruplarda ergin hayat

uzunlugunun 1,4 ve 8. giindeki gruplarda benzerlik gosterdigi belirlendi (Tablo 3.26).

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda konidial siispansiyon uygulamasinin ergin hayat
uzunluguna etkisi Tablo 3.26’te verilmektedir. Parazitlemeden 1 giin sonra doz uygulanmasi
durumunda kontrole tiim dozlarda goriilen azalmalar anlamliyd: (F=258.356; sd=5, 174; p=
0.000). Buna ek olarak kontrole gére parazitleme sonrasi 4. giinde doz uygulanmasi sonucu
goriilen azalmalar (F=519.688; sd=5, 174; p= 0.000) ve 8. giinde doz uygulanmasi sonucu
goriilen azalmalarda (F=566.624; sd=5, 174; p= 0.000) anlaml1 bulundu. En yliksek dozda
(10° konidia/mL) ise ergin hayat uzunlugunun sirasiyla 3,70, 2,50 ve 1,70 giine kadar
diistiigii goriildii. Tim deney gruplarinda parazitlemeden 1 giin sonra doz uygulamasina

kiyasla 4. ve 8. glinlerde ergin hayat uzunlugunun kisaldig1 goriildii.

Cift yonlii ANOVA sonuglarina gore ekstre uygulamast sonucu V. canescens’te ergin hayat
uzunlugu deney gruplarina bagli (P=0,000) ancak zamana bagli degildi (P=0,205). Deney ve
kontrol gruplan ile dozlar arasindaki etkilesim zamandan etkilendi (P=0,000) Konidial
siispansiyon uygulamasi sonucunda ise V. canescens’te ergin hayat uzunlugu hem deney
gruplarina (P=0,000) hem de zamana bagliyd: (P=0,000) ve deney ve kontrol gruplar1 ile doz
miktar1 arasindaki etkilesim zamandan etkilendi (P=0,000) (Tablo 3.27).
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Tablo 3.26: P. mallochii’nin V. canescens’in hayat uzunlugu siiresine etkisi (P/D).

Ergin Hayat Uzunlugu (Giin)

Yumurta Evresi 1. Larva Evresi 3. Larva Evresi
(Parazitlemeden 1 Giin Sonra) (Parazitlemeden 4 Giin Sonra) (Parazitlemeden 8 Giin Sonra)
Doz N Min- X +SH” Min- X +SH” Min.- X +SH*
Mak Mak Mak
§ Kontrol 30  11-17 13.40+0.265ax 11-17 13.40+0.265ax 11-17 13.40+0.265ax
§ 10° 30 10-15 11.03+0.217bx 8-10 8.83+0.118by 7-10 8.20+0.121bz
% 108 30 8-11 9.23+0.190cx 4-8 7.03+0.182¢cy 5-9 7.03+0.148cy
jé 107 30 5-9 7.43+0.157dx 5-7 5.73+0.117dy 2-6 5.33+0.154dy
Z 108 30 48 5.87+0.171ex 25 3.17+0.699ey 24 3.13+0.157ey
10° 30 1-6 3.70+0.284fx 1-6 2.50+0.196ey 1-4 1.70£0.167fz
Kontrol 30 5-10 7.30+£0.221ax 5-10 7.30+£0.221ax 5-10 7.30+£0.221ax
0,1 30 4-8 5.5240.802bcx 4-8 5.5440.199bx 5-8 6.00+0.208bx
2 05 30 57 6.08+0.584bx 2-8 5.52+0.272bx 4-8 5.53+0.307bx
% 1 30 3-6 4.30+0.979dx 2-7 4.86+0.278bxy 3-7 5.33+0.198bcy
g 2 30 2-8 5.82+1.220bcx 5-6 5.294+0.114bx 3-6 4.2940.223cdy
w 5 30 5-7 5.70£0.801bcx 4-6 5.2040.145bx 4-6 5.43+0.173bcx
10 30 3-8 4.94+1.589cdx 2-7 4.914+0.392bx 2-7 4.14+0.634dx

*Aymi siitunda (a-f) ve satirda (x-y)ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir
(P>0.05). N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.

Tablo 3.27: Farkli deney gruplari (kontrol ve ekstre dozu uygulanmis), zaman ve
etkilesimlerinin V. canescens’in ergin hayat uzunluguna etkilerini gosteren ANOVA
tablosu (P/D).

Kaynak df KO F P r
Deney Gruplart 5 1353,816 1235,620 0,000 0,92
Konidial Zaman 2 203,585 185,811 0,000
suspansiyon  Deney Gruplart x zaman 10 10,534 9,614 0,000
Hata 522 1,096
Deney Gruplart 6 54,704 47,533 0,000 0,44
Etanol Zaman 2 1,828 1,589 0,205
ekstresi Deney Gruplar1 x zaman 12 3,67 3,194 0,000
Hata 406 1,15
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3.12.1.3Boy Uzunlugu (P/D Asamasi)

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda etanol ekstre uygulamasinin ergin boy uzunluguna
etkisi Tablo 3.28’te verilmektedir. Tablo 3.28 incelendiginde parazitoitin yumurta evresinde
kontrole gore 0,1 mg/mL’deki artis ve 10 mg/mL’deki azalma istatistiksel olarak anlamliydi
(F=20.026; sd=6, 154; p= 0.000). Parazitlemeden sonraki 4.giinde (1. Larva evresi) ise
kontrole gore 1 mg/mL’deki artis ve 10 mg/mL’deki azalma istatistiksel olarak anlamliydi
(F=15.667; sd=6, 136; p= 0.000). Buna ek olarak yine parazitleme sonrasi 8. giinde doz
uygulanmasi sonucu kontrole gore sadece 10 mg/mL’deki azalma anlamli bulundu
(F=4.857; sd=6, 116; p= 0.000). Buna ek olarak, 0,1 mg/mL doz uygulanmis gruplarda
parazitlemeden sonraki 1.gline kiyasla 4 ve 8.giindeki azalma ile 1mg/mL’deki gruplarin
4.glinline kiyasla 1 ve 8. glindeki azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulundu. En yiiksek
doz olan 10 mg/mL’nin uygulandig1 gruplarda ergin boy uzunlugunun 1, 4 ve 8. giindeki

gruplarda benzerlik gosterdigi belirlendi. (Tablo 3.28).

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda konidial siispansiyon uygulamasinin ergin boy
uzunluguna etkisi Tablo 3.28’te verilmektedir. Parazitoitin yumurta evresinde kontrole gore
en diisiik dozlarda (10°, 105, ve 107 konidia/mL) goriilen azalma anlamliydi (F=17.521; sd=5,
174; p= 0.000). 1. Larva evresi verileri incelendiginde ise kontrole gore sadece 107
konidia/mL dozda goriilen azalma anlamliydi (F=6.136; sd=5, 174; p= 0.000). 3. Larva evre
verileri incelendiginde ise kontrole gore fark goriilmedi (F=2.422; sd=5, 174; p= 0.038).
Buna ek olarak, 10° konidia/mL doz uygulanmis gruplarda parazitlemeden sonraki 1. giin
doz ugulanan gruplara kiyasla 4. ve 8. giinlerdeki artmalar anlamliydi. 107 konidia/mL doz

uygulanmis gruplarda ise 1. ve 4. giine kiyasla 8. glindeki artma anlamli bulundu

Cift yonlii ANOVA sonuglarina gore V. canescens’te ekstre uygulamasi sonucu ergin boy
uzunlugu hem deney gruplaria (P=0,000) hem de zamana bagliydi (P=0,038) ve deney ve
kontrol gruplar ile doz miktar1 arasindaki etkilesim zamandan etkilendi (P=0,000) (Tablo
3.29). Konidial siispansiyon uygulamasi sonucunda ise V. canescens’te ergin boy uzunlugu
hem deney gruplarina (P=0,000) hem de zamana bagliydi (P=0,000) ve deney ve kontrol
gruplart ile doz miktar1 arasindaki etkilesim zamandan etkilendi (P=0,000) (Tablo 3.29).
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Tablo 3.28: P. mallochii’nin V. canescens’in boy uzunluguna etkisi (P/D).

Ergin Boy Uzunlugu (mm)

Yumurta Evresi 1. Larva Evresi 3. Larva Evresi
(Parazitlemeden 1 Giin Sonra) (Parazitlemeden 4 Giin Sonra) (Parazitlemeden 8 Giin Sonra)
Doz N Min- X +SH” Min- X +SH* Min.- X +SH*
Mak Mak Mak
§ Kontrol 30 13-16 14.57+0.149ax 13-16 14.57+0.149ax 13-16 14.57+0.149ax
g 10° 30 12-16 13.83%0.204bcx 12-16 14.43+0.164ax 12-16 13.93£0.179ax
% 108 30 1215 12.83+0.173dx 12-15 13.97+0.155aby 12-15 14.13+0.157ay
?2 107 30 12-15 13.17+0.152cdx 12-15 13.60+0.149bx 13-16 14.27+0.179ay
Z 108 30 13-16 14.03+0.182abx 13-16 14.33+0.168ax 13-16 14.20+0.176ax
10° 30 13-16 14.47+0.124abx 13-16 14.53+0.133ax 14-16 14.57+0.114ax
Kontrol 30 11-14 12.26+0.691abx 11-14  12.26+0.691abx 11-14 12.26+0.691ax
0,1 30 12-16 13.77+1.154cx 11-14 12.45+0.658ay 11-14 12.36+0.726ay
2 05 30 11-14  12.50#0.834abx  11-16  12.20+1.190abx  11-16  12.40+1.454ax
% 1 30 12-14 12.65+0.745ax 12-16 13.57+1.247¢cy 11-14 12.50+0.785ax
g 2 30 11-15 12.09+1.376abx 11-14  12.00+0.709abx 11-14 11.70+0.848abx
1]

5 30  11-13 11.70£0.656bx 10-12  11.40+0.632adx  11-13  11.57+0.646abx
10 30 10-13 10.83+0.985dx 10-12 10.72+0.646dx 10-12 11.00+0.816bx

*Ayni siitunda (a-d) ve satirda (x-y)ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir
(P>0.05). N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.

Tablo 3.29: Farkli deney gruplari (kontrol ve ekstre dozu uygulanmis), zaman ve
etkilesimlerinin V. canescens’in boy uzunluguna etkilerini gosteren ANOVA tablosu

(PID).
Kaynak df KO F P r
Deney Gruplart 5 14,222 18,465 0,000 0,21
Konidial Zaman 2 11,772 15,284 0,000
siispansiyon Deney Gruplari x zaman 10 3,261 4,234 0,000
Hata 522 0,770
Deney Gruplari 6 23,829 28,934 0,000 0,39
Etanol Zaman 2 2,707 3,286 0,038
ekstresi Deney Gruplar1 x zaman 12 3,63 4,083 0,000
Hata 406 0,82
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3.12.1.4 Agirhik (P/D Asamasi)

Bu asamada parazitleme sonrast doz uygulamasi yapilan konaklardan ¢ikan ergin
parazitoitlerin agirligr her doz ve kontrol gruplari i¢in ayr1 ayr Olgiilerek belirlendi. V.
canescens’te farkli konsantrasyonlarda ekstre uygulamasinin ergin agirligina etkisi Tablo
3.30°de verilmektedir. Tablo 3.30 incelendiginde parazitoitin yumurta evresinde kontrole
gore 0,1, 1, 2 ve 10 mg/mL’deki azalmalar istatistiksel olarak anlamliyd: (F=4.808; sd=6,
154; p=0.000). Parazitlemeden sonraki 4.giinde (1. Larva evresi) ise kontrole gore 0,5, 1, 2,
ve 10 mg/mL’deki azalmalar istatistiksel olarak anlamliydi1 (F=9.133; sd=6, 136; p= 0.000).
Buna ek olarak yine parazitleme sonrasi 8. gliinde doz uygulanmasi sonucu kontrole gore 0,5,
2 ve 10 mg/mL’deki azalmalar anlamliydi1 (F=6.456; sd=6, 116; p=0.000). Ayrica, 1 mg/mL
doz uygulanmis gruplarda parazitlemeden sonraki 1. ve 4. giine kiyasla 8.giindeki artis
istatistiksel olarak anlamli bulundu. En yiiksek doz olan 10 mg/mL’nin uygulandigi
gruplarda ergin agirliginin 1, 4 ve 8. giindeki gruplarda benzerlik gosterdigi belirlendi (Tablo
3.30).

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda kondial siispansiyon uygulamasinin ergin
agirhigina etkisi Tablo 3.30°de verilmektedir. Parazitoitin yumurta evresinde kontrole gore
diger tiim dozlarda istatiksel agidan fark gozlenmedi (F=1.850; sd=5, 174; p= 0.1006).
Parazitlemeden sonraki 4.giinde (1. Larva evresi) doz uygulanmasinda ise kontrole gore
sadece 10" konidia/mL dozundaki artma istatistiksel olarak anlamliydi (F=3.478; sd=5, 174;
p= 0.005). Buna ek olarak yine parazitleme sonrasi 8. giinde doz uygulanmasi1 sonucu

kontrole gore diger tiim dozlarda fark gzlenmedi (F=2.588; sd=5, 174; p=0.028).

Cift yonli ANOVA sonuglarina gore V. canescens’te ekstre uygulamasi sonucu ergin
agirhigi hem deney gruplarina (P=0,000) hem de zamana bagliydi (P=0,040) ancak kontrol
gruplart ile doz miktar1 arasindaki etkilesim zamandan etkilenmedi (P=0,053) (Tablo 3.31).
Konidial siispansiyon uygulamasi sonucunda ise V. canescens’te ergin agirligi deney
gruplaria (P=0,291) bagli degilken zamana bagliydi (P=0,004) ve deney ve kontrol gruplari
ile doz miktar1 arasindaki etkilesim zamandan etkilendi (P=0,001) (Tablo 3.31).
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Tablo 3.30: P. mallochii’nin V. canescens’in agirligina etkisi (P/D).

Ergin Agirhigi (mg)

Yumurta Evresi 1. Larva Evresi 3. Larva Evresi
(Parazitlemeden 1 Giin Sonra) (Parazitlemeden 4 Giin Sonra) (Parazitlemeden 8 Giin Sonra)
Doz N Min- X +SH* Min- X +SH* Min.- X +SH*
Mak Mak Mak
§ Kontrol 30 6.96-7.65 7.15+0.273ax 6.96-7.65  7.15+0.273ax  6.96-7.65  7.15+0.273ax
g 10° 30 6.96-7.95 7.1940.366ax 6.78-7.63  7.17+0.034abx  6.89-7.65  7.28+0.033ax
% 108 30 6.12-7.89 7.1540.076ax 6.12-785  7.10+0.073ax  6.12-7.99  7.08+0.085ax
Eg 107 30 6.13-7.70 6.95+0.094ax 7.12-7.81 7.39+0.031by 6.45-7.56 7.12+0.044ax
2 108 30 6.12-7.72 7.04+0.085ax 6.12-7.87  7.21+£0.091abx  6.68-7.81  7.27+0.049ax
10° 30 6.66-7.50 7.07+0.034ax 6.75-7.65  7.144+0.030ax  6.92-7.60  7.16+0.034ax
Kontrol 30 7.12-7.81 7.39+0.316ax 7.12-7.81 7.39+0.316ax 7.12-7.81 7.39+0.316ax
0,1 30 6.01-7.74 6.84+0.909bx 6.12-7.81  7.01+0.114abxy 6.48-7.63 7.24+0.054abcx
2 05 30 6.12-799  7.08+0.107abx  6.02-7.70  6.86+0.105bx  6.15-7.70  6.85+0.144bx
% 1 30 6.12-7.58 6.88+0.125bx 6.12-7.52 6.74+0.081bx 7.10-7.60 7.20+0.029abcy
g 2 30 6.13-751 6.81+0.112bx 6.12-7.56 6.62+0.124bx 6.11-7.62 6.83+0.126bx
w 5 30 6.15-7.87 7.15+0.144abx 6.45-7.82 7.29+0.092ax 6.15-7.88 7.32+0.135acx

10 30 6.11-7.38 6.95+0.109bx 6.12-7.32 6.83+0.147bx 6.12-7.81 6.96+0.232bcx

*Ayni siitunda (a-c) ve satirda (x-y)ayni harfi tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir
(P>0.05). N; Deneye giren bocek sayisi, n; Ergin Olan Birey Sayisi, SH; Standart Hata.

Tablo 3.31: Farkli deney gruplari (kontrol ve ekstre dozu uygulanmis), zaman ve
etkilesimlerinin V. canescens’in agirhi@ina etkilerini gésteren ANOVA tablosu (P/D).

Kaynak df KO F P r
Deney Gruplart 5 0,119 1,236 0,291 0,57
Konidial Zaman 2 0,549 5,690 0,004
suspansiyon  Deney Gruplart x zaman 10 0,307 3,182 0,001
Hata 522 0,096
Deney Gruplart 6 3,217 16,453 0,000 0,24
Etanol Zaman 2 0,639 3,255 0,040
ekstresi Deney Gruplar1 x zaman 12 3,43 1,756 0,053
Hata 406 0,19
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3.12.2 Doz Uygulamasi Sonrasi Parazitlemeye Bagh Etkilesim (D/P Asamasi)
Konak-parazitoit-ekstre igliisiine ait gruplar ve parazitoit kontrol gruplari ayni etiiv
sartlarinda tutularak her giin gelisimleri gozlendi ve parazitoit bireyler ile ilgili biitiin
deneyler farkli zamanlarda {i¢ kez tekrar edildi. Probit analizi ile etanol ekstresi
uygulamasini takip eden 1., 4. ve 8. giinlerden sonra parazitlenen larvalar dikkate alinarak
Oldiiriicii degerleri belirlendi ve LDso ile LDgg degerleri hesaplandi. Probit o6lim
dogrularindan yararlanilarak doz uygulamasindan 1 giin sonra parazitlemede LDso degeri
48,168 mg/mL, doz uygulamasindan 4 giin sonra parazitlemede 12,1891 mg/mL, doz
uygulamasindan 8 giin sonraki parazitleme i¢in 15,428 mg/mL olarak tespit edildi (Tablo
3.32; Tablo 3.33; Tablo 3.34). Probit analizi ile konidial siispansiyon uygulamasini takip
eden 1., 4. ve 8. giinlerden sonra parazitlenen larvalar dikkate alinarak dldiiriicii degerleri
belirlendi ve LDsp ile LDgg degerleri hesaplandi. Probit 6liim dogrularindan yararlanilarak
doz uygulamasindan 1 giin sonra parazitlemede LDso degeri 104 konidia/mL, doz
uygulamasindan 4 giin sonra parazitlemede 10%%%7 konidia/mL, doz uygulamasidan 8 giin
sonraki parazitleme i¢in 10°%! konidia/mL olarak tespit edildi (Tablo 3.32; Tablo 3.33;
Tablo 3.34).

Tablo 3.32: V. canescens’ de doz uygulamasindan 1 giin sonra parazitlemeye bagl LD
degerleri.

P. mallochii N X?(sd)  Egim+SH Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(konidia/mL/larva)

LDso= 1014.455(1010.339_10749.708)
LD 60 = 1016.827(1011.268_102090.233)
Konidial LD 70= 1019.797(1019.797_106269.075)
Siispansiyon 180  0.193(3) 3.839+1.669 LD go= 10%947(1(13706.1022693549)
LDg= 1031.178(1015.841_10135262.709)
LD 99 = 1058.346(1022.289_109406185.337)

Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(mg/mL/larva)
LD so = 48.168 (14.046-2724.147)
Etanol LD e = 104.53 (23.669-15498.009)

Ekstresi 210  1.407(4) 0.757+0.218 LD70=237.212 (40.938-100606.243)

LD so= 622.260 (77.134-905066.591)

LD g0 = 2370.415 (184.268-1.919E7)

LDgo = 56793.556 (1433.461-2.758E10)

(N: toplam birey sayist; sd: serbestlik derecesi, y=a+bx)
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Tablo 3.33: V. canescens 'de doz uygulamasindan 4 giin sonra parazitlemeye bagli LD
degerleri.

P. mallochii N X?(sd)  Egim+SH Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(konidia/mL/larva)

LD 50= 1010.927(108.743_1047.841)
LDego= 1013.024(1011.268_102090.233)
Konidial LD 7= 1015.715(1010.903_10226.478)
Siispansiyon 180  0.619(3) 3.323+1.303 LD go= 10'0578(10*239-1(%83.106)
LDgo= 1026.555(1014.778_102169.230)
LDgo= 1054.768(1022.342_1049327.694)
Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(mg/mL/larva)
LDso=12.189 (10.522-18.737)
Etanol LD 0 = 13.298 (11.185-22.480)
Ekstresi 210  1.754(4) 6.704+1.824  LD7o= 14.595 (11.923-27.357)
LD go=16.275 (12.834-34.462)
LD g0 = 18.930 (14.198-47.521)
LD g9 = 27.102 (18.002-102.189)

(N: toplam birey sayis1; sd: serbestlik derecesi, y=a+bx)

Tablo 3.34: V. canescens’ de doz uygulamasindan 8 giin sonra parazitlemeye bagli LD
degerleri.

P. mallochii N X?(sd)  Egim+SH Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(konidia/mL/larva)

LD 50= 109.391(107.644_10216.624)
LD 60= 1011.765(108.841_102699.949)
Konidial LD 70 = 1015.052(1 (10157 ()40819.805)
Siispansiyon 180  0.244(3) 2.560+1.189 LD go= 1020024(1011871.1(986511.685)
LD go = 1029.746(1014675.1(8:208E7)
LD go = 1076:142(1(0%4125.1(3.001E12)
Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(mg/mL/larva)
LD so=15.428 (13.548-22.462)
Etanoli LD s0o=16.653 (14.300-26.355)
Ekstresi 210 3.746(4) 7.598+2.058 LD 7=18.079 (15.131-31.312)
LD go=19.904 (16.148-38.345)
LD go=22.742 (17.656-50.839)
LDgo=31.214 (21.777-99.557)

(N: toplam birey sayisi; sd: serbestlik derecesi, y=a+bx)

Etanol ekstre dozu uygulamasi sonrasi parazitleme asamasinda, parazitoitlerin doza ve
uygulama giinline bagh olarak ¢ikis sayilar1 Sekil 3.19°de verildi. Doz sonrasi parazitleme
uygulamasinda doz arttik¢a ergin ¢ikis sayisinin azaldigi goriildii. Buna ek olarak, doz
uygulamasi sonrast 1. giinde parazitleme yapilmasi durumunda parazitoit ¢ikis sayisinin

daha az etkilendigi goriildii.
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Sekil 3.19: Doz ve zamana bagli olarak parazitoit ¢ikis sayilar1 (D/P asamasi-ekstre).

Konidial doz uygulamasindan sonra parazitleme asamasinda, parazitoitlerin doza ve

uygulama giinline bagh olarak ¢ikis sayilar1 Sekil 3.20°de verildi. Doz sonrasi parazitleme

uygulamasinda doz arttik¢a ergin ¢ikis sayisinin azaldigi goriildii. Buna ek olarak, doz

uygulamasi sonrasi 1. giinde parazitleme yapilmasi durumunda parazitoit ¢ikis sayisinin

daha az etkilendigi belirlenirken, doz uygulamasi sonrasi 8. giinde parazitleme yapilmasinin

parazitoit ¢ikis sayisini azalttigi belirlendi.
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Sekil 3.20: Doz ve zamana bagli olarak parazitoit ¢ikis sayilari (D/P asamasi-konidia).
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3.12.2.1 Ergin Oncesi Gelisim Siiresi (D/P Asamasi)

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda ekstre uygulamasmin ergin oncesi gelisim
siiresine etkisi Tablo 3.35’te verilmektedir. Tablo 3.35 incelendiginde parazitoitin ergin
oncesi gelisim siiresinde ekstre dozu uygulamasindan 1 giin sonra parazitlemede kontrole
gore 0,1 mg/mL’deki artig ile 10 mg/mL’ deki azalma anlamliydi (F=15.804; sd=6, 203; p=
0.000). Yine doz uygulamasindan 4 giin sonra parazitleme verileri incelendiginde kontrole
gore 0,1 mg/mL’deki artis ve 2, 5 ve 10 mg/mL’deki azalmalar anlamli bulundu (F=44.596;
sd=6, 203; p= 0.000). Tablo 3.35’ te dozdan 8 giin sonra parazitlemeye ait veriler
incelendiginde kontrole gore 0,1 mg/mL’deki artis ile 1, 2, 5, 10 mg/mL’deki azalmalar
anlamliydi (F=86.447; sd=6, 203; p= 0.000). 1, 2 ve 10 mg/mL’de doz uygulamasindan 8
giin sonra parazitleme yapilan gruplardaki azalis doz uygulamasindan 1 ve 4 giin sonra
parazitleme yapilan gruplara kiyasla anlamliydi. Bunun disinda Smg/mL’de doz uygulanmis
gruplarda 1.giline kiyasla 4 ve 8. giindeki azalma anlamli bulundu. En yiiksek doz olan 10
mg/mL’nin uygulandigi gruplarda ergin 6ncesi gelisim siiresinin doz uygulamasinin 1 giin
sonrasinda parazitleme yapilan gruplarda 22,93 giin oldugu gériiliirken, doz uygulamasindan
8 giin sonra parazitleme yapilan gruplarda 20,33 giine diistiigii goriildi (Tablo 3.35). Cift
yonlii ANOVA sonuglaria gore V. canescens’te ergin oncesi gelisim siiresi hem deney
gruplarma (P=0,000) hem de zamana bagliydi (P=0,000) ve deney ve kontrol gruplar1 ile doz
miktar1 arasindaki etkilesim zamandan etkilendi (P=0,000) (Tablo 3.36).

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda konidial slispansiyon uygulamasinin ergin dncesi
gelisim siiresine etkisi Tablo 3.35” te verilmektedir. Tablo 3.35 incelendiginde parazitoitin
ergin dncesi gelisim siiresinde konida dozu uygulamasindan 1 giin sonra kontrole gore 10,
10® ve 10° konidia/mL’ deki artislar anlamliyd1 (F=102.507; sd=5, 174; p= 0.000). Ayni
tabloda dozdan 4 giin sonra parazitleme yapilmasina ait veriler incelendiginde yine kontrole
gore 107, 108 ve 10° konidia/mL’ deki artislar anlamliyd1 (F=37.349; sd=5, 174; p= 0.000).
Doz uygulamasindan 8 giin sonra parazitleme yapilmasi durumunda ise kontrole gore sadece
108 ve 10° konidia/mL’deki artislar anlamliydi (F=13.304; sd=5, 174; p= 0.000). Buna ek
olarak, 107 konidia/mL ve 10° konidia/mL doz uygulamasinda 1 giine kiyasla 4 ve 8.
giinlerdeki azalmalar anlaml1 bulundu. Cift yonliit ANOVA sonuglarina gore V. canescens’te
ergin oncesi gelisim siliresi hem deney gruplarina (P=0,000) hem de zamana bagliydi
(P=0,000) ve deney ve kontrol gruplart ile doz miktar1 arasindaki etkilesim zamandan

etkilendi (P=0,000) (Tablo 3.36).
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Tablo 3.35: P. mallochii’nin V. canescens’in ergin 6ncesi gelisim siiresine etkisi (D/P).

Ergin Oncesi Gelisim Siiresi (Giin)

Doz Uygulamasindan Doz Uygulamasindan Doz Uygulamasindan

1 Giin Sonra Parazitleme 4 Giin Sonra Parazitleme 8 Giin Sonra Parazitleme

Doz N Min.-Mak X +SH” Min.-Mak X +SH* Min.-Mak X +SH*
. Kontrol 30 23-26 24.60+0.149ax 23-26 24.60+0.149ax 23-26 24.60+0.149ax
%‘ 108 30 23-27 25.13+0.190ax 21-28 25.00+0.275abx 22-27 24.60+0.163ax
é‘ 108 30 23-28 25.27+0.209ax 23-28 25.10+0.205abx 22-26 24.60+0.195ax
E 107 30 24-29 26.60+0.309bx 22-28 25.73+0.191bcy 22-27 25.10+0.251aby
E 108 30 24-29 26.90+0.323bx 23-29 26.70+0.326¢x 24-29 26.47+0.261cx
10° 30 29-35 31.50+0.270cx 24-32 28.97+0.373dy 24-29 25.73+0.225bcz
Kontrol 30 23-26 24.574+0.141ax 23-26 24.574+0.141ax 23-26 24.57+0.141ax
0,1 30 24-28 25.5340.213bx 23-28 25.40+0.223bx 24-28 25.67+0.200bx
@ 0,5 30 23-26 24.27+0.126ax 23-27 24.530.157ax 22-27 24.60+0.163ax
% 1 30 21-27 24.534+0.266ax 23-26 24.10+0.130acx 21-25 23.10£0.162cy
e 2 30 23-26 24.434+0.207ax 22-25 23.634+0.195¢cx 20-26 22.63+£0.367cy
ﬁ 5 30 23-25 24.43+0.114ax 21-23 22.274+0.95dy 20-22 21.10£0.111dz

10 30 21-25 22.93+0.225¢cx 21-26 22.77+0.171dx 18-22 20.33+0.121dy

*Ayni siitunda (a-d) ve satirda (x-z)ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir
(P>0.05). N; Deneye giren bocek sayisi, n; Ergin Olan Birey Sayisi, SH; Standart Hata.

Tablo 3.36: Farkli deney gruplari (kontrol ve doz uygulanmis), zaman ve etkilesimlerinin
V. canescens ergin dncesi gelisim siiresine etkilerini gosteren ANOVA tablosu (D/P).

Kaynak df KO F P r
Deney Gruplari 5 218,476 123,078 0,000 0,62
Konidial Zaman 2 99,517 56,063 0,000
siispansiyon  Deney Gruplari x zaman 10 35,092 19,769 0,000
Hata 522 1,775
Deney Gruplart 6 131,147 121,757 0,000 0,64
Etanol Zaman 2 82,297 76,404 0,000
ekstresi Deney Gruplart x zaman 12 18,193 16,891 0,000
Hata 609 1,077
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3.12.2.2 Hayat Uzunlugu (D/P Asamasi)

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda etanol ekstresi uygulamasmin ergin hayat
uzunluguna etkisi Tablo 3.37°te verilmektedir. Tablo 3.37 incelendiginde dozdan 1 giin
sonra parazitleme yapilan gruplarinda ergin hayat uzunlugunun kontrole gore 1, 2, 5 ve 10
mg/mL’deki dozlarinda goriilen azalmalar anlamhiydi (F=51.952; sd=6, 203; p= 0.000).
Dozdan 4 giin sonra parazitleme yapilan gruplarda ise kontrole gore 0,5, 1, 2, 5 ve 10
mg/mL’deki dozlarindaki azalmalar anlamliyd: (F=46.911; sd=6, 203; p= 0.000). Buna ek
olarak dozdan 8 giin sonra parazitleme yapilan gruplarda ise kontrole gore 0,1, 0,5, 1 ve 2
mg/mL’deki artiglar ile 10 mg/mL’deki azalma anlamliydi (F=58.147; sd=6, 203; p= 0.000).
0,1, 0,5 ve 5 mg/mL doz uygulamasindan sonra parazitleme yapilan gruplarda 1. ve 4. giine
kiyasla 8. giindeki artig istatistiksel olarak anlamli bulundu. Ayrica 1 ve 2 mg/mL’deki
gruplarda 1.gline kiyasla 4. giindeki azalmalar ile 8. giindeki artislar anlamli bulundu. 10
mg/mL’ de ise 1 giline kiyasla 4. ve 8. giindeki artmalar anlamliydi. Cift yonli ANOVA
sonuclarina gore V. canescens’te ergin hayat uzunlugu hem deney gruplarina (P=0,000) hem
de zamana bagliydi (P=0,000) ve deney ve kontrol gruplari ile doz miktar1 arasindaki
etkilesim zamandan etkilendi (P=0,000) (Tablo 3.38).

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda konidial siispansiyon uygulamasinin ergin hayat
uzunluguna etkisi Tablo 3.37’te verilmektedir. Tablo 3.37 incelendiginde dozdan 1 giin
sonra parazitleme yapilan gruplarinda ergin hayat uzunlugunun kontrole gore 10°
konidia/mL doz uygulamasindaki artis ile 10°, 107, 108 ve 10° konidia/mL dozlarindaki
azalmalar anlamli bulundu (F=344,342; sd=5, 174; p= 0.000). Dozdan 4 giin sonra
parazitleme yapilan gruplarda ergin hayat uzunlugunun kontrole gére 10° konidia/mL doz
uygulamasindaki artis1 ile 107, 108 ve 10° konidia/mL dozlarindaki azalmalar1 anlaml
bulundu (F=253,277; sd=5, 174; p= 0.000). Benzer sekilde dozdan 8 giin sonra parazitleme
yapilan gruplarda ergin hayat uzunlugunun kontrole gore 10° konidia/mL doz
uygulamasindaki artis1 ile 107, 108 ve 10° konidia/mL dozlarindaki azalmalar1 anlaml
bulundu (F=256,629; sd=5, 174; p= 0.000). 10° konidia/mL doza ait veriler incelendiginde
dozdan 1 ve 4 giin sonra parazitleme yapilan gruplara kiyasla 8 giinliik gruplardaki artig
anlamliyd1. Diger deney gruplarinda ise (107, 108 ve 10° konidia/mL) dozdan 1 giin sonra
parazitleme yapilan gruplara kiyasla 4 ve 8 giinliik gruplardaki artiglar anlamli bulundu. Cift
yonlii ANOVA sonuglarina gore V. canescens’te ergin hayat uzunlugu hem deney gruplarina
(P=0,000) hem de zamana bagliydi (P=0,000) ve deney ve kontrol gruplar1 ile doz miktar1
arasindaki etkilesim zamandan etkilendi (P=0,000) (Tablo 3.38).
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Tablo 3.37: P. mallochii’nin V. canescens’in ergin hayat uzunluguna etkisi (D/P).

Ergin Hayat Uzunlugu (Giin)

Doz Uygulamasindan Doz Uygulamasindan Doz Uygulamasindan

1 Giin Sonra Parazitleme 4 Giin Sonra Parazitleme 8 Giin Sonra Parazitleme

Doz N Min.-Mak X +SH” Min.-Mak X +SH” Min.-Mak X +SH”
' Kontrol 30 10-18 13.83+0.343ax 10-18 13.83+0.343ax 10-18 13.83+0.343ax
% 108 30 14-19 15.80+0.217bx 11-19 15.97+0.305bx 14-20 17.70+0.329by
g 108 30 8-15 11.07+0.325¢x 9-17 12.90+0.408ay 10-17 14.03+0.320ay
% 107 30 5-10 7.60+0.201dx 5-11 8.13+0.218cx 5-14 10.33+0.323cy
g 108 30 2-7 4.33+0.221ex 2-7 4.90+0.205dx 4-9 7.13+£0.213dy
10° 30 1-8 3.77+0.270ex 1-8 4.43+0.313dx 4-7 5.37+0.169¢y
Kontrol 30 10-16 12.77+0.317ax 10-16 12.7740.317ax 10-16 12.77£0.317ax
0,1 30 10-17 13.07+0.321ax 9-15 12.40+0.373abx 14-21 18.53+£0.367by
@ 0,5 30 8-17 12.10+0.369abx 9-14 11.47+0.248bx 14-20 17.70+0.329by
% 1 30 6-14 11.37+0.394bx 7-14 10.23+0.238cy 11-19 16.93+0.328bz
% 2 30 9-13 11.03+0.206bx 7-11 9.07+0.166dy 9-19 15.13+0,596¢z
w 5 30 7-12 9.63+0.297cx 8-11 8.80+0.139dx 10-16 12.3740.347ay
10 30 2-9 6.53+0.243dx 5-11 8.53+0.238dy 6-15 10.70+0.390dz

*Ayni siitunda (a-€) ve satirda (x-z) ayn1 harfi tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir
(P>0.05). N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.

Tablo 3.38: Farkli deney gruplari (kontrol ve doz uygulanmis), zaman ve etkilesimlerinin
V. canescens ergin hayat uzunluguna etkilerini gosteren ANOVA tablosu (D/P).

Kaynak df KO F P r
Deney Gruplari 5 2084,966 832,095 0,000 0,89
Konidial Zaman 2 188,313 75,154 0,000
siispansiyon  Deney Gruplari x zaman 10 12,046 4,808 0,000
Hata 522
Deney Gruplari 6 392,131 123,251 0,000
Etanol Zaman 2 1233,433 387,683 0,000 0,74
ekstresi Deney Gruplari x zaman 12 61,219 19,242 0,000
Hata 609 3,182
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3.12.2.3 Boy Uzunlugu (D/P Asamasi)

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda etanol ekstre uygulamasinin ergin boy uzunluguna
etkisi Tablo 3.39’da verilmektedir. Tablo 3.39 incelendiginde dozdan 1 giin sonra
parazitleme yapilan gruplarin 1 ve 2 mg/mL’deki dozlarinda kontrole gore ergin boy
uzunlugundaki azalma anlamliyd: (F=8.320; sd=6, 203; p= 0.000). Dozdan 4 giin sonra
parazitleme yapilan gruplarda ise 1, 2, 5 ve 10 mg/mL’deki dozlarda kontrole gore azalmalar
anlamli bulundu (F=16.500; sd=6, 203; p= 0.000). Dozdan 8 giin sonra parazitleme yapilan
gruplarda ise kontrole gére sadece en yiiksek doz olan 10 mg/mL’deki azalma anlamliydi
(F=5.293; sd=6, 203; p= 0.000). Buna ek olarak, 0,5 mg/mL doz uygulanmis gruplarda
parazitlemeden sonraki 1.giine kiyasla 4 ve 8.glindeki artis ile 5 mg/mL’deki gruplarin
4.glinline kiyasla 1 ve 8. giindeki artislar istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 3.39).
Cift yonli ANOVA sonuglarma gore V. canescens’te ergin boy uzunlugu hem deney
gruplarma (P=0,000) hem de zamana bagliydi (P=0,000) ve deney ve kontrol gruplar1 ile doz
miktar1 arasindaki etkilesim zamandan etkilendi (P=0,000) (Tablo 3.40).

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda konidial siispansiyon uygulamasinin ergin boy
uzunluguna etkisi Tablo 3.39’da verilmektedir. Tablo 3.39 incelendiginde kontrole gére 107
konidia/mL doz uygulamasindan 1 giin sonra parazitleme yapilan gruplardaki artig
anlamliydi (F=5.172; sd=5, 174; p=0.000). Doz uygulamasindan 4 giin (F=3.635; sd=5, 174;
p= 0.004) ve 8 giin (F=3.632; sd=5, 174; p= 0.004) sonra parazitleme yapilan gruplar
incelendiginde ise kontrole gore her iki grupta da fark gdzlenmedi. Buna ek olarak, 10’
konidia/mL doz uygulamas1 yapilan grup incelendiginde dozdan 1 giin sonra parazitleme
yapilan gruplara kiyasla 8 giin sonra parazitleme yapilan gruplardaki azalma anlamliydi. 10°
konidia/mL doz uygulamasi yapilan grup incelendiginde isel giin sonra parazitleme yapilan
gruplara kiyasla 8 giin sonra parazitleme yapilan gruplardaki artig anlamli bulundu.

Cift yonlii ANOVA sonuglarina gore V. canescens’te ergin boy uzunlugu deney gruplarina
(P=0,000) bagli iken zamana bagli degildir (P=0,565) ve deney ve kontrol gruplari ile doz
miktar1 arasindaki etkilesim zamandan etkilendi (P=0,003) (Tablo 3.40).
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Tablo 3.39: P. mallochii’nin V. canescens’in ergin boy uzunluguna etkisi (D/P).

Ergin Boy Uzunlugu (mm)

Doz Uygulamasindan Doz Uygulamasindan Doz Uygulamasindan

1 Giin Sonra Parazitleme 4 Giin Sonra Parazitleme 8 Giin Sonra Parazitleme

Doz N Min.- X +SH" Min.- X +SH" Min.- X +SH"
Mak Mak Mak
Kontrol 30 12-15 13.73+0.159ax 12-15 13.73+0.159abx 12-15 13.73+0.159abx

é;‘ 10° 30 12-16  14.47+0.157bx  12-16  1430+0.174ax  13-16  14.27+0.179abx
H 106 30 12-15  13.63+0.140ax  13-15  14.03+0.112abx  12-15  13.73:0.126abx
Z 107 30 12-16  14.43+0.177bcx  12-16  13.87+0.178abxy  12-16  13.70+0.180ay
§ 108 30 12-15  13.93+0.172abcx  12-15  13.43x0.171bx  12-15  13.80+0.162abx
2 10° 30 1215  13.80+0.147acx  12-15  14.07+0.143abxy  13-15  14.37+0.131by

Kontrol 30 12-15  14.13£0.157ax  12-15  14.13%0.157ax  12-15  14.13£0.157abx
. 01 30 12-16  13.77+0.177abx  13-16  14.33+0.168ax  13-16  14.20+0.176abx
3 05 30 11-16  13.47+0.196abx  13-16 14.2340.171ay ~ 13-16 14.27+0.179ay
% 1 30  12-14  13.0340.155bcx  12-14  13.43+0.133bxy  12-15  13.60+0.149bcy
S 2 30 11-15  1250+0.253cx  11-14  13.0740.203bxy  12-15  13.67+0.130abcy
& 5 30 12-15  13.70£0.180abx  12-14  13.07+0.117by  13-15  13.80:0.130abcx

10 30 12-15 13.70+0.180abx 11-14 12.77+0.149by 11-15 13.30+0.167cxy

*Ayni siitunda (a-c) ve satirda (x-y) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir
(P>0.05). N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.

Tablo 3.40: Farkli deney gruplari (kontrol ve doz uygulanmis), zaman ve etkilesimlerinin
V. canescens ergin boy uzunluguna etkilerini gésteren ANOVA tablosu (D/P).

Kaynak df KO F P r
Deney Gruplari 5 5,322 7,090 0,000 0,79
Konidial Zaman 2 0,424 0,565 0,565
siispansiyon  Deney Gruplari x zaman 10 2,015 2,685 0,003
Hata 522 0,751
Deney Gruplart 6 17,026 20,000 0,000
Etanol Zaman 2 8,133 9,554 0,000 0,74
ekstresi Deney Gruplari x zaman 12 4,120 4,840 0,000
Hata 609 0,851
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3.12.2.4 Agirhk (D/P Asamasi)

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda ekstre uygulamasinin ergin agirligina etkisi Tablo
3.41°de verilmektedir. Tablo 3.41 incelendiginde dozdan 1giin sonra parazitleme yapilan
gruplarda kontrole gore 0,1, 0,5, 1 ve 2 mg/mL’deki azalmalar istatistiksel olarak anlamliydi
(F=3.559; sd=6, 203; p=0.002). Dozdan uygulamasindan sonra parazitleme yapilan 4.giinde
ise kontrole gore 0,5 ve 2 mg/mL’deki azalmalar istatistiksel olarak anlamliyd: (F=5.933,;
sd=6, 203; p= 0.000). Buna ek olarak yine doz uygulamas1 sonrasi 8. Giinde parazitleme
sonucu kontrole gore 0,5, 2, 5 ve 10 mg/mL’ deki azalmalar anlamliydi (F=5.235; sd=6, 203;
p=0.000). Ayrica, 5 mg/mL doz uygulanmis gruplarda doz uygulamasindan sonraki 1. giine
kiyasla 4.giindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu. En yiiksek doz olan 10
mg/mL’nin uygulandig1 gruplarda ergin agirliginin 1, 4 ve 8. giindeki gruplarda benzerlik
gosterdigi belirlendi (Tablo 3.41). Cift yonlii ANOVA sonuglarina gore V. canescens’te
ergin agirligt deney gruplarma (P=0,000) bagl iken zamana bagl degildir (P=0,108) ve
kontrol gruplari ile doz miktar1 arasindaki etkilesim zamandan etkilenmedi (P=0,167) (Tablo
3.42).

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda esktre uygulamasinin ergin agirligina etkisi Tablo
3.41°de verilmektedir. Tablo 3.41 incelendiginde dozdan 1 giin sonra parazitleme yapilan
gruplarda kontrole gére 10° konidia/mL doz uygulamasi yapilan gruptaki azalma anlamliydi
(F=22.246; sd=5, 174; p= 0.000). Dozdan 4 giin sonra parazitleme yapilan gruplarda
kontrole gore 109konidia/mL doz uygulamasi yapilan gruptaki azalma anlamliyd: (F=4.902;
sd=5, 174; p= 0.000). Dozdan 8 giin sonra parazitleme yapilan gruplarda kontrole gore fark
gdzlenmedi (F=1.968; sd=5, 174; p=0.086). Ayrica, 10°konidia/mL doz uygulamas1 yapilan
grupta 1 giine kiyasla 8 giindeki azalma anlamlrydi. 10" konidia/mL doz uygulamasinda ise
1 giine kiyasla 4 giindeki artig anlamli bulundu. Cift yonli ANOVA sonuglarina gore V.
canescens’te ergin agirligt hem deney gruplarina (P=0,000) hem de zamana bagliyd:
(P=0,017) ve deney ve kontrol gruplar1 ile doz miktar1 arasindaki etkilesim zamandan

etkilendi (P=0,000) (Tablo 3.42).
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Tablo 3.41: P. mallochii’nin V. canescens’in agirligina etkisi (D/P).

Ergin Agirhig1 (mg)

Dozdan Dozdan Dozdan 8 Giin Sonra
1 Giin Sonra Parazitleme 4 Giin Sonra Parazitleme) Parazitleme
Doz N Min.-Mak X +SH” Min.-Mak X +SH” Min.-Mak X +SH”

Kontrol 30 6.54-7.88 7.21+0.059ax 6.54-7.88 7.214£0.059abx  6.54-7.88  7.21+0.059ax

§ 105 30 6.10-7.58 7.05:0.068ax  6.10-7.47  7.01+0.065bcx  6.10-7.47  7.04+0.057ax
2 105 30 6.87-7.74 7.22+0.039ax  7.00-7.74 7.18+0.032abxy 6.14-7.74  7.03+0.069ay
Z 10" 30 6.12-7.89 7.04+0.074ax  7.00-7.89  7.28+0.045ay  6.54-7.88  7.21+0.060axy
?"é 108 30 6.74-7.74 7.21+0.040ax 6.47-7.85 7.15+0.065abcx 6.54-7.85  7.21+0.058ax
8 10° 30 6.01-7.03  6.50£0.058bx  6.19-7.81  6.95+0.058cy  6.13-7.89  7.04+0.099ay

Kontrol 30 7.12-7.81 7.39£0.03lax 7.12-7.81  7.39+0.03lax  7.12-7.81  7.39+0.031ax
. 01 30 6.12-7.72 7.04+0.085bx 6.12-7.87  7.21+0.091abx  6.68-7.81  7.27+0.049abx
2 05 30 6.10-7.89  7.07+0.075bx  6.12-7.90  6.99£0.095bcx  6.10-7.47  7.04+0.057bx
% 1 30 6.12-7.63 7.03+0.094bx 6.11-7.89 7.13£0.082abcx 6.87-7.85 7.21:0.044abx
g 2 30 6.13-7.70 6.95£0.094bx 6.12-7.87  6.88+0.094cx  6.11-7.80  7.03+0.090bx
L

5 30 6.10-7.80 7.09+0.066abx 6.69-7.99  7.30+0.059aby  6.45-7.56 7.12+0.044bxy
10 30 6.54-7.81 7.18+0.053abx 6.69-7.99  7.32+0.057ax  6.45-7.81  7.15+0.090bx

*Ayni siitunda (a-c) ve satirda (x-y)ayni1 harfi tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir
(P>0.05). N; Deneye giren bocek sayisi, n; Ergin Olan Birey Sayisi, SH; Standart Hata.

Tablo 3.42: Farkli deney gruplari (kontrol ve doz uygulanmis), zaman ve etkilesimlerinin
V. canescens ergin agirligina etkilerini gosteren ANOVA tablosu (D/P).

Kaynak df KO F P r
Deney Gruplari 5 1,869 16,540 0,000 0,18
Konidial Zaman 2 0,461 4,077 0,017
suspansiyon  Deney Gruplart x zaman 10 0,574 5,084 0,000
Hata 522 0,113
Deney Gruplart 6 1,724 11,826 0,000
Etanol Zaman 2 0,325 2,232 0,108 0,13
ekstresi Deney Gruplar1 x zaman 12 0,202 1,388 0,167
Hata 609 0,146
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3.12.3 Ergin Parazitoitlere Doz Uygulanmasina Bagh Etkilesim (Ergin Asamasi)

Bu agamada ise etanol ekstresi ve konidial siispansiyon dozlarina ayr1 ayri maruz birakilmis
ergin parazitoitler higbir islem uygulanmamis konak canlilar ile bir araya getirilerek ve
parazitleme davranis1 (temizlenme, konagi arastirma, konak ile temas, konagi delme,
konaktan sakinma, konagi arastirmama ve konaktan kagma) gozlendi. Probit analizi ile
ekstre uygulamasindan sonra parazitlenen larvalar dikkate alinarak LDsg ile LDgg degerleri
hesaplandi. Probit o6liim dogrularindan yararlanilarak ergin bireylere ekstre dozu
uygulamasindan sonra parazitleme asamasinda LDsp degeri 24.932 mg/mL olarak tespit

edilmistir (Tablo 3.43).

Probit analizi ile konidial siispansiyon uygulamasindan sonra parazitlenen larvalar dikkate
alinarak LDso ile LDgg degerleri hesaplanmistir. Probit 6liim dogrularindan yararlanilarak
ergin bireylere konidial slispansiyon dozu uygulamasindan sonra parazitleme asamasinda

LDso degeri 10%97° konidia/mL olarak tespit edildi (Tablo 3.43).

Tablo 3.43: V.canescens 'nin ergin bireylerine P. mallochii uygulanmasina bagli LD
degerleri.

P. mallochii N X?(sd)  Egim+SH Oldiiriicii doz (min.—-mak.)
(konidia/mL/larva)

LD 50 = 109.797(108.259_1020.003)
LD 60 = 1011.468(109.184._1032.005)
Konidial 180 0.297(3) 3.706+1.273 LD 7= 10'3571(10%0-225-1(053-224)
Sﬁspansiyon LD 80 = 1016.528(1011.557_1096.917)
LD 90 = 1021.723(1013.659_10223.000)
LD 99 = 1041.576(1020.219—101621.111)
Oldiiriicii doz (min.—mak.)
(mg/mL/larva)
LD so=24.932 (18.784-51.305)
Etanol_ LDeo=29.633 (21.294-71.101)
Ekstresi 210 0.430(4) 3.377+0.836  LD70=35.648 (24.279-101.107)
LD g0 = 44.255 (28.242-153.015)
LD go=59.735 (34.748-272.486)
LD go=121.786 (56.546-178.659)

(N: toplam birey sayisi; sd: serbestlik derecesi, y=a+bx)

Ergin bireylere etanol ekstresi dozlarinin uygulanmasindan sonra gergeklesen
parazitlemeden ¢ikan ergin parazitoitlerin sayist Sekil 3.21°de gosterildi. Doz miktar
azaldikga birey ¢ikiginin arttig1 goriildii. Kontrolden sonra en fazla birey ¢ikis1 0,1 mg/mL

dozda gozlendi.
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Kontrol 10 mg/ml = 5mg/ml 2 mg/ml 1mg/ml  0.5mg/ml | 0.1 mg/ml
B Parazitoit Cikis Sayisi 30 17 19 20 22 25 26

Sekil 3.21: Ergin bireylere doz uygulanmasina bagli parazitoit ¢ikis sayisi (ekstre).

Ergin bireylere konidial siispansiyon dozlari uygulanmasindan sonra gergeklesen
parazitlemeden ¢ikan ergin parazitoitlerin sayist Sekil 3.22” de gosterildi. En yiiksek birey
cikisinin 10° konidia/mL dozda oldugu gozlendi.

35
30
30
i
23
25 22 T
20 17 1
T
15
10
5
0
Kontrol 10° konidia/mL  10% konidia/mL 107 konidia/mL  10° konidia/mL 107 konidia/mL
|||I| Parazitoit Cikis Sayisi 30 | 17 | 18 | 22 | 23 | 26

Sekil 3.22: Ergin bireylere doz uygulanmasina bagli parazitoit ¢ikis sayis1 (konidia).

87



3.12.3.1Ergin Oncesi Gelisim Siiresi (Ergin Asamasi)
V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda ekstre dozu uygulamasinin ergin oncesi gelisim
siiresine etkisi Tablo 3.44°te verilmektedir. Tablo incelendiginde; ergin 6ncesi gelisim

stiresinde kontrole gore 0,5 ve 1 mg/mL’ deki azalmalar ile 5 ve 10 mg/mL’deki artmalar

anlamlhiydi (F=72.965; sd=6, 203; p=0.000).

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda konidial siispansiyon dozu uygulamasiin ergin
Oncesi gelisim siiresine etkisi Tablo 3.44°te verilmektedir. Tablo 3.44 incelendiginde
kontrole gére 108 ve 10° konidia/mL dozlarindaki artis anlamliyd: (F=54.344; sd=5, 174; p=
0.000).

Tablo 3.44: P. mallochii’nin V. canescens’in ergin 6ncesi gelisim siiresine etkisi (Ergin

asamast).
Doz N Ergin Oncesi Gelisim Siiresi (giin)
Min.-Mak. X 1QH*

§> Kontrol 30 23-26 24.67+0.130a
3 10° 30 23-26 24.63:0.131a
2 106 30 22-27 24.73+0.209a
= 107 30 22-27 24.83+0.250a
E 108 30 24-27 25.83+0.136b
10° 30 26-30 28.03+0.200c
Kontrol 30 23-26 24.67+0.130ab
N 0,1 30 22-25 24.00+0.173ac
3 05 30 22-23 22.47+0.093d
o 1 30 22-24 23.27+0.106¢
g 2 30 24-27 25.30+0.199b
2 5 30 25-27 26.33+0.100e
10 30 23-30 26.43+0.317¢

* Ayni siitunda (a-e) ayni1 harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir (P>0.05).
N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.
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3.12.3.2Hayat Uzunlugu (Ergin Asamasi)

V. canescens’te farkli konsantrasyonlarda ekstre ve konidial silispansyon dozlarinin
uygulanmasinin ergin hayat uzunluguna etkisi Tablo 3.45’te verilmektedir. Etanol ekstresi
uygulamasi sonrasi ergin hayat uzunlugunda kontrole gore tiim dozlardaki azalmalarin
istatiksel agidan anlamli oldugu goriildii (F=47.806; sd=6, 203; p= 0.000). Ekstre dozlar
arttik¢a ergin hayat uzunlugunun belirgin bir sekilde azaldigi goriildii. Konidial stispansiyon
uygulamasi sonrasi ise ergin hayat uzunlugunun kontrole gore tiim dozlardaki azalmalari
anlamlhiydi (F=80.282; sd=5, 174; p= 0.000). Kontrolde ergin hayat uzunlugu 7-13 giin iken
10° konidia/mL dozda 1-5 giin siireye kadar azald.

Tablo 3.45: P. mallochii’nin V. canescens’in ergin hayat uzunluguna etkisi (Ergin

asamast).
Doz N Ergin Hayat Uzunlugu (giin)
Min.-Mak. X 1QH*

§> Kontrol 30 7-13 10.10+0.312a
g 10° 30 4-12 8.20+0.327b
2 108 30 5-9 7.07+0.235¢
= 107 30 3-9 6.27+0.295¢
E 108 30 3-8 5.00+0.209d
10° 30 1-5 3.30+0.193¢

Kontrol 30 5-13 9.37+0.357a

N 0,1 30 7-9 8.03+0.131b
3 05 30 5-11 7.77+0.196bc
o 1 30 5-9 7.07+0.209¢d
g 2 30 47 6.23+0.177d
s 5 30 6-9 7.33+0.154bc
10 30 3-7 4.80+0.147¢

*Ayni siitunda (a-e) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir
(P>0.05). N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.
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3.12.3.3Boy Uzunlugu (Ergin Asamasi)

Bu asamada ergin bireylere doz uygulamasi sonrasi parazitlenen konaklardan ¢ikan ergin
parazitoitlerin boyu, her doz ve kontrol gruplar i¢in ayr1 ayrn oOlgiilerek belirlendi. Tablo
3.46 incelendiginde; ergin boy uzunlugunda etanol ekstresi uygulamasi sonucunda kontrole
gore sadece 0,1 mg/mL’deki artis anlamhiyd1 (F=2.367; sd=6, 203; p= 0.031). Konidial
siispansiyon uygulamasi sonucunda ise kontrole gére 10° konidia/mL dozdaki azalma
anlamli bulundu (F=21.922; sd=5, 174; p= 0.000).

Tablo 3.46: P. mallochii’nin V. canescens’in ergin boy uzunluguna etkisi (Ergin asamas).

Doz N Ergin Boy Uzunlugu (mm)

Min.-Mak. X 1QH*
§> Kontrol 30 12-16 14.03+0.169a
g 10° 30 13-15 14.07+0.126a
2 10° 30 13-16 14.27+0.143a
= 107 30 13-15 14.13+0.133a
E 108 30 12-16 14.03+0.169a
10° 30 10-15 12.07+0.283b
Kontrol 30 12-16 13.574+0.223a
N 0,1 30 13-15 14.23+0.124b
3 05 30 13-15 14.000.136ab
o 1 30 13-15 14.000.117ab
g 2 30 13-15 14.10£0.121ab
s 5 30 13-15 13.90+0.121ab
10 30 13-16 14.17+0.128ab

*Ayni siitunda (a-b) ayn1 harfi tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir (P>0.05).
N; Deneye giren bocek sayisi, SH; Standart Hata.

90



3.12.3.4 Agirhik (Ergin Asamasi)

Tablo 3.47 incelendiginde; ergin agirliginda etanol ekstresi uygulamasi sonucunda kontrole
gore tiim dozlarda istatiksel agidan fark gozlenmedi (F=1.520; sd=6, 203; p= 0.173).
Konidial siispansiyon uygulamasinda ise 107,10® ve 10° konidia/mL doz uygulamalarinda

kontrole gore azalma anlamliydi (F=5.284; sd=5, 174; p= 0.000).

Tablo 3.47: P. mallochii’nin V. canescens’in ergin agirligina etkisi (Ergin asamast).

Doz N Ergin Agirhig: (mg)
Min.-Mak. X 1QH*
§> Kontrol 30 6.96-7.81 7.30+0.042a
3 10° 30 6.23-7.52 7.1040.058abc
2 108 30 6.55-7.56 7.17+£0.046ab
E 107 30 6.2-7.54 7.03£0.054be
E 108 30 6.23-7.40 6.92+0.073¢
10° 30 6.23-7.54 6.93+0.068¢
Kontrol 30 6.56-7.81 7.28+0.050a
7 0.1 30 6.45-7.96 7.30£0.060a
3 05 30 6.12-7.85 7.10+0.073a
o 1 30 6.56-7.96 7.19+0.062a
g 2 30 6.12-7.81 7.09+0.066a
2 5 30 6.12-7.77 7.14+0.063a
10 30 6.12-7.89 7.1540.076a

* Ayni siitunda (a-c) ayn1 harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir (P>0.05).
N; Deneye giren bdcek sayisi, SH; Standart Hata.
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4. TARTISMA ve SONUC

Giliniimiizde zararlilarla miicadelede kimyasal insektisitlerin siirekli kullaniminin, insan
sagligini ve ¢evreyi etkileyebilecek kimyasal kalintilart olugturmanin yani sira insektisitlere
direngli organizmalarin gelismesine de neden oldugu bilinmektedir. Bu yiizden kimyasal
maddelere alternatif olabilecek canli mikroorganizmalara ve bunlarin biyoaktif bilesiklerine
dayali biyo-pestisitler dnemle iizerinde durulan bir konu haline gelmistir ve kimyasallarin
yerini almasi i¢in bu alandaki ¢caligmalar hiz kazanmistir. Zararli boceklerle miicadelede EPF

onemli bir biyolojik kontrol ajanidir.

Entomopatojenlerin kimyasal pestisitlerle karsilastirilmasi genellikle etkinlik ve maliyet
acisindan yapilsa da mikrobiyal kontrol ajanlarinin kullaniminin sayisiz avantaji vardir. Bu
avantajlar arasinda insanlar ve diger hedef olmayan organizmalar i¢in glivenlik, gidalardaki
pestisit kalintilariin azaltilmasi, diger dogal diismanlarin korunmasi ve ekosistemlerdeki
biyogesitliligin korunmas1 yer almaktadir. EPFlerin biyolojik potansiyellerinin bilinmesi,
ekolojik sistemlerde verimli kullanimlari igin gereklidir. Mikrobiyolojik potansiyelin ortaya

cikmast i¢in sicaklik, nem, besin alimi1 vb. gibi ¢evresel kosullar optimal olmalidir.

Calismamizda P. mallochii’nin patojenitesinin belirlenmesi sirasinda; E. kuehniella ve C.
cautella larvalarina kars1 uygulanan konidia siispansiyonunun etkinligi uygulamanin 3. ve
10. giinleri arasinda goriildi. Etkinlik 3. giinden sonra ortaya ¢iktigi i¢in 3. giin
sayimlarindan 6nce 6lii birey tespit edilemedi. 3. giin ve sonrasinda P. mallochii ile enfekte
olan larvalarin enfekte olduktan sonra halsizlestigi ve hareket etmeyi biraktigi belirlendi.
Uygulamadan 72 saat sonra ise larvalarin tamamen yesil misellerle kaplandig1 gozlendi. Bu
asamada, mantarlarin proteaz, lipaz ve kitinaz enzimleri ile larvanin kiitikiiliine zarar verdigi
diistiniilmektedir (Arcala, 2021). Buna ek olarak fungus, enfeksiyon siirecinde 6nemli bir rol
oynayan ve bocekte konviilsiyon, koordinasyon eksikligi, davranis degisikligi, beslenmenin
kesilmesi ve fel¢ gibi bir dizi semptomu tetikleyen, toksin gorevi goren metabolitlerini
sentezlemektedir (Arboleda- Valencia vd., 2011). Bu siire¢ 6liim, dokularda ciddi hasar,
toksikoz, hiicre dehidrasyonu ve besin alimmin kaybiyla sonuglanmaktadir (Tellez vd.,
2009; Hasan vd., 2013). Calismamizda P. mallochii konidial siispansiyonunun ve etanol
ekstraktinin C. cautella ve E. kuehniella tizerinde Sldiiriicii etkilerini belirlemek amaciyla
LDso degerleri tespit edildi. Topikal aplikasyon yontemiyle konidial siispansiyon uygulanan
E. kuehniella ve C. cautella larvalarinda LDso degerleri sirastyla 108448 ve 10581 konidia/mL

olarak belirlenirken, etanol ekstresi uygulanan larvalarin sirasiyla LDso degerleri 3,107 ve
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0,606 mg/mL olarak belirlendi. Deney verileri; P. mallochii konidial siispansiyonunun ve
etanol ekstraktinin E. kuehniella ve C. cautella' da doza bagli mortaliteye neden oldugunu
gosterdi. Calismamizda konidia konsantrasyonlarina bagli olarak; C. cautella’ da o6lim
oraninin en diisiik konsantrasyon olan 10° konidia/mL’de %26,66 oldugu en yiiksek
konsantrasyonda (10° konidia/mL) %60 oldugu belirlendi. E. kuehniella’ da ise 6liim
oranlarinin en diisilk konsantrasyonda %36,66 en yiiksek konsantrasyonda ise %86,66

oldugu belirlendi.

Athanassiou vd., (2017) tarafindan yapilan ¢alismada ise M. anisopliae'nin E. kuehniella
larvalarina karsi insektisidal aktivitesi test edilerek larva Oliimlerinin %41,1 ile %93,3
arasinda oldugu gozlemlenmistir. C. cautella ile yapilan baska bir ¢aligmada Alwaneen vd.,
(2020b), B. bassiana (BbSA-2) izolatinin C. cautellanin yumurta ve pupalarina karsi
patojenik oldugu belirlenmistir. Sonuglara gore yumurta Oliimleri %29,75 ile %38,25
arasinda, pupa Olimleri ise %60 ile %90 arasinda kaydedilmistir. Michalaki vd., (2007),
Cordyceps fumosorosea'nin (EPF) c¢esitli dozlarinin depodaki bugday zararlilarindan E.
kuehniella tizerindeki insektisidal etkilerini arastirdiklart c¢alismada, E. kuehniella
larvalarinin 6liim oraninin %56’y1 ge¢gmedigi belirlenmistir. Bu ¢alismalarda farkli fungus
tirleri kullanilsa da E. kuehniella ve C. cautella’da gozlenen 6liim oranlarinin bizim

calismamz ile paralellik gosterdigi gortildii.

Zararhlara kars1 biyolojik kontrolde, zararlinin dogal diigmani olan canlilarin yanisira bu
canlilardan elde edilen metabolitlerde biyolojik miicadelede etkin kullanim alanina sahiptir.
Son yillarda arastirmacilar, entegre zararli yonetimi programlarinda (IPM) kimyasal bocek
Oldiirticiiler yerine bitkilerden veya mikroorganizmalardan elde edilen dogal maddeler
tizerinde yogunlagmaktadir. Wang vd., (2007), yaptigi calismada EPFlerin, sekonder
metabolitler olarak adlandirilan ¢ok ¢esitli biyoaktif bilesikleri tiretme kapasitesine sahip
oldugu belirlenmistir. Bu metabolitlerinin potansiyel bocek oldiiriicii 6zellikler gdstermesi,
bunlarin biyopestisit olarak potansiyel faydalarini ortaya koymaktadir. Calismamiz
kapsaminda P. mallochii’den elde edilen ham sekonder etanol ekstresinin
konsantrasyonlarina bagli olarak; C. cautella’da 6lim oranmin sirastyla en diisiik (0,1
mg/mL) ve en yiikksek dozda (10 mg/mL) 26,6% ile 63,3% arasinda degistigi E.
kuehniella’da ise bu oranin %26,66 ile %93,33 arasinda degistigi belirlendi. P. decumbens

ve P. oxalicum'un sivi1 kiiltiirlerinden elde edilen diklorometan ekstraktlarimnin, 500 pg/cm?

doz igeren petri kaplarinda Oncopeltus fasciatus’a (Hemiptera: Lygaeidae) uygulanmasi
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sonucu Onemli insektisidal aktivite sergiledigi belirlenmistir (Santamarina vd., 2002).
Ayrica, bagka bir ¢alismada P. chrysogenum Kkiiltiirlerinden elde edilen bir etil asetat
ekstraktinin tiitiin kurdu (Spodoptera litura Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) ve giiney ev
sivrisineklerine (Culex quinquefasciatus; Diptera: Culicidae) kars1 etkili oldugu
belirlenmistir. Bu iki bocek tiiriine kars1 sirasiyla LCso degeri 72,205 mg/mL ve 94,701
mg/mL ve LCg ise 282,783 mg/mL ve 475,049 mg/mL olarak hesaplanmistir
(Arunthirumeni vd., 2023). Penicillum tiirlerinin ¢esitli ham ekstraktlarinin biyoaktif
driinlerinin tanimlanmadan kullanilmasi1 sonucunda elde edilen veriler, insektisidal
aktivitenin 6n kaniti olarak goriilmektedir (Nicoletti vd., 2023) ve ¢alismamizdan elde edilen

veriler P. mallochii'nin insektisidal aktivitesinin varlig1 i¢in 6n kanit niteligindedir.

P. mallochii konidial siispansiyonunun ve etanol ekstraktinin C. cautella’ya ve E.
kuehniella’ya karst boceklerin normal gelisim ve iireme siiregleri tizerindeki etkileri
belirlendi. Biyoinsektisitler sadece Oldiiriicii olmakla kalmayip, bazilar1 ayn1 zamanda
boceklerin fizyolojik ve gelisimsel parametrelerini de etkileyebilmektedir. Oliimciil
olmayan etkilerde gelisim siiresinin uzamasi, yetiskin dmriintin kisalmasi veya morfolojik
bozukluklar goriilebilmektedir (Kaur vd., 2014). Mantar sekonder metabolitlerinin ve
sporlarinin insektisidal aktivitesi, boceklerin fizyolojik 0Ozelliklerinin farkli ydnleri
tizerindeki etkilerinden kaynaklanmaktadir (Klowden ve Pallai, 2022). Toksisite
deneylerinde P. mallochii ekstre ve konidial siispansiyon uygulamasi sonrasinda ergin
bireylerin ¢ikis yapmasi, larvadan itibaren ergine kadar bazi biyolojik 6zelliklerin (koza
orme siiresi, puplasma siiresi, pupal periyot, ergin oncesi gelisim siiresi, hayat uzunlugu ve
agirlik) belirlenmesini sagladi. Denemelerde son evre larvalara farkli konidial siispansiyon
ve ekstre konsantrasyonlarinin uygulanmasi, her iki bocek tiiriine ait bireylerin koza 6rme
stiresinde kontrole gore degisiklige neden olmadi. Yine farkli konsantrasyonlarda konidial
stispansiyon ve ekstre uygulanan E. kuehniella larvalarin pup olusturma siirelerinde kontrol
gruplarina gore fark gozlenmedi. Puplagma siiresinde gozlenen degisimler C. cautella
larvalarinda konidial siispansiyon uygulamasi i¢in E. kuehniella ile benzerlik gosterirken, C.
cautella larvalarinda ise 10 mg/mL ekstre uygulamasinda kontrole gére azalma gozlendi.
Bizim ¢alismamizdan farkli olarak, Kaur vd., (2011) B. bassiana’nin (PDBC—Bb-5a) S.
litura larva donemini azalttigini belirtmislerdir. Biyolojik miicadele programlarinda,
zararlinin gelisim siiresinin uzun olmasi veya degismemesi dogal diismanlara (parazitoitler
ve predatorler) temas olasiligini artabileceginden, bir bdcegin ergin oncesi donemleri

tizerindeki etkilerin bilinmesi 6nemlidir (Alikhani vd., 2019).
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E. kuehniella’da ekstrenin ve konidianin farkli konsantrasyonlarda pupal evreden ergin
evreye gegis sliresinde artma ve azalmalara neden oldugu ancak ortaya ¢ikan bu degisimlerin
istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu goriildi. C. cautella’da ise konidia dozu uygulamalarini
takiben pupal periyotta kontrol gruplarina gore doza bagh artmalar ve azalmalar tespit edildi
ancak sadece 10® konidia/mL’de istatistiksel olarak anlamliydi. E. kuehniella’ya ekstre
uygulamalarinda ergin 6ncesi gelisim siiresinde kontrole gore 10 mg/mL doz uygulamasinda
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gézlemlenirken C. cautella’da kontrole gore dozlar
arasinda istatistiksel agidan fark goézlenmedi. E. kuehniella’ya konidia uygulamasinda
kontrol ve diger dozlar arasinda istatiksel olarak fark gézlenmezken, C. cautella’da kontrole

gore 10° ve 108 konidia/mL dozlarinda artis goriildii.

Alikhani vd., (2019) yaptiklar ¢alismada M. anisopliae uygulamasi sonucu Tuta absoluta
Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae) neslinin toplam gelisim siiresinin (yumurtadan yetiskin
ortaya ¢ikisina kadar) tiim dozlarda kontrol grubundan farkli oldugunu belirledi. Tez
calismamiz kapsaminda elde edilen sonuglara gére P. mallochii’nin sub-letal ekstre ve
konidia doz konsantrasyonlarinin uygulanmasinin, tiim dozlarda giivelerin (disi ve erkek)
hayat uzunlugunu degistirmedigi belirlenmistir. Yapilan ¢alismada sadece konidial doz
uygulamalarinda ise E. kuehniella’da ergin hayat uzunlugunda kontrole gore 10° konidia/mL
dozunda artis gozlenmistir. Caligmamizin aksine, M. anisopliae’nin (izolat DEMI 001)
oliimciil olmayan konsantrasyonlarinin tiim dozlarda T. absoluta yetiskinlerinin (disi ve

erkek) omriinii kisalttigi belirlenmistir (Alikhani vd., 2019).

E. kuehniella ve C. cautella’da konidial siispansiyon uygulamasi sonucu ergin agirhginda
kontrole gore dozlar arasinda fark gozlenmedi. C. cautella’ da ekstre uygulamasi sonucu
kontrole gore 0,Img/mL'de istatistiksel acidan Onemli bir azalma goriiliirken, E.
kuehniella’da fark gézlenmedi. Bu farkli sonuglar muhtemelen fungusun genetik ¢esitliligi,
fungus koleksiyonlarin koékeni, kullanilan metodolojideki farkliliklar ve bocek kaynak
popiilasyonlarinin ~ duyarhligmin farkliligt dahil olmak {izere birgcok nedenden

kaynaklanmaktadir (Navon ve Ascher, 2000; Erler ve Ates, 2015).

EPF izolatlarinin boceklerin ergin Oncesi asamalarina karsi insektisidal aktivitelerinin
arastirlldigt calisma sinirh sayidadir. Calismalar daha ¢ok Coleoptera tiirlerinin ergin
asamalari ile ilgilidir (Alwaneen vd., 2020a). Zararlhilarla miicadele stratejilerine karar
vermeden Once belirli bir zararlinin biyolojisini anlamak ¢ok énemlidir (Husain vd., 2017).

Penicillium tiirlerinin farkli bocek tiirlerinin gelisim biyolojisi tizerindeki etkileri ile ilgili
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caligmalar literatiirde yer alsa da P. mallochii konidial siispansiyonu ve etanol ekstresinin E.
kuehniella ve C. cautella’nin gelisim biyolojisi iizerindeki etkileri ilk kez bu caligmada
degerlendirildi. Ayrica, P. mallochii’nin sub-letal konsantrasyonlarnin kullanilmasi,
yumurta verimini 6nemli dl¢iide etkiledi. E. kuehniella ve C. cautella’da ekstre ve konidial
siispansiyon dozu uygulamasina bagl olarak yumurta sayisinda kontrole gore dozlarda
istatistiksel ac¢idan 6nemli bir azalma gozlendi. Baska bir ¢alismada, Ceratitis capitata
Wiedemann’a (Diptera: Tephritidae) yiliksek konsantrasyonlarda P. chrysogenum ve
Verticillium lecanii uygulanmasi sonucunda yumurta sayisinda sirasiyla %34 ve %25
oraninda azalma goriilmistiir (del Pilar Castillo vd., 2000). P. citrinum (CTD-24) izolatinin
sonbahar tirtili Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae)'nin yumurtalarinda
(%93,3) ve larvalarinda (%83,3) yiiksek kiimiilatif 6liime neden oldugu saptanmistir (Idrees

vd., 2021).

Penicillum tiirlerinin kullanildig1 ¢alismalarda bizim ¢alismamiza benzer sekilde funguslarin
yumurta sayisinda azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Konidial konsantrasyon artiginin,
yumurta sayisinin azalmasina ve ayrica enerji gibi 6nemli konak kaynaklarinin patojene
yonlendirilmesiyle patojenitenin artmasina neden oldugunu sdylemek miimkiindiir (Roy vd.,
2006). Funguslarin biyokontrol ajan1 olarak kullanilmasina bagli olarak enfeksiyon sonrasi
iireme parametrelerinde meydana gelen degisiklikler bocek popiilasyonunun azalmasina yol
agmaktadir. P. mallochii konidial siispansiyonu ve etanol ekstraktinin C. cautella ve E.
kuehniella’nin gelisim parametreleri {izerindeki etkilerine ek olarak yumurta sayisindaki
azalmanin da misellerin bocekteki istilaci etkisinden, metabolitlerinin toksik etkisinden
kaynaklandig1 diistintilebilir. Yapilan literatiir taramasina gore boceklerde fungus tiirlerinin
patojenitesinin tiire ve konaga bagl olarak degisiklik gosterdigi goriilmiistiir (Mantzoukas
vd., 2019). Ayrica fungusun enfeksiyon ve ¢imlenme agisindan etkinligi, ortam sicakligi ve
nem kosullart dahil olmak iizere konagin duyarliligi, konagin yasam evresi fungusun genel

basarisin etkileyen faktorlerdir (Rumbos ve Athanassiou, 2017).

Fungal biyolojik kontrol ajanlar1 diinya capinda iiriinlerin korunmasina yonelik iyi bir
alternatiftir (Butt vd.,2001). Ancak bazi g¢alismalarda, mantar metabolitlerinin in vitro
hayvan hiicresi hatlar1 i¢in toksik oldugu (Fornelli vd., 2004), bazilarinin ise antibiyotik,
fungisidal, insektisidal veya antiviral 6zelliklere sahip oldugu belirtilmistir (Vey vd., 2001).
Kimyasal pestisitlerin mutajenik ve kanserojen oldugu ise defalarca kanitlanmistir (Ruiz ve

Marzin, 1997) ve bu nedenle insanlarin ve ¢evrenin giivenligini saglamak i¢in kimyasal
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pestisitlerin yerine ¢evre dostu alternatiflere biiyilik bir ihtiya¢ vardir (Strasser vd., 2000).
Fungal biyolojik kontrol ajanlarinin bdcek kontroliindeki potansiyelini gosteren ¢ok sayida
calisma olmasina ragmen, yalnizca bazi ¢alismalar mantarlarin metabolitlerinin {iretimini,
yan etkilerini ve hedef dis1 organizmalarla giivenlik testlerini arastirmistir. Bu ¢alismalarda
fungal ajanlarin etkisi ¢esitli enzimlerin inhibisyonuna ve fizyolojik siire¢lere miidahalesine
baglanmasina ragmen hiicresel ve genetik diizeydeki etki heniiz arastirilmamistir (Nieminen
vd., 2002). Daha once zararlilarla miicadele amaciyla radyasyonun genetik materyal
tizerindeki etkisi Plodia interpunctella Hubner (Lepidoptera: Pyralidae) (Imamura vd.,
2004), Curculio sikkimensis Heller (Coleoptera: Curculionidae) (Todoriki vd., 2006),
Plutella xylostella Linnaeus (Lepidoptera: Plutellidae) (Koo vd., 2011), Liriomyza trifolii
Burgess (Diptera: Agromyzidae) (Koo vd., 2012) ve S. litura (Yun vd., 2014) iizerinde
degerlendirilmistir ancak mikrobiyal biyo-pestisitlerin DNA diizeyine kadar olan etkisini
gosteren higbir ¢alisma mevcut degildir. Calismamizda biyolojik kontrol ajani olarak
kullanilmaya aday olan P. mallochii etanol ekstresinin hiicresel ve genetik diizeydeki etkisi
incelenerek sitotoksisite, genotoksisite ve mikotoksin analizleri yapildi. Bu caligsmalar
kapsaminda P. mallochii’ ye ait ekstrenin 0,708 mg/mL'nin tizerindeki dozlarda sitotoksisite
gosterdigi ve buna ek olarak 1 mg/mL ve 1,2 mg/mL dozlarinda %19 ve %47 komet

olusumuna neden oldugu belirlendi.

Mikotoksinler mantar enfeksiyonunda dnemli bir rol oynar ve farkli organizmalar i¢in toksik
olan kiiclik molekiillerdir (Erzurum, 2001). EPFler mantar patogenezini ve viriilansini
iyilestirmek i¢in birden fazla mikotoksin tiretir. Calismamizda P. mallochii'nin mikotoksin
cesitlerinden olan okratoksin ve aflatoksini (Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2) iiretmedigi
belirlendi. Okratoksin ve Aflatoksin, Aspergillus ve Penicillium dahil olmak tizere birgok
farkli mantar tarafindan iretilir. Okratoksin ve Aflatoksinin hayvanlarda toksik ve
kanserojen oldugu bilinmektedir (Guyonnet vd., 2002). Bir metabolitin veya ham ekstraktin
genotoksik potansiyelinin in vitro degerlendirmesi, bakterilerden memelilere kadar ¢ok
sayida tamamlayici teste dayanan bir tarama stratejisi gerektiren ¢ok adimli bir siirectir.
Farkli insan hiicre hatlarinda fungal biyolojik kontrol ajanlarinin metabolitlerinin
sitotoksisitesini ve genotoksisitesini belirlemek i¢in ilave ve daha spesifik testlerin gerekli
oldugu agiktir. Bununla birlikte, saflastirilmis metabolitler yerine metabolit risklerini
degerlendirmek i¢in ham ekstraktlarin kullanilmasi1 daha giivenli sonuglar olusturur
(Elgorashi vd., 2003). Ham ekstraktlar, saf sekonder metabolitler kadar 6nemlidir, ¢iinkii

dogal kosullar altinda metabolit karisimlari, sinerjistik toksik etki potansiyeline sahip
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mantarlar tarafindan salgilanir. Calismamizda ham fungus etanol ekstresinin sitotoksik ve
genotoksik etki gosteren dozlarinin iizerindeki ve altindaki konsantrasyonlarda kullanildi.
Bu verilere gore 0,708 mg/mL'in (0,1 ve 0,5 mg/mL) altindaki konsantrasyonlar, deney
gruplarinda E. kuehniella ve C. cautella'nin yumurta sayisini azaltici etkiye sahiptir. Bu
¢alismanin sonuglaria gore P. mallochii’den elde edilen ekstrenin diisiikk dozlarinin zararli

kontrolii i¢in faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Boceklerin bagisiklik tepkisi, mantarlarin ve bakterilerin sporlari, toksinler, diyapoz, deri
degistirme, aclik stresi, ¢evre kosullari, diyet degisiklikleri gibi yabanci ajanlardan
kaynaklanan ¢esitli kontaminasyon tiirlerine kars1 duyarliliklarinin 6nemli bir gostergesidir
(Mowlds vd., 2008). Boceklerin fizyolojik savunma ozelliklerini anlamak igin
enfeksiyonlarin genotoksik, fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin belirlenmesi etkili bir
adim olarak kabul edilmektedir (Los ve Strachecka, 2018). Lepidoptera’ya ait baz tiirlerle
yapilan ¢aligmalarda da hemolenfteki hemosit sayisinin yaralanma, bakteriyal, fungal, viral
enfeksiyon ve cesitli stres kosullarina karsi benzer degisiklik gosterdikleri belirlenmigtir
(Ratcliffe vd., 1985; Mowlds vd., 2008; Phukan vd., 2008; Abd EI-Aziz ve Awad, 2010;
Kim ve Kim, 2010). Hiicresel bagisiklik tepkilerinin ortaya ¢ikmasinda gorev alan
hemositlerin sayilarinin belirlendigi ¢alismamizda P. mallochii konidia ve ekstrelerinin
etkilerinin gozlenebilmesi i¢in E. kuehniella’nin son evre larvalari kullanildi. Bu amagcla
hazirlanan preparatlarin mikroskobik incelemesi sonucunda farkli konsantrasyonlarda ekstre
dozu uygulanan E. kuehniella larva hemolenfindeki toplam hemosit sayilarinmn
uygulamadan sonraki ilk giinde arttig1 daha sonra ise azaldigi gézlendi. Ekstre uygulamasi
yapilan boceklerde toplam hemosit sayisindaki azalma, mantar metabolitleri tarafindan
indiiklenen nodiillerin olusumundan veya larva hematopoietik fonksiyon inhibisyonundan

kaynaklanabilir (Zibaee vd., 2011; Zibaee vd., 2012).

Toplam hemosit sayilarinda konidial silispansiyon uygulamasinda, mantar enfeksiyonu
sonras1 ilk gilinde doz arttikga kontrole gore larvalarin toplam hemosit sayisinda artig
gozlenirken, ikinci gilinde belirgin bir azalma gozlendi. Sapna vd. (2015)’nin yaptigi
calismada B. bassiana ile enfekte karasineklerde toplam hemosit sayilarinin baslangigta (6
saatten 9 saate) bir artig gosterirken, enfeksiyon siiresinin artmasiyla (9-12 saat) birlikte bir
azalma gostermesi ile bizim calismamiz ile benzerlik gostermektedir. Yapilan bazi
caligmalar hematopoez ve hemosit mitozunu indiiklenmesi ile patojen enfeksiyonuna yanit

olarak bocek hemolenfinde toplam hemosit sayisinin artabilecegini gostermektedir
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(Ratcliffe, 1993; Russo vd., 2001; Kumar vd., 2011). Ancak bizim sonuc¢larimizdan farkli
olarak, Bogus vd., (2017) Conidiobolus coronatus’un Galleria mellonella larvalarinin
toplam ve farkli hemosit sayilar1 {izerindeki etkinligini inceledigi calismada mantar
enfeksiyonu sonrasi hemosit sayinin énemli 6lgiide azaldigr goriilmiistiir. Yine farkli bir
caligmada B. bassiana ile enfekte edilen Bombyx mori ve Spodoptera exigua larvalarindaki
farkli hemosit sayisinda da 6nemli azalma fark edilmistir (Hung vd.,1993; Rajitha vd.,2013).
Bu azalma, mantar enfeksiyonuna karsi bocek bagisiklik tepkilerinden kapsiilleme siireci ile
iliskilendirilmektedir (Andrade vd, 1984; Rivers vd., 2002). E. kuehniella larvalarinin
konidia ve ekstrenin giderek artan dozlariyla basa ¢ikabilmek igin 6nce yeni hemositlerini
sentezlenerek immiin savunmanin artirildiginin ancak, stres kosullarinin devam etmesine
bagl olarak onarim mekanizmalarinin da etkilenmesinden dolayi, bir siire sonra larval
savunmanin zayifladigini diisiinmekteyiz. Bocek hemositleri ile ilgili ¢calismalarin ¢cogunda
aclik, enfeksiyon ve yaralanma gibi durumlarda hemosit miktarindaki degisikler (Gupta
1985; Lastra vd., 2001; Sewify ve Hashem 2001), mitoz boliinme, hemositlerin farklilasmasi
(Yamashita ve Iwabuchi, 2001), gelisimin farkli evrelerinde mitoz bdliinme geciren hemosit
say1lar1 ve hemosit fonksiyonlar: sirasinda goriilen apoptozis olay (Pech ve Strand 2000; Le
vd., 2003) arastirilmistir. Cesitli fungus tiirlerinin bdceklerin toplam hemosit sayisi
tizerindeki etkileri ile ilgili ¢alismalar literatiirde yer alsa da Penicillium tiirlerinin E.
kuehniella larvalarinin hemosit sayilari ile ilgili iligkilerinin yer aldig1 bir ¢aligma literatiirde
bulunmamaktadir. Bu eksikligin bu calisma ve daha sonra yapilacak caligmalar ile

desteklenecegi kanisindayiz.

Calismamizda, E. kuehniella larvalarmin, P. mallochii etanol ekstresi ve konidia ile
muamelesi hemolenfte indiiklenen antimikrobiyal peptitleri ortaya ¢ikardi. Septik viicut
hasarindan ve mikrobiyal enfeksiyondan sonra proteinler hemolenf i¢ine salinir. Boceklerle
yapilan arastirmalarda, hemosele enjekte edilen bakteri veya mantarlarin peptitlerin
sentezini arttirdigin1 gosterilmistir (Zhang vd., 2009). AMP’lerin varligina iligkin humoral
bagisiklik tepkisinin 6nemli bir analizi, inhibisyon bolgesi analizleri ile yapilir (Morejon ve
Michel, 2023). Calismamizda fungus dozlari uygulamasindan sonra farkli zamanlarda (24
ve 48 saat) toplanan hemolenfin antibakteriyal aktivitesi disk difiizyon ile belirlendi. Bocek
hemolenfinin anti-mikrobiyal aktivitesi, AMP'lerin salgilanmasiyla artmaktadir (Uvell ve
Engstrom, 2007). Elde ettigimiz sonuglar P. mallochii etanol ekstresi ve konidia dozlarinin
larvalara uygulamadan sonraki 24 saatte antimikrobiyal aktiviteyi tetikledigini gosterdi.

Benzer sekilde Zophobas atratus ve Bombus terrestris gibi diger boceklerle yapilan
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caligmalarda hemolenfin antimikrobiyal aktivitesinin uygulamadan sonraki 24. ve 48. saatte
maksimum seviye ulagtigi rapor edilmistir (Korner ve Schmid-Hempel, 2004). Anti-
bakteriyel aktivite testi sonuglarina gore kontrol grubu bécek hemolenfinin test bakterilerine
kars1 cok zayif bir anti-bakteriyel aktivite gosterdigi belirlendi. Enfekte olmayan boceklerde
metabolik degisiklikler, stres etkenleri ve yaglanma, AMP’lerin ekspresyonunu tetikleyebilir
(Bland, 2023).

Bakteriyel veya fungal bir patojen hemoseli enfekte ettiginde, reseptorler tarafindan tespit
edilir. AMP’lerin indiiklenmesi yag dokuda ve hemolenfte baslar (Boderick vd., 2009).
Gram (+) bakteriler ve mantarlar, bocekte AMP iiretimini tetikleyen Toll yolunu aktive eder.
Enfekte hiicrelerin dogal ortamindaki farkliliklar ve yok edilen hiicreler tarafindan salinan
bilesikler, enfeksiyon hakkinda bilgi saglamaktadir (Yoon vd., 2018; Swelum vd., 2020).
Sonuglarimiz, E. kuehniella larvalarinin konidialara, etanol ekstresinden daha duyarh
oldugunu gosterdi. E. kuehniella larvalarma konidia uygulamasi yapilmasi sonucunda
toplanan hemolenfin anti-bakteriyel aktivitesinde ciddi degisiklikler gézlendi. Konidia
uygulamas1 sonucu toplanan hemolenfin antibakteriyel aktivitesinde Gram (+) bakteri S.
aureus'ta (13 ve 9 mm / 24 ve 48 saat) en iyi inhibisyon bolgesi belirlendi. Diger Gram (+)
bakteri B. cereus’ta 24 saatte zon olusumu gozlenmezken, 48 saatte zon olusumunun arttig
gozlendi. Gram (-) bakterilerden E. coli (16 ve 15 mm/24 ve 48 saat), P. vulgaris (20 ve 18
mm/24 ve 48 saat) ve K. pneumonia’da (24 ve 26 mm/24 ve 48 saat) ise etkili antibakteriyal
aktivite belirlendi. Konidia tarafindan uyarilan hemolenfin anti-bakteriyel aktivitesinin
sonuclarindan elde edilen veriler, bécek savunma mekanizmasi tarafindan iiretilen
AMP’lerin Gram (-) bakteriler tizerinde daha etkili oldugunu gosterdi. Ekstre uygulamasi
sonucu toplanan hemolenf i¢in en iyi inhibisyon bdlgesi Gram (+) bakterilerden S. aureus
ile (18 ve 11 mm /24 ve 48 saat) B. cereus (10 ve 12 mm /24 ve 48 saat)’da gozlendi. Ayrica
Gram (-) bakterilerden E. coli (20 ve 16 mm/24 ve 48 saat) P. vulgaris (15 ve 16 mm/24 ve
48 saat) ve K. pneumoniae (14 ve 16 mm/24 ve 48 saat) lizerinde antibakteriyal aktivite
belirlendi. Ekstre uygulanmasi sonucu toplanan hemolenften elde edilen veriler, bocek
savunma mekanizmasi tarafindan tretilen AMP’lerin her iki bakteri grubunda da etkili

oldugunu gosterdi.

Aragtirmalar, test edilen bakterilerin replikasyon oranmin antibakteriyal aktivite
sonuglarindaki farkliliklardan sorumlu olabilecegini ve hizla replike olan suslarin in vitro

analizlerinin hemolenfin antimikrobiyal aktivitesini engelledigini ve dolayisiyla zon
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olusumunu engelledigini 6ne siirmektedir (Haine vd., 2008; League vd., 2017). AMP’lere
duyarl patojen bakteriler arasinda K. pneumoniae, E. coli, Citrobacter freundii, Francisella
tularensis, Streptococcus sanguinis, S. aureus ve Bacillus coagulans yer alir (Ursic-Bedoya
vd., 2011) ve ¢alismamizda P. mallochii tarafindan indiiklenen hemolenflerin E. coli, K.
pneumonia ve S. aureus'a duyarli oldugu bulundu. Disk difiizyon testinde tespit ettigimiz
hemolenfin antimikrobiyal aktivitesinin, ¢alismada kullanilan P. mallochii’nin hemolenfteki
antimikrobiyal peptitlerin iiretimini tetiklenmesi ile elde edildigini diisiinmekteyiz. Bu
durum, farkli mikrobiyal etkenlere karsi genis savunma saglayan humoral bagisiklik
tepkilerine iliskin literatiirii desteklemektedir (Coggins vd., 2012; Rhodes vd., 2018). Bocek
konaklar1, mikrobiyal bilesikler ve tehlike sinyalleri (hasar iizerine konak hiicreler tarafindan
salman molekiiller) arasindaki dengeyi izlemek ve siirdiirmek icin c¢esitli kontrol
mekanizmalar1 gelistirmistir. Boylece boceklerin savunma mekanizmalari, faydali
mikroorganizmalarin taninmasina ve korunmasina olanak tanirken, hiicre hasarina neden
olan patojenik mikroplar1 tanidiginda onlar1 ortadan kaldiracak sekilde tepki verir (Lazzaro
ve Rolff, 2011). Yararli mikroorganizmalar1 patojenlerden ayirmanin yam sira, viicut
boslugunda patojenlerin varligiyla tetiklenen bagisiklik tepkileri de vardir. Bu tepkiler, farkl
patojen suslar i¢in farkli AMP’lerin ekspresyonuna neden oldugu i¢in tiire 6zgiidiir (Lu ve
St. Leger, 2016). Bu nedenle ¢alismada kullanilan P. mallochii’nin konidia ve etanol

ekstrelerinin hemolenfte farkli antimikrobiyal peptit sentezini tetikledigini diisiiniiyoruz.

Zararl boceklerin biyolojik kontroliinde 6nemli rol oynayan parazitoit arilar, Hymenoptera
takiminin biiylik bir kismini1 olusturur. Parazitoitlerin zararli bdceklerin biyolojik
miicadelesinde etkili bir sekilde kullanilabilmesi i¢in konak-parazitoit iliskisinin ¢ok iyi
bilinmesi gerekmektedir (Beckage ve Gelman, 2004; Er, 2011). Parazitoitler ile fungal
biyolojik kontrol ajanlarinin birlikte uygulanmasi, zararlilarla miicadele daha etkili olmay1
saglar. Cesitli bulgularda, fungal biyolojik kontrol ajanlarinin ve parazitoitlerin/predatérlerin
bir arada var olabildiklerini ve farkli zararli tiirlerini kontrol altinda tutabildiklerini
gostermistir. Ancak, EPFlerin bazi parazitoitlerde yetiskin veya larva yasami ve diger
biyolojik gelisim parametreleri tizerindeki zararli etkileri de bildirilmistir (Nielsen vd., 2005;
Mas vd., 2019). Literatiirde V. canescens’in E. kuehniella'nin biyolojik kontrolii i¢in olduk¢a
umut verici bir aday oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada P. mallochii ve parazitoit V.
canescens arasindaki etkilesim ile bu iki farkli kontrol ajaninin E. kuehniella tizerindeki
kombine biyolojik kontrolii ile ilgili ilk bilgiler sunuldu. Fungusun parazitoitin ergin dncesi

gelisim siiresine etkisi, parazitlenmis doz uygulanmis, doz uygulanmis parazitlenmis
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larvalardan ¢ikan parazitoitlerin hayatta kalma siiresi, parazitoitin fungus etanol ekstresi ve
konidias1 uygulanmis ve uygulanmamis larvalara tercihi farkli etkilesim senaryolari altinda
incelendi. Konagin i¢inde veya disinda gelisen parazitoitin larva evresi, mantarlarin ve
bunlarin uygulandigi zamanla yakin bir iligskiye sahiptir (Rashki vd., 2009). Calismamizda
V. canescens’in biyolojisi ve davranisina iliskin baz1 parametrelerdeki degisikliklerin, P.
mallochii’nin ekstre ve konidia dozlarimi uygulamadaki zaman araligina bagl oldugu

belirlendi.

Tez ¢alismas1 kapsaminda P. mallochii ekstre ve konidia doz konsantrasyonlari, parazitleme
sonrasindaki 1., 4. ve 8. giinde E. kuehniella larvalarina uygulandi. Parazitleme sonrasinda
yapilan doz uygulamalar1 sonucunda doz konsantrasyonu arttik¢a ergin ¢ikis sayisinin
azaldig1 goriildii. Corbet ve Rotheram’in (1965) yaptig1 calismaya gore V. canescens’in
gelisiminde parazitlemeden sonraki 1. giinde yumurta evresinde, parazitlemeden sonraki 4.
giinde 1. larva doneminde, parazitlemeden sonraki 8. giinde ise 3. larva doneminde oldugu
bilinmektedir. E. kuehniella’nin parazitlenmis larvalarinin P. mallochii ile enfekte edilmesi
sonucunda, V. canescens’in yumurta ve larval asamalarinin hayatta kalma oraninin azaldigi,
larva asamasmin yumurta asamasindan daha fazla etkilendigi goriilmiistiir. Ayrica
parazitleme sonrasi farkli zamanlarda yapilan uygulamalara gore de 8. giinde parazitoit ¢ikis
sayisinin daha ¢ok etkilendigi gortilmistiir. Heliothis zea Boddie (Lepidoptera: Noctuidae)
larvalarinin parazitizmden bir giin sonra Nomuraea rileyi mantart ile enfekte olmasi
durumunda parazitoit Microplitis croceipes Cresson’in  (Hymenoptera: Braconidae)
gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir (King ve Bell, 1978). Parazitoit ve EPF arasindaki
etkilesimlerde uygulama zamanina bagli olarak parazitleme oranindaki azalma V.
canescens’in larval donemlerinin P. mallochii’nin ¢imlenmesine, penetrasyonuna ve
kolonizasyonuna kars1 daha yiiksek bir duyarliliga sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. ik
larva donemi ile EPF arasindaki bu iliski Kim vd., (2005), Rashki vd., (2009) ve Emami vd.,
(2013) tarafindan da gozlemlenmistir.

Parazitoitler tarafindan konak bocegin hemolenfine salgilanan fungistatik bir madde vardir,
bu madde mikoz gelisimini engeller ve normal parazitoit gelisimi ve ergin birey ¢ikisini
saglar. Bu fungistatik madde, parazitizm ile konagin mantar enfeksiyonu arasindaki zaman
araligiyla baglantili olarak olusur (Emami vd., 2013). Tez c¢alismas1 kapsaminda, V.
canescens’in ergin oncesi gelisim siiresinin konidial doz uygulamalar1 sonucunda her {i¢
zaman araliginda da yiiksek dozlara dogru arttig1 gozlemlendi. Ekstre dozu uygulamalarinda

da ergin Oncesi gelisim siiresinde kontrole gére yumurta evresinde (parazitlemeden sonraki
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1. glin) yapilan uygulamalarin etkili olmadig1 ancak uygulamanin parazitlemeden sonraki 4.
giinde (1. larva evresinde) yapilmasina bagli olarak diisiik dozlarda bu siirenin uzadigi
yuksek dozlarda ise azaldig1 gézlemlendi. 3. Larva evresi (parazitlemeden sonraki 8. giin)
sirasinda yapilan uygulamalarin ergin ¢ikis siiresinde farkliklara yol agtig1 ve en yiiksek
dozda ergin ¢ikis siiresinin 30 giine kadar uzadig1 gézlemlendi. Sonuglarimiz, parazitlenmis
E. kuehniella larvalar i¢in sub-letal konidia ve ekstre konsantrasyonlarinin, V. canescens
yetigkinlerinin ortaya ¢ikisini olumsuz etkilemedigini ancak ¢ikis siiresinde degisiklikler
oldugunu gosterdi. Konaklarin parazitoitin yumurta birakmasindan 1 veya daha fazla giin
sonra P. mallochii ile muamele edilmesi durumunda parazitoitin patojene gore avantajli hale
gelerek gelisimini tamamladigi kanisindayiz. Rohlfs (2008) tarafindan yapilan fungus,
parazitoit ve konak etkilesimi ¢alismasinda; Drosophila melanogaster (konak), Asobara
tabida (parazitoit) ve Aspergillus niger (fungus) kullanilmistir. Calismada fungusa ait
konidiyosporlar ve sekonder metaboliti olan kojik asit denenmistir. Fungus acisindan
etkilesim degerlendirildiginde; Aspergillus niger konidiospor iretim yogunlugu D.
melanogaster larvalariin varligindan olumsuz etkilenmistir. Parazitleme sonrasinda doz
uygulamasi yapilmasiin tiim dozlarda ve zaman araliklarinda ergin hayat uzunlugunu
kisalttig1 belirlendi. Bu durumda parazitoitin yasam siiresinin kisalmasi biyolojik miicadele
calismalarinda P. mallochii ile V. canescens’in kombine uygulamasinin parazitleme sonrasi
doz uygulama asamasinda antagonistik bir etkilesim oldugunu gosterdi. Fungusun
parazitoitin biliylime ve gelisimi {izerindeki potansiyel etkileri incelendiginde en yliksek
ekstre dozu olan 10 mg/mL’de parazitoitin boy uzunlugunun ve agirliginin azaldigi gézlendi.
Konidial siispansiyon uygulamalarinda ise en ¢ok yumurta asamasinda ergin boy
uzunlugunda degisiklik kaydedildi. Boy uzunluklarindaki ve agirliktaki bu degisiklikler
parazitleme sonrasi uygulanan fungus dozlarinin konak fizyolojisinin olumsuz etkilendigini
gostermektedir.

Funguslarin ve parazitoitlerin es zamanlh kullanimi, disi parazitoitler fungus konidia ile
kontamine olmus bolgelerde konak aradiginda parazitoitler i¢in zararli olabilir. Fungal
enfeksiyon bagladiktan sonra, fungus gelisimi genellikle parazitoitin gelisimine {istiin gelir.
Bu durum dogal diigmanlarin birlikte uygulanmasinda oncelik etkisi olarak bilinir (Abbas,
2020). Bu etkiyi gozlemleyebilmek i¢in, tez ¢alismasi kapsaminda etkilesim ¢alismalarinin
ikinci asamasinda, E. kuehniella larvalarma P. mallochii ekstre ve konidia doz
konsantrasyonlar1 uygulandiktan sonra, hayatta kalan larvalar ile V. canescens erginleri bir
araya getirildi. Doz uygulamasi sonrasi parazitleme asamasinda doz uygulamasini takip eden

1., 4. ve 8. glinler secildi. Doz uygulamasi sonucu parazitlemede doz konsantrasyonu ve doz
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uygulamasindan sonraki siire arttik¢a (1.glinden 8. gline dogru) ergin parazitoit ¢ikisi azaldu.
Mantarla enfekte olmus konaklar, konak i¢indeki larva parazitoitlerinin gelisimini olumsuz
yonde etkiler ve bu etki, mantarin tiiriine ve konsantrasyonunun yani sira enfeksiyon ile
parazitizm arasindaki siireye de bagliydi (Abbas, 2020). Yaprak bitleri Pandora neoaphidis
mantart ile enfekte oldugunda, parazitoit Aphidius rhopalosiphi tarafindan parazitlendikten
sonra, 4 giinden az bir silire i¢inde parazitoit gelisimini tamamlayamadigi gorilmistiir
(Powell vd., 1986). Ayrica bazi parazitoitler, mantarla enfekte olmus ve enfekte olmamis
konaklar arasinda ayrim yapabilir ve enfekte olmus konaklar1 parazitlemezler (Abbas, 2020).
Parazitizm orani, parazitoitin enfekte konaklari ayirt etme yetenegi ile sikca
iliskilendirilmistir. Disiler, genellikle fungus uygulanmis konaklar ve saglikli konaklar
arasinda bir se¢im yapma ihtimali oldugunda fungus uygulanmis konaklara yumurtlamaktan
kaginmaktadir (Koller vd., 2023). Mantarla enfekte olmus bir konakta gelisen parazitoitler
izerinde Oliimciil olmayan etkiler de miimkiindiir (El-Sufty Potrich vd., 2017). V.
canescens’in ergin dncesi gelisim siiresinin konidial doz uygulamalari sonucunda her ¢
zaman araliginda da yiiksek dozlara dogru arttigi gozlemlendi. Ekstre dozu
uygulamalarindan sonra parazitlemede ergin dncesi gelisim siiresinde kontrole gore her ii¢
giinde de en yliksek dozda ergin dncesi gelisim siiresinin kisaldigi en diigiik dozda ise uzadigi
belirlendi. Doz uygulamasindan sonraki 8. giinde parazitleme yapilan gruplarda ergin dncesi
gelisim siiresinin 1 mg/mL doz uygulamasindan itibaren azalmaya bagsladig1 belirlendi.
Anastrepha obliqua Macquart (Diptera: Tephritidae)’nin Coptera haywardi Loiacono
(Hymenoptera: Diapriidae) ile parazitlenmis pupalarina B. bassiana'nin kuru konidiasinin
uygulanmas1 durumunda, parazitoitin yumurta, larva ve pupa gelisimine zarar vermedigi ve
ergin parazitoitlerin yumurta verimini azaltmadigi gosterilmistir (Martinez-Barrera vd.,
2019). P. mallochii enfeksiyonuna maruz kalan E. kuehniella larvalarindan ¢ikan V.
canescens erginlerinde, fungusa maruz kalmayan larvalardan ortaya c¢ikan parazitoit
erginlere (kontrol grubu) kiyasla hayat uzunlugunda yiiksek konidia ve ekstre dozlarinda
azalma goriiliirken, en diisiik konidia ve ekstre dozlarinda bu siirenin uzadigi gézlemlendi.
Bu durumda biyolojik miicadele ¢alismalarinda P. mallochii ile V. canescens’in kombine
uygulamasinin doz sonrasi parazitleme asamasinda parazitoitin hayat uzunlugunun ytiksek
doz uygulamalarinda kisalmasi antagonistik, ancak diisiik konidia (10° konidia/mL) ve
ekstre dozunda (0,1 mg/mL) hayat uzunlugunun kontrole gére uzamasi ise sinerjistik bir
etkilesim oldugunu gosterdi. Bizim ¢alismamizdan farkli olarak, lIsaria fumosorosea
mantarina maruz kaldiktan 24, 48 veya 72 saat sonra D. noxia yaprak bitlerinde gelisen A.

asychis parazitoitlerinin hayat uzunlugu tizerinde higbir etki géstermedigi belirlenmistir

104



(Mesquita ve Lacey, 2001). P. fumosoroseus, Rus bugday yaprak biti (Diuraphis noxia) ve
yaygin parazitoiti Aphelinus asychis arasindaki etkilesim ¢aligmalarinda, yaprak bitleri ilk
olarak P. fumosoroseus (5.2 x 10* konidia/cm?) ile muamele edilmistir. Daha sonra 1 saat
boyunca 4 ila 5 gilinliik ¢iftlesmis parazitoit digilere maruz birakilmistir. Bunun sonucunda
P. fumosoroseus'a maruz kalmis yaprak bitlerine parazitoit disilerinin yumurta birakmada
daha az zaman harcadig1 goriilmiistiir (Mesquita ve Lacey, 2001). Entomopatojen fungus B.
bassiana ile yaprak biti parazitoiti Diaeretiella rapae MclIntoch (Hymenoptera: Braconidae)
arasindaki etkilesimlerin laboratuvar kosullarinda degerlendirildigi c¢alismada, yaprak
bitlerine B. bassiana piiskiirtiilmesinin ardindan 0, 24 ve 48. saatlerde parazitoitlere maruz
birakilmigtir. Bu iki biyolojik kontrol ajaninin birlikte uygulanmasi i¢in en iyi zaman
araliginin 0-24 saat dilimi oldugunu ve yaprak biti kontrolii lizerinde kombinasyon halinde
kullanilabilir oldugunu belirlenmistir (Martins vd., 2014). Parazitoitler ve funguslar, konak
iginde birbirleri lizerinde olumsuz etkiler yaratabilir, ancak konak disinda parazitoitler
funguslarin yeni konak popiilasyonlarina yayilmasina yardimci olabilir. Bu nedenle, bu
tirler arasindaki etkilesimin net etkisini tam olarak belirlemek i¢in her iki yoniin de
incelenmesine ihtiya¢ vardir (Hochberg, 1991 a, b). Deneylerimizin sonuglari, paylasilan
konaga yapilan uygulamanin zamanlamasia bagli olarak, konagin parazitoit ve fungus
arasindaki konak i¢i etkilesimlerin sonucunu etkileyebilecegini gosterdi.

Fungus dozlar1 ile enfekte edildikten sonra parazitleme yapilan konaklardan ¢ikan
parazitoitlerin agirliklarinda dalgalanmalar belirlendi. Ayrica 10 mg/mL ekstre dozu
uygulamasi sonucu parazitlemeye bagli olarak konaklardan ¢ikan erginlerin boy uzunlugu
azaldi. Bu durumun sebebi parazitoit gelisiminin konak kalitesine (konak dénemi, konak
agirhigl, konak sagligi, konagin fizyolojik durumu, konagin 6liim riski) bagli olmasindan
kaynaklanmaktadir (Caron vd. 2009).

Etkilesim senaryolarimizin {iglincii asamasinda ergin parazitoitlere konidia ve ekstre doz
uygulamas1 yapilarak, konaklar1 parazitleme etkisi degerlendirildi. Yiksek doz
uygulamalarindan sonra parazitleme oraninin diistiigli ve ¢ikis yapan parazitoit sayisinin
azaldig1 gozlemlendi. B. bassiana ve M. anisopliae’nin 107 konidia/mL konsantrasyonunda
uygulanmasi, kahve c¢ekirdegi kurdu Hypothenemus hampei Ferrari’nin (Coleoptera:
Curculionidae) parazitoiti olan Cephalonomia stephanoderis Betrem’in (Hymenoptera:
Betilidae) yetiskinlerinin sirasiyla %48 ve %40’ m1 6ldiirdigii belirlenmistir (Aristizabal vd.,
1995). Konidial siispansiyon uygulamasinda konak larvalarindan ¢ikan ergin parazitoitlerin
ergin Oncesi gelisim siiresinin doz arttikga uzadigr belirlendi. Ayrica ekstre dozu

uygulamalarinda doz arttik¢a siirenin Once kisaldigi sonra tekrar uzadigi belirlendi. V.
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canescens’in dogrudan P. mallochiii’nin konidiasi ve ekstresi ile enfekte edilmesi sonucu,
V. canescens’in parazitleme oranin azaldigi ve E. kuehniella’dan ¢ikan yeni parazitoitlerin
hayat uzunlugunun kisaldig1 belirlendi. Bizim ¢alismamiza benzer olarak, Mama Sambo vd.,
(2022) yaptig1 ¢alismada, Dolichogenidea gelechiidivoris (Hymenoptera: Braconidae)’in
dogrudan M. anisopliae ICIPE 20’nin kuru konidialari ile enfekte edilmesinin, parazitizm
yiizdesini ve parazitoitin miir uzunlugunu azalttig1 belirlenmistir. Nozad-Bonab vd., (2021)
yaptigi  c¢alismada  Trichogramma  brassicae = Bezdenko’yu  (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) M. anisopliae ile enfekte etmenin parazitoitin émriinii azalttigin
bulmuslardir. Benzer sekilde Presa-Parra vd. (2021) M. anisopliae ile enfekte olmus
Diachasmimorpha longicaudata Ashmead’in (Hymenoptera: Braconidae) yasam siiresinin,
kontrollere gore ¢ok daha kisa oldugunu belirtmistir. Parazitoitlerin erginlerine uygulanan
mantar dozlarinin, erginlerde farkli 6liim oranlarina neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica ergin
parazitotilere doz uygulanmasi sonrasinda yapilan parazitleme c¢aligmalari sonucunda
yiiksek konidia doz uygulamasiin yeni ¢ikan parazitoit boyunu kiigtlttiigii, disiik ekstre
doz uygulamasinin ise boyunu arttirdigi belirlendi. Ayrica sadece konidial uygulama
sonucunda doz arttikga konaktan yeni ¢ikan erginlerin agirliginin azaldigi belirlendi. Bu
durum parazitleme sirasinda ergin parazitoit tarafindan konaga bulasan fungus konidiasinin
konagin fizyolojik durumunu olumsuz etkilemesinden kaynaklanmaktadir (Caron vd. 2009).
Bugiine kadar sahada V. canescens erginleri lizerinde mantar tiirlerinin neden oldugu
enfeksiyonlara iligkin herhangi bir rapor bulunmamaktadir ve ¢aligmamiz sinirl da olsa ilk
laboratuvar calismasidir. Genel olarak mantarlarin, uygulama yapilan konagin lizerinde veya
icindeki parazitoitlerin gelisimi tizerindeki etkisi (gelisim siiresi, ergin boy uzunlugu, agirlig
ve hayat uzunlugu) konagin tiiriine, donemine beslenme durumuna, her bir konaktaki
parazitoit sayisina, sicaklik ve neme gore degismektedir (Harvey ve Thompson, 1995). Bu
parametreler ¢evre faktorii ile konagin kalitesine bagli olsa da konagm iliskili oldugu
biyolojik kontrol ajanlari ve etkilesim zamanlamasi da farkhiliklarin olugmasina neden
olmaktadir. Saha galigmalar1 ise bocek zararlilarina kars1 biyo-kontrol ajani olarak mantarlar
ve parazitoitler arasindaki kombinasyonun basarisini ortaya koymaktadir. Uygun
zamanlama ile parazitoitler veya predatorler, tarladaki boceklerin biyolojik kontrolii i¢in
mantarlarla birlestirilebilir (Abbas, 2020).

Mortalite deneylerinin sonuclari, [IPM i¢in kombine biyopestisitlerin gelistirilmesine giiclii
bir destek saglamaktadir. Zararli Oliimlerindeki dogrudan artisa ek olarak, EPFnin
yayllmasinin daha hizli olabilecegine ve zararlinin yumurta veriminin azaldigma dair

gostergeler bulunmaktadir. Fungus konsantrasyonu artttkca Oliim oraninda artis
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kaydedilirken daha diisiik dozda elde edilen 6liim diizeyi zararli kontrol programlarinda
yeterli olabilir. Zararli kontroliine yonelik ¢aligmalarda mantar-bocek etkilesiminde daha
fazla veri saglanabilmesi i¢in zararlinin biyolojisinin detayl1 olarak bilinmesi gerekmektedir.
Calisma sonucunda, P. mallochii konidial stispansiyonlarmin ve ekstresinin, yumurta
sayisinda azalmaya neden oldugunu gosterdi. Elde edilen sonuglara gore fungus etanol
ekstrelerinin ve konidial siispansiyonlarin kullaniminin biyolojik miicadelede etkili olacagi
sonucuna varilmaktadir. Bununla birlikte, mantarin sekonder metabolitlerinin kullanilmasi,
Ozellikle yiiksek sicakliklar ve kuraklik gibi elverissiz hava kosullarinda ve kimyasal
pestisitlerin varliginda organizmanin dogrudan kullanilmasiyla karsilastirildiginda en iyi
yontem olabilir. Bu mantar tiirevi bilesiklerin biyolojik kontrol ajanlar1 olarak kullanilmasini
tavsiye etmek i¢in bu bilesenlerin hem temas hem de besleme etkilerinin saha deneylerinde
yiriitiilmesi gerekmektedir. Bu caligsmalara ek olarak biyolojik miicadele ajani olarak
kullanilacak yeni mantar tiirlerinde insan ve ¢evre {lizerindeki patojenite mekanizmalarinin
aydinlatilmas1 gerekmektedir. Calismamizda elde edilen veriler P. mallochii’nin
kullanilabilecegi en iyi doz degerinin belirlenmesinde genotoksisite ve sitotoksisite
sonuclarint da sunmaktadir. Buna ek olarak parazitoit arilar iizerinde yapilan ii¢ farklh
senaryoya sahip etkilesim deneylerinde; funguslarin ve parazitoitlerin kombine etkileri
incelendi. Fungusun hedef zararl tiir iizerinde %50’sini oldiiriicii etki gosteren ancak
parazitoit lizerinde diisiik toksisite gosteren (%3-5) ve parazitoitin parazitleme davranisi ile
hayat uzunlugunu olumsuz etkilemeyen dozlarin secilmesi kilit bir adimdir. Senaryolar
arasindan doz sonrasi parazitleme asamasinda; konidial siispansiyonda 10° konidia/mL ve
etanol ekstresi uygulamalarinda 0,1 veya 0,5 mg/mL konsantrasyonlarinin P. mallochii’nin

biyolojik miicadele calismalarinda uygulanabilir ve etkili dozlar1 oldugu diisiiniilmektedir.
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EK A: Mikotoksin analiz sonuclari

Rapor No - 18073060125 05.
Talep Eden - TOUIN ASKUN

Adres * BALIKESIR UNV. FEN-ED FAK. BIYOLOJI BOL 10145 CAGIS BALIKESIR
Ornek: FUNGAL METABOLIT (CB-16)

a7y 17825

Laboratuvar migler tarafindan sadlanan biguvenden sorumiu btulamaz

"Sorumlu Imzalar:

o=k nan Kurul
Bu rapor ve soauclan tadopte buk da (*) igarell anafizier akrecls odimighr Imzasiz analiz rapodan geoersiad
Kismen Goga yayinlanama:

ap

["gu rapor 2sayta okip . 2 asil ( 1 a5 mugtar 1 381 WAL
_ P K 21, 41470 GEBZE/KOCAELI

T 0262 6772000 F 02626412300
Kol B 1ol M 'mam kupiak gov ir

| ofarak hazelanmge

Barkod No - 2250001189
Son kullanim Trh
Parti / Lot No : Oretim Tarini :
ek Sayis: 1 Enstith Smek kaytno  : 22.3797/001
Ornegin getirilis sokli : Kargo lie Kabul tarihi ve saat) : 0611212022 150000
Kabul anindaki durumu  : Cam sige Analiz Tarthi : 0711212022 - 151212022
$ahit numune bilgileri :
Ig () Mogteriye geni iade () Sahit numune mevcyt (x) $ahit numune alinmamegtir
Analiz Sonug Yéntem
Afi;
M:toks!n (B1, B2, G1, G2) Tespit edilmed| (ugfkg) D 05.G116 (lgletma |t Metot-HPLC FLD,
e loksuf: B1 Tespit edilmedi (ugfka) D.05.G116 (Igletme Igi Metot-HPLE FLD,
ratoksin A Tespit odilmedi (ua/ka) D.05.G120 (Igletme l5i Metot-HPLC FLD)
Aclldimalar: Miglenden alinan bilgiiveri analiz (aporu Ign & ) Nda, bu rapana migten twahndan sadlanan  biguven kukanimiges

lug ve muglecievince bearel ve reklam amaclan e kullanilamaz Rapor Lamamen veya

Saya 22

Microsoft Store
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Metin Kutusu


EK B: NCBI veri bankasina yiiklenen ITS baz dizisi

CCCGTGTTTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCAGGCCCGCCTCACGGCCGCCGGGG
GGCTTCCGCCCCCGGGCCCGCGCCTGCCGGAGACAATCTTGAACGCTGTCTGA
AGAATGCAGTCTGAGCGATTAAGCAAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAATTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGT
ATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGT
GTGTTGGGTCTTGTCCCCCTCGGGGGACAGGCCCGAAAGGCAGTGGCGGCACC
GTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGG
CGCTT
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