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Un kurdu, Tenebrio molitor, Coleoptera takiminda bulunan diinya ¢apinda depolanms iiriinlere ciddi
hasarlar veren zararli bir bocektir. Bu bocekle miicadelede kimyasal yontemler 6n plana ciksa da,
kimyasallarin olumsuz etkileri ve yiiksek maliyeti g6z oniine alindiginda, zararli boceklere karsi biyolojik
miicadele yoOntemlerinin gelistirilmesi zorunluluk haline gelmistir. Bocek virlislerinden biri olan
densoviriislerin de biyolojik miicadelede kullanilma potansiyelinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu tez
caligmasinda Tirkiyede ilk kez T. molitor zararlisindan tarafimizca densovirlis tammlanmis olup
TmDNV-TR adiyla ICTV verilerine islenmistir. izole edilen ve saflastirilan TmDNV-TR izolatimn TEM
gonriintlisii alinmisg ve boyutu 28,95 nm oldugu gorilmiistiir. Tam genom analizi yapildiktan sonra da
genom boyutu 5467 bg¢ olarak bulunmustur. Yapilan REN ve amino asit varyasyonu ¢aligsmalarinda tim
gen bolgelerinde amino asit varyasyonlari oldugu tespit edilmistir. Ardindan maksimum olasilikli
filogenetik agaci, Kimura-2 tablosu ¢izilmistir. Kimura tablosu sonucu TmDNV-TR ile veritabanindaki
diger TmDNV'ler arasindaki genetik uzaklik degeri 0,023 olarak belirlenmistir. Daha sonra viriisiin T.
molitor {izerinde doz yanit testi yapilmistir ve istatistiksel veri analizi, 8. giinlin sonunda LDsg: 1,091 X
10° kopya/mL- 1, LTso: 5 giin, LDgs: 8,94 x 107 kopya/mL-1 ve LTgs: 7 giin oldugunu ortaya koymustur.
Densoviriisiin bocek tizerinde 6ldiiriiciiliigi kanitlandiktan sonra bu viriis ile Tenebriokiller adli bir
formiilasyon hazirlanmigtir. Hazirlanan formiilasyonun doz yanit testi sonucunda da bes doz formiilasyon
T. molitor larvalart i¢in patojenik sonuglanmugtir. Son iglem olan formiilasyonun stabilite test
deneylerinde ise, 14. giiniin sonunda taze formiilasyonun (0 ay) 6liim orani %100 iken, 4°C'de 3 ve 6 ayin
sonunda 6lim oran1 %100, 25°C'de ise 3 ve 6 ayin sonunda 6lim orani sirasiyla %98 ve %95 olarak
bulunmustur. Densoviriis tabanli, adin1 Tenebriokiller koydugumuz bu biyoinsektisitin hazirlanmas ile

beraber, T. molitor miicadelesine 6nemli bir katki saglanmustir.
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ABSTRACT

Ms. Thesis

UN KURDU, TENEBRIO MOLITOR (COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE)
(LINNAEUS, 1758)’UN MUCADELESINDE KULLANILMAK UZERE
DENSOVIRUS TABANLI BIYOINSEKTISIT GELISTIRILMESI

Yasemin AS GULER
Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology And Genetics

Supervisor: Dog. Dr. Gézde Biisra EROGLU

The mealworm beetle, Tenebrio molitor, is a harmful insect belonging to the Coleoptera order that causes
serious damage to stored products worldwide. Although chemical methods are primarily used to combat
this insect, the negative effects and high cost of chemicals have made it imperative to develop biological
control methods against harmful insects. It is known that densoviruses, which are one type of insect virus,
have high potential for use in biological control. In this thesis study, a densovirus was identified from T.
molitor for the first time in Turkey by our team and was entered into the ICTV database under the name
TmDNV-TR. A TEM image was taken of the isolated and purified TmDNV isolate, and its size was
found to be 28.95 nm. After a complete genome analysis, the genome size was found to be 5467 bg. REN
and amino acid variation studies revealed amino acid variations in all gene regions. Subsequently, a
maximum likelihood phylogenetic tree and Kimura-2 matrix were constructed. The Kimura matrix result
determined the genetic distance value between TMDNV-TR and other TmDNVs in the database to be
0.023. Subsequently, a dose response test of the virus on T. molitor was performed, and statistical data
analysis revealed that at the end of day 8, LDso: 1.091 x 10° copies/mL, LTso: 5 days, LDgs: 8.94 x 107
copies/mL, and LTgs: 7 days. After the lethality of the densovirus on insects was proven, a formulation
called Tenebriokillers was prepared using this virus. The dose response test results of the prepared
formulation also showed that five doses of the formulation were pathogenic to T. molitor larvae. In the
final step, the formulation stability test experiments showed that at the end of the 14th day, the mortality
rate of the fresh formulation (0 months) was 100%, while at 4°C, the mortality rate at the end of 3 and 6
months was 100%, and at 25°C, the mortality rate at the end of 3 and 6 months was 98% and 95%,
respectively. With the preparation of this densovirus-based bioinsecticide, which we named

Tenebriokiller, a significant contribution has been made to the control of T. molitor.

Keywords: Densoviruses, Tenebrio molitor, Biyoinsectiside, Formulation
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1. GIRIS

Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) halk arasinda sar1 un kurdu olarak
bilinmektedir. Avrupa’da yaygin olarak yetistirilen ve ticareti yapilan bir bocek tiiriidiir
(Megido, 2015). T. molitor tiiriiniin kokeni Dogu Akdeniz bolgesi sayilsa da,
kolonizasyon ve ticaret nedeniyle su anda diinya c¢apinda cesitli bolgelerde
bulunmaktadir (Toviho, 2022). T. molitor ‘un yiiksek besin ve ticari degeri gbz Oniine
alindiginda, tarim endiistrisi bu bocegin seri Uretimine buyik ilgi godstermektedir.
Aragtirmalar, un kurdu ununun besin profilinin soya ununa benzer oldugunu ve bu
nedenle hayvan yemlerinde soya unu ve diger geleneksel protein kaynaklarmin yerine
kullanilabilecegini gostermistir (Toviho, 2022). Bu faydalarin yan1 sira bu bocegin iiriin
kontaminasyonu ve kaybi gibi zararli etmenleri de mevcuttur. Diinya capinda
depolanmais tiriinleri 6nemli derecede etkileyen ve un, tahil ve tiirevleri {iriinlerde hem
miktar hem de kalite kaybina sebep olan 6nemli bir zararhi tiirtidiir. Bu tiiriin hem
larvast hem de yetiskini, beslendikleri {iriinlerin tizerine diskilarini birakarak tirtinlerin
kontaminasyonuna da neden olmaktadir (Hagstrum, 2009). Ayrica son yillarda hayvan
yemi ve alternatif protein kaynagi lretiminde degerlendirilen bir tiir olmasi, T.
Molitor’un biyolojisi, hastaliklar1 ve yonetim stratejileri lizerine arastirmalarin 6nemini
artirmaktadir. Bazi calismalarda, depolanmis boceklerin gida olarak tiiketilmesinin
hayvansal proteinlere degerli bir alternatif oldugu gosterilmis olsa da (Caparros Megido,
2014), insan gidas1 olarak satilan taze larvalarda potansiyel gida kaynakli patojenlerin
varligi bildirilmektedir (Stoops J, 2016). Bu durum, depolanan drlnlerin hijyeninin
bozulmasimna yol agmakla beraber, bunlar1 tiiketen insanlarin saghigini tehlikeye
atmaktadir. Insanlarin kontamine gidalar1 bilmeden tiiketmesi, ishal, solunum alerjileri,
kasinti, astim, istah kaybi, gelisme geriligi ve bakteriyel enfeksiyonlar gibi hastaliklara
yol agmaktadir. Bunun yani sira T. molitor, depolardaki 610 farelerden veba basilini de
gidalara tasiyabilmektedir. Ayrica, tahil is¢ileri ve bu tiirii evcil hayvan yemi olarak
treten kisilerde de astim anafilaksisi ve alerjik reaksiyonlar gibi solunum

bozukluklarina neden oldugu da bildirilmektedir (Freye, 1996).

Tahillarin etkili bir sekilde depolanmasi, gida giivenligini saglamak ve tarimi
desteklemek i¢in ¢ok dnemlidir. Bu, kitlik donemlerinde ve gelecekteki tiiketim igin
tahillarin mevcudiyetini saglamak amaciyla hasat edilen tahillarin korunmasini igerir.

Yetersiz depolama tesisleri, fazla hasat donemlerinde israf ve kitlik donemlerinde



kithiga yol acabilmektedir. Son zamanlarda, depolama, 6zellikle depolanan tohum ve
tahillarin kalitesini ve miktarin1 tehdit eden mantar ve bocek istilalart gibi 6nemli
zorluklarla kars1 karsiyadir. Bu durum, énemli ekonomik kayiplara yol agmakta ve gida

giivenligini tehlikeye atmaktadir (Jose, 2024).

Bu sebeple T. molitor’un zararh olarak neden oldugu ekonomik kayiplar ve artan
tiretim/ticari kullanim, etkin ve siirdiiriilebilir kontrol yontemleri gelistirilmesi ihtiyacini
guclendirmektedir (Moruzzo, 2021). Bu durum, T. molitor yetistiriciligini hem

ekonomik hem de biyoteknolojik agidan 6n plana ¢ikarmaktadir (Canakg1, 2019).

e N\

Sekil 1.1. T. molitor yasam dongiisii (iStock)

T. molitor holometabol (yumurta — larva — pupa — ergin) yasam dongiisiine
sahiptir. Yumurtadan ¢ikis siiresi ¢evresel kosullara baghdir ve birka¢ giin ila bir hafta
arasinda degismektedir. Bocegin larva donemi, beslenme ve biiylime agisindan en zarar
verici asamadir. T. molitor’iin erginlerinde disi birey gida ortamina tek tek veya toplu
olarak 400-500 kadar yumurta birakmaktadir (Said, 2022). Gida ortaminda yumurtadan
¢ikan larvalarin yasama doneminin olduk¢a uzun (17-18 instar) olmasindan 6tiird,
gidalara olan zarar arttirmaktadir (Morales-Ramos, 2015). Gelisim siiresi sicaklik, nem
ve besin kalitesi gibi cevresel faktorlere baglidir. Ayrica bagisiklik ve stres yanitlari
lizerine yapilan caligmalar, tiirlin c¢esitli patojenlere kars1 karmasik savunma
mekanizmalar1 gelistirdigini gdstermektedir (Mufioz-Seijas, 2024). Ozellikle kimyasal
pestisitlerin zararlilarda diren¢ gelismesine neden olmasi ve {iriin iizerinde kalintilar

birakarak hedef olmayan organizmalar iizerinde toksik etkilere sahip olmasit bu



pestisitlerin kullanimin1 6nemli derecede kisitlamaktadir. Bu nedenle zararli bocekleri
kontrol etmek i¢in dogal yontemler kullanilmalidir (Talukder, 2009). Bu yontemlerin
basinda hastalikli boceklerden izole edilen mikrobiyal patojenlerin organik biyopestisit

olarak kullanilma potansiyeli lizerine yapilan caligmalar gelmektedir.

Tablo 1.1. T. molitor’un Biyolojik Siniflandirmasi (Vikipedi, 2025)

Ust Alem Eukaryota
Alem Animalia
Alt Alem Eumetazoa
Sube Arthropoda
Alt Sube Hexapoda
Simif Insecta
Takim Coleoptera (kin kanatlilar)
Familya Tenebrionidae (kara bocekgiller)
Alt Familya Tenebrioninae
Cins Tenebrio
Tur T. molitor

1.1. Depo Zararhlarin Simiflandirilmasi

Birincil ve ikincil zararlilar, hem hasarli hem de hasarsiz tahillarla beslenebilme
oOzellikleri nedeniyle depo bécek zararlilarinin ana tiirleridir (Deshwal, 2020). Birincil
zararlhlar, verdikleri zararin derecesine gore biiylilk ve kiiciik kategorilere
ayrilmaktadirlar. Birincil zararlilar arasinda, dis besleyiciler tahillarin dis kisimlarini,
yani tohum ve endospermi tlketmektedir (Demis, 2022). Bu gruba 6rnek olarak,
Angoumois tahil givesi (Sitotroga cerealella), tahil ambari bocegi (Sitophilus
granarius), baklagil bocegi (Bruchus rufimanus) ve piring bocegi (Sitophilus oryzae)
sayilabilmektedir. Buna Kkarsilik, i¢ten beslenenler tohumlarin iginde yasamakta,
tahillarin iizerine veya igine yumurta birakip Onemli ¢imlenme kaybina neden
olmaktadir (Srivastava, 2016). Hem dis besleyiciler hem de i¢ besleyiciler, hasarli veya
mekanik olarak kirilmis tohumlara saldirarak énemli hasara neden olmaktadir. Ote
yandan, ikincil zararlilar, zaten istila edilmis mahsullerle beslenir ve parcalanmis
tohumlar, mantar biiylimesi, 6lii bocekler ve hayvan atiklar1 gibi organik kalintilara

odaklanmaktadirlar (Kumar, 2017). Yaygin 6rnekler arasinda akarlar ve peynir akarlar



bulunmaktadir. Ikincil zararlilarin neden oldugu hasar, cimlenme kaybi, kontaminasyon,
ag olusumu, topaklanma ve depolanan tahillarin genel bozulmasina neden olur ve bu
durum genellikle mantar aktivitesi ve nem gogii nedeniyle daha da kotiilesmektedir
(Ahmad, 2021).

1.2. Yaygin Depo Tahil Zararhlar

Depolanan tahillardaki zararlilar, diinya g¢apinda gida giivenli§i ve tarim
ekonomileri i¢in 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Baslica kategoriler arasinda un ve
tahil bocekleri, tahil kurdu (Sitophilus granarius), bocekler ve giveler, un kurdu (T.
molitor), kitap biti (Psocoptera), tahil akari (Acarus siro L.) ve un guvesi (Pyralis
farinalis) bulunmaktadir (Rajendran, 2020). En yaygin ve yikici zararlilar arasinda, pas
kirmizis1 un bocegi (Tribolium castaneum), karisik un bocegi (Tribolium confusum),
testere disli tahil bocegi (Oryzaephilus surinamensis), biylik dolap bocegi (Blattella
germanica) ve kiiciikk dolap bocegi (Blattella germanica) gibi tahil ve un bocekleri
bulunmaktadir. Bu zararlilar tahil, un, findik ve ¢ikolata gibi ¢esitli gida maddelerine
bulasarak, bulastiklar tirtinlerde kotii koku ve tat degisikliklerine neden olmaktadirlar.
Istilalar1 6nlemek i¢in uygun armndirma ve havalandirma sarttir ve hasere ydnetimi

uzmanlar1 erken teshis ve tedaviyi 6nermektedir (Kumar, 2017).
1.3. Biyopestisitler

Biyopestisitler; hayvanlar, bitkiler, bakteriler ve c¢esitli mineraller seklinde
Ozetlenebilecek birden fazla dogal ana maddeden olusan ve vektorle miicadelede bu
yontemlerin kullanilmas1 esasina dayanan pestisit c¢esitleridir (Pesticides, 2025).
Biyopestisitler, gevre dostu o6zellikleri ile 6nemli zararlilart kontrol edebildigi gibi
genellikle kimyasal pestisitlerden daha az toksik ve zararlidir. Bu sebeple de ¢evre ve
insan saglhg: icin daha az tehdit olusturdugu disiinilmektedir (Mazid, 2011). Bu
avantajlarindan oOtliri tim diinyada biyolojik miicadele kapsaminda olduk¢a O6nem
kazanmis ve kimyasal pestisitlere gore etki yavashgi, raf omrii kisali§i gibi olumsuz
Ozellikleri olmasia ragmen yinede en onemli faktor olan saglik ve doniistiiriilebilirlik
gibi Ustiinliiklerinden dolay1 6n plana ¢ikan bir miicadele yontemidir (Balci, 2020).
Biyolojik mucadelede ana etmen olarak mantar, nematod, bakteri, protozoa ve virusler
kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalarin yaygin kullanilmasi ve giderek bununla ilgili

caligmalarin artig goOstermesi; kimyasal maddelerden farkli olarak konak spesifik



olmalari, hedef olmayan organizmalara zarar vermemeleri, dogada kalinti
birakmamalari, ¢evre dostu ve giivenilir olmalar1 gibi sebeplerden otiirtidiir (Eroglu G.
B., 2022). Viriisler bu mikroorganizmalar arasinda en yaygin olarak kullanilanlardir ve
viriisler genellikle sindirim sistemi ile agiz yoluyla konakgilarina girer ve enfeksiyona
neden olmaktadir (Tokarev Y.S, 2020). Viriis bulasmis bocegin sindirim sistemi
bozulmakta ve bdylece bir¢ok organin zarar goérmesiyle bocek hastalanip 6lmektedir.
Entomopatojenik viriislerin en az 16 familyasinin boceklerle miicadelede etkili oldugu
gozlemlenmistir  (Tanada, 2012). Bu grubun o6ne ¢ikan entomopatojeni
bakuloviruslerdir. Bakuloviriisler ¢esitli tarim ve orman zararlilarinin kontroliinde
biyolojik miicadele ajani olarak kullanilmaktadir (Payne, 1986), ve ticari olarak
uretilmektedir (Lacey, 2015). Bakiloviriislerin bilinen konakgilarinin ¢ogu Lepidoptera
takimina ait olup, digerleri ise Diptera ve Hymenoptera takimlarina aittir (Jehle, 2006)
Son zamanlarda artan ¢alismalar ile birlikte bakUloviruslere ek olarak densovirislerinde
biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilmasi 6n plana ¢ikmaktadir. Bunun baslica
sebeplerinden biri densovirislerin daha genis bir dagilima sahip olmasidir. Blattodea,
Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Odonata ve Orthoptera dahil olmak

tizere bir¢cok bocek takimindan izole edilmistir (Harish, 2022).

Densovirtsler, Parvoviridae ailesinde yer almakta ve ekinodermatalar, bocekler
ve kabuklular gibi omurgasizlart enfekte etmektedir (Kawase, 2017). Dogrusal, tek
iplikli genom yapisina sahip (Cotmore, 2019) bu virisler 18-28 nm boyutlariyla en
kiiglik DNA viriisleri arasinda yer alirlar ve zarfsizlardir (Becnel, 2007). Bu da onlari
cevresel kosullara daha direncli ve diger viriislerden farkli kilar. Dictyoptera, Diptera,
Hemiptera, Hymenoptera, Coleoptera, Lepidoptera ve Orthoptera dahil olmak Uzere ¢cok
cesitli bocek takimlarindan izole edilmis olup (As & Eroglu, 2025), biyolojik

kontrollerinde kullanilabilirliklerine dair ¢alismalar yapilmistir.

Densoviriisler, densoniikleoz viriisleri (DNV) olarak da bilinir ve enfekte olmus
hicrelerin karakteristik olarak yogun boyanmis ¢ekirdekler gelistirmesi nedeniyle bu
isimle anilirlar (Afanasiev, 2000). DNV’ler omurgasiz konakgilarin g¢ekirdeklerinde
cogalir ve biiyiik dairesel inkliizyonlar olustururlar. Ik olarak 1964 yilinda Galleria
mellonella larvalarindan tanimlanmistir. DNV’lerin, omurgasizlara 6zgii olmalari, oral
enfeksiyonla yayilabilmeleri, stabil olmalar1 ve konakta belirgin morfolojik semptomlar
gostermeleri gibi biyolojik miicadele i¢in dnemli avantajlar1 bulunmaktadir (Pigeyre,

2019). DNV igerikli diinyada 6nemli bir biyopestisit olan Biokiller adli iiriin, buglne



kadar ticari olarak satilan tek densoviriis bazli trtindur (Biokiller, Cin). Bu wrun,
Periplaneta fuliginosa’dan izole edilen bir densoviriis (PfDNV) icermektedir ve yirmi
yildir hamambdcegi kontrolii igin jel formunda gelistirilip satilmaktadir (Wang Dong,
2012). Cin’de, Periplaneta fuliginosa densonucleosis virtsi (PfDNV, cins
Ambidensovirus, family Parvoviridae) igeren ilk densovirls biyopestisit Grini olan
Biokiller Cockroach Killer Bait Gel’in ticarilestirilmesi g6z Oniine alindiginda,
DNV’lerin ve/veya rekombinant DNV biyopestisitlerin kullanimi1 ulasilabilir bir hedef
haline gelmistir (Sun, 2019).

1.4. Densoviriislerin Siniflandirilmasi

Parvoviridae familyasi 1975 yilinda tanitilmistir. Ardindan 1993 yilinda
omurgalilar1 enfekte eden Parvovirinae ve omurgasizlari enfekte eden Densovirinae
olmak Uzere iki alt familyaya ayrilmaktadir (Cotmore SF A.-M. M.-H., 2019). Iki alt
familyanin da ¢ok dar bir konak¢1 spektrumuna sahip olmasi sebebiyle, bu siniflandirma
uzun siiredir filogenetik analizlerle desteklenmektedir. 2012 yilinda Chapparvovirus
olarak bilinen bir cins tanmitilmistir, fakat bu cinse ait izolatlar, bobrek ve karaciger gibi
bazi omurgali dokularinda, diskida ve hatta kanda tespit edilmistir (Reuter G, 2014).
Ayni zamanda, eklembacaklilarin genomlarinda endojen chapparvovirus dizilerinin
tanimlanmasi, hem Parvoviridae familyasinin hem de Densovirinae alt familyasinin
siniflandirmasimnin diizenlenmesi gerektigini ortaya koymaktadir (Mietzsch M, 2019).
Densovirusler, birgok bocek tiirtinden izole edilmis ve tiim densoviriislerde yiiksek
oranda korunmus olan nsl proteininin dizi benzerligine gore cinslere ayrilmaktadir.
Densovirislerin ayni tiiriin iiyeleri olarak kabul edilebilmesi igin, nsl proteinlerinin
amino asit dizisi benzerligi %85’ten fazla olmalidir. Ayrica, ayni cinsin iiyeleri nsl

proteinleri arasinda en az %35 benzerlik olmalidir (Penzes JJ, 2020).

ICTV nin son giincellemesine gore, Parvoviridae familyas: artik {i¢ alt familyaya
(Densovirinae, Parvovirinaec ve Hamaparvovirinae) ve bir siniflandirilmamis cinse
(Metalloincertoparvovirus) ayrilmistir (Penzes JJ, 2020). Densovirinae alt familyasi,
2020 yilinda 11 cinse ayrilmistir (Sekil 2). ICTV taksonomi tarayicisindan alinan
verilere gore, Densovirinae alt familyasinin 11 cinsi 64 tiir icerir ve bu tiirlerin cinsler
icindeki dagilimi su sekildedir: Aquambidensovirus (24 tiir), Leafambidensovirus (6
tdr), Diciambidensovirus (3 tlr), Hemiambidensovirus (3 tir), Iteradensovirus (7 tir),

Miniambidensovirus (1 tdr), Muscodensovirus (2 tir), Pefuambidensovirus (2 tir),



Protoambidensovirus (7 tir), Scindoambidensovirus (6 tiir) ve Tetuambidensovirus (3
tar).

Aile Alt Aile Cins Konakgl
M  Aquambidensovirus ——  Denizyildizs, On avakldar ve istiridyeler
—  Densovirinac - Blattambidensovirus ~ —— Hamambécegi
| Diciambidensovius —  Dsyllidac (yaprak piresi) ve taswacilan
——  Hemiambidensovins —— Yaprak bitleri (Aphididae)
__ — Tteradensovirus — Turtdlar ve solucanlar
|~ Miniambidensovirus =~ ——— Ev cirewr bdcegi
- Muscodensovirus — Boynuz sinegi ve banth sivrisinek
— Pefuambidensovims =~ ——— Hamambécegi ve vumusakgalar
——  Protoambidensovius ~——— Sivrisinek ve balmumu giivesi
——  Scindoambidensovirus ~ —— Sivrisinek, mﬁ;:{"ﬂ;:‘%’ ve iki benekdi
L —  Tewambidensovims =~ ——  BUAt mﬂ :;:gﬁ’;) ;'fg‘-’mmﬂdﬂ“
Bu alt familyanm iiyeleri omurgalilan
__ (dzellikle memeliler, kuslar ve siiriingenler)
enfekte eder.
hem omurgasiz hem de omurgali
Metalloincertoparvovirus ——— dnayakly

Sekil 1.2. Densoviriislerin siniflandirilmasi (As & Eroglu, 2025)
1.5. Densoviruslerin Genom Organizasyonu

DNV’ler, ikosahedral simetriye sahip, tek iplikli, zarfsiz DNA viriisleridir ve genom
boyutu yaklasik 4000-6000 bg¢’dir (El-Far M., 2004). Tim DNV’ler, replikasyon ve
genom paketleme i¢in gerekli olan Y seklinde ters terminal tekrarlarindan (ITR) olusan
bir yapiya sahiptir (Kapelinskaya TV, 2011) (Sekil 3a). DNV’lerin molekiler kutlesi
yaklagik 6 Mda’dir ve bunun %20£30’u DNA, geri kalani ise ¢ogunlukla proteindir
(Johnson RM, 2018). Yapisal (VP) ve yapisal olmayan (NS) olmak iizere, genomda iki
tir protein kodlanmaktadir. NS, viral genomun replikasyonundan sorumludur ve
Ozellikle nsl olarak bilinen protein tim DNV’lerde yiiksek oranda korunmus
oldugundan, viriis siniflandirmasi i¢in énemli bir parametre olarak kabul edilmektedir
(Cotmore SF A.-M. M.-H., 2019)(Sekil 3b). Yapisal proteinler, viral kapsidin
olusumundan sorumludur (Grenet ASG, 2015). Tiim DNV genomlari, her bir zincirin 5’
yarisinda esit olarak dagilmis NS ve VP genlerine sahiptir (Johnson RM, 2018)(Sekil
3c).
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Sekil 1.3. Densoviriislerin yapisi (a) lkosahedral kapsid simetrisi olan viriis
partikiiliiniin morfolojik yapisi (b) ns1 proteininin yapisi (C) DNV genom haritasi (As &
Eroglu, 2025)

1.6. Densoviruslerin Replikasyonu

DNV’ler, klatrin aracili endositoz yoluyla hiicreye girmektedirler ve konak
cekirdeginde ¢ogalmaktadirlar (BA, 1985). Hiicre yizeyindeki glikoproteinler, glikanlar
ve glikolipidler gibi gesitli reseptorleri kullanarak hiicreye girmektedirler (De Beeck
AO, 1997). Endositozdan sonra, konak hiicrenin endolizozomal sisteminden gecerler ve
cekirdege ulasirlar. Bu siire zarfinda, viral partikiil pH 7,4 ile pH 4,0 arasinda degisen
asidik bir ortama maruz kalmaktadir (Grenet ASG, 2015).

Viriis ¢ekirdege ulastiginda, mRNA transkripsiyonu gergeklesmekte ve nsl
replikasyonu baslatilmaktadir. Ardindan, konagm S fazi replikasyon mekanizmasi
kullanilarak replikasyon baslamaktadir (Cotmore SF T. P., 2007). Replikasyon
sirasinda, sa¢ tokasi yapist siirekli olarak acilir ve replike edilmektedir. Ardindan,
yuvarlanan sa¢ tokasi replikasyon siireci baglamaktadir. Bu siirecte, genom boyunca
hareket etmek icin replikasyon yoninl degistirmek iizere yeniden katlanmaktadir. Bu,
genomun birgok kopyasini iceren bir molekil tretmekte ve yeni olusan ssDNA’lar bu
konkatemerden ¢ikarilip, kapside paketlenmektedir. Son olarak, olgun viryonlar
ekzositoz veya lizis yoluyla hiicreden ¢ikmakta ve replikasyon sureci sona ermektedir
(Sekil4).
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Sekil 1.3. Densovir(s replikasyon sureci (As & Eroglu, 2025)
1.7. Boceklerde Densoviriis Semptomlari

DNV enfeksiyonu, bocek dokularinda biiyiikk virion partikiillerinin ve
sitoplazmik parakristal virion dizilerinin birikmesinden kaynaklanan atomal asiri
bayume ile karakterizedir (Harish S, 2021). DNV’ler konak¢1 organizmalarda ciddi
hastaliklara neden olmakta ve yiiksek viriilanslar1 ve bulasiciliklar1 nedeniyle 6nemli
bocek zararlilarmin biyolojik miicadelesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica,
densovirisler klasik biyopestisitlere gore bir ilerlemeyi temsil etmekte ve geleneksel
bocek ilaglarina, turlere 6zgl bir alternatif sunmaktadir (EI-Far M S. J., 2012). DNV
enfeksiyonunun semptomlar1 genellikle istahsizlik ve uyusuklukla baslamaktadir.
Ardindan topallama ve deri degistirme veya metamorfozun engellenmesi gelmektedir.
Enfekte olan larvalar yavas yavas siyahlasarak felg olmaktadir. Hamam bocekleri ve ev
circir boceklerinde yaygin belirtiler arasinda arka bacaklarin felci ve koordinasyonsuz
hareketler bulunmaktadir (Eberle KE, 2012). DNV, konak¢1 larvalar1 enfekte ederek
kitikdl pigmentasyonunda degisiklikler, hareket kayb1 ve 6lim gibi gesitli belirtilere
neden olmaktadir. Parazitligin ve hasarin ciddiyeti, enfeksiyonun tiiriine bagli olarak
onemli olgiide degismektedir. Enfekte larvalarda gozlenen en g¢arpici belirti, viicudun
tamamen kararmasidir. Bu kararmadan oOnce, larvalarin orta bagirsaginda koyu renk
degisikligi gozlenmektedir (El-Far, Li, Fediere, S, & Tijssen, 2004). Bazi densoviriis

tirleri, konakgilarinin bagirsaklarinda tiimoér benzeri lezyonlara da neden olmaktadir.



Enfekte olmus larvalarda, bagirsak duvarinin kalinlasmasi ve opaklagsmasi ile birlikte
orta bagirsak epitel hiicrelerinde ciddi bozulma gorulmektedir. Bu degisiklikler bagirsak
igeriginin bulaniklasmasina neden olmaktadir. Beslenme yoluyla enfekte olan
larvalarda, viriisin orta bagirsak hiicrelerinde ¢ogaldigi ve bagirsak bariyerine zarar
veren bir patojenik mekanizmaya yol actigi bulunmustur (Wang Y, 2013) (Sekil 5).
Peritrofik membran, boceklerde orta bagirsakta koruyucu bir astar gorevi goren Kritik
bir bilesendir. Onemli bir bariyer gorevi gorerek, agizdan alinan viriislerin niifuz
etmesini ve enfeksiyonu baslatmasint zor ve karmasik hale getirmektedir. DNV
kapsidlerinin bu bariyere nasil yapistigin1 ve hedef hiicrelere ulasmak i¢in bu bariyeri
nasil astigin1 aragtirmak i¢in yapilan bir ¢alismada mikroskopi, biyokimya, proteomik
ve transkriptomik gibi yontemler bir arada kullanilmistir. Sonuglar, peritrofik membran,
acikta kalan miisinler ve miisin olmayan protein reseptdrlerinin DNV ve diger bocek
patojenleri i¢in baglanma bolgeleri olarak islev gordiigiini gostermektedir. Bu, viris ile
kitin, glikanlar ve proteinler gibi bilesenler arasindaki etkilesimin bu siirecin temel

mekanizmalari oldugunu vurgulamaktadir (Pigeyre, 2019).
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Sekil 1.4. Tenebrio molitor’da densoviriis patogenezinin sematik gosterimi (As &
Eroglu, 2025)
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1.8. Biyolojik Miicadelede ve Konak¢1 Yelpazesinde Densoviriislerin

Kullamilabilirligi

Biyolojik miicadelede bocek viriislerinin kullanimi1 1911 yilindan beri bilinmektedir (J.,
1998). Densoviriisler (DNV) ilk olarak 60 yil 6nce kesfedilmis olmasma ragmen,
omurgalilara bulagsmadiklari gosterilene kadar biyolojik micadele igin aday olarak
degerlendirilmemistir (Johnson RM, 2018). Ancak, son 20 yilda yapilan in vivo ve in
vitro c¢alismalar, bunlarin omurgalilarda hi¢ ¢ogalamadigin1 gosterdiginden, artik
bakiloviriislerin alternatifi olarak 6nemli bir biyolojik kontrol ajani olarak ortaya
cikmaktadir (Jiang H, 2007) (Batool K, 2022). DNV’lerin yiksek virtilans ve konak
spesifikligi, omurgalilara bulasamama ve asir1 ¢cevre kosullarina karsi yiiksek direng gibi
baz1 6zellikleri, onlar1 tarim ve tip acisindan 6dnemli zararlilarin popiilasyonlarina karsi
potansiyel olarak etkili biyolojik kontrol ajanlar1 haline getirmektedir (Penzes JJ, 2020).
Ayrica, densovirlisler DNA virlisleri olduklari ve bu nedenle bir DNA onarim
mekanizmasina sahip olduklar i¢in, mutasyonlarin konake¢1 6zgiilliigiinii degistirmesine

izin vermemektedirler (Parry R, 2019).
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2. KAYNAK OZETLERIi

Krieg ve ark. T. molitor’i enfekte eden bir viriisii ilk kez tanimlamistir (Krieg,
1969), Elektron mikroskobunda goriintiilenen viral yapilarin densoviriis olabilecegi
distiniilmiistir. Ancak molekiiler analiz ve biyotest yapilmamistir (Kelly, 1979) ve
(Black, 1981) yine elektron mikroskobisi ile T. molitor’iin iridoviriis (tip 29) ile enfekte
oldugunu bildirmis ve yapilan ¢aligmalar sonucunda virlis replikasyonunun

sitoplazmada gerceklestigini bildirmislerdir.

La Fauce ve ark. T. molitor larvalarmi bir kabuklu tiirii olan Penaeus
merguiensis densoviriisii ile enfekte etmis ve larvalarin %20’sinin bu viriisii gogalttigini
belirtmistir (La Fauce, 2008). Boylece bocek modellerinin kabuklularin viral hastaliklari

icin potansiyel kullanim imkan1 sundugunu bildirmistir.

Szelei ve ark. T. molitor larvalarmi incelerken yag govdesi gibi g¢esitli
dokularinda renk bozulmasi ve sitopatik modifikasyonlar tespit etmistir (Szelei, 2011).
Ayrica, T. molitor’iin yetistirildigi alanda densovirls ile enfekte Acheta domesticus
olmas1 sebebiyle bocek tiirleri arasinda densoviriisiin yatay olarak bulagsma olasilig

oldugu bildirilmistir.

Sinnuengnong ve ark. (2018), Penaeus stylirostris’'ten izole ettikleri
densovirusiin (PstDNV) boyutunun 20 nm oldugunu bildirmislerdir, bu da literatiirdeki
diger PStDNV izolatlartyla tutarlidir (Hou, 2009). Armien ve ark. , T. molitor’dan izole
ettikleri virlisiin ¢apinin 23,79 ila 26,99 nm arasinda degistigini ve ortalama 25,19 nm
oldugunu bildirmistir (Armién, 2023). Kim ve ark, Gryllus bimaculatus’tan izole
ettikleri densovirtsun boyutunun 20-25 nm oldugunu bildirmistir (Kim, 2024).

Gencer ve ark. Farkli bir bdcekten izole edilen yaban tip ve rekombinant tip
iridovirust (tip 6) enjeksiyon yolu ile T. molitor larvalarina vermislerdir (Gencer,
2020). Biyotest c¢alismalar1 sonucunda larvalarda felg gézlenmis ve enfeksiyondan iig

gun sonra larvalarin koyu bir renk alarak 6ldiigiinii bildirmistir.

Armien ve ark. T. molitor {ireten bir tesiste toplu Oliimler oldugunu
bildirmislerdir (Armién, 2023). Yapilan molekiiler analizler sonucunda bu 6liimlerin
kaynaginin bir densoviriis oldugunu tespit etmislerdir. Boceklerde epidermis, 6n ve arka
bagirsak, trakeal epitel hiicrelerinin viriis enfeksiyonundan etkilendigini bildirmislerdir.

Enfeksiyon sonucunda bdceklerin hareket kabiliyetinde, gida aliminda, solunumunda ve
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viicut su dengesinde bozulmalar meydana gelmis ve Oliim oram1 %100 olarak

belirlenmistir.

Penzes ve ark. Parvoviridae familyasi, hem omurgalilar1 hem de omurgasizlar
enfekte edebilen genis bir viriis grubu oldugunu yazmaktadir (Penzes JJ, 2020). Ancak,
omurgasizlar1 enfekte eden Densovirinae alt familyasinin konakg1 spektrumu konusunda
belirsizlikler bulunmaktadir. 1960’larda densoviruslerin (DNV) fare L hcrelerini
enfekte edebilecegi bildirilmis olsa da (67-69), daha sonra bu gdzlemlerin viral
replikasyonu gostermedigi anlasilmistir. DNV enfeksiyonu, (El-Far M., 2004) ve
arkadaglar1 (2004) tarafindan viral transkripsiyon, replikasyon, entegrasyon ve uretim
acisindan incelenmistir. Bulgular, L hiicrelerinin ve diger omurgali hiicrelerinin
densoviriis replikasyonunu veya transkripsiyonunu desteklemedigini, oysa viral DNA
replikasyonu ve transkripsiyonunun L. Dispar hiicrelerinde (LD652) gergeklestigini
gostermistir. Viral genomun LD652 hiicrelerinde plazmidden ¢ikarildigi ve hem NS
hem de VP mRNA’larinin tespit edildigi, ancak L hiicrelerinde tespit edilmedigi
bildirilmistir. Viral genomun L hiicrelerinde konak¢i kromozomuna entegre oldugu,
ancak entegrasyondan sonra transkripsiyonun gerceklesmedigi belirtilmistir. Sonug
olarak, densovirislerin bocek hucrelerinde verimli replikasyon ve transkripsiyon
gerceklestirebildigi, ancak memeli hiicrelerinde  enfeksiyonu  baslatamadigi
gosterilmistir. Bu, densovirtislerin  gen terapisi vektorleri olarak potansiyelini

artirmaktadir.

Literatiir 6zetinden de anlasilacagi gibi T. molitor’den simdiye kadar densoviriis
ve iridoviriis olmak iizere iki ¢esit entomopatojen viriis tespit edilmistir. Her iki virliste
DNA viristdur ancak aralarinda onemli farklar bulunmaktadir. Bunlardan ilki
iridoviriislerin oral enfektivitesinin oldukga diisiik olmasidir. Bu nedenle iridoviriisler
boceklere enjeksiyon yolu ile verilmektedir (Williams T. B.-S., 2005). Iridoviriisler
rekombinant hale getirilerek oral enfektiviteleri hizlandirilabilir (Ozgen, 2014). Ancak
pek c¢ok iilkede rekombinant {iriinlerin biyopestisit olarak uygulanmasi yasak
oldugundan dolayr bu ¢alismalar ‘pure science’ olarak laboratuvar oOl¢eginde
kalmaktadir. Densoviriislerin ise oral enfektivitesinin hizli oldugu bilinmektedir
(Kittayapong P. B., 2001). iridoviriis ile densoviriisler arasindaki bir diger fark ise
densoviriislerin zarfsiz olmasi, iridoviriislerin ise zarfli olmasidir. Zarfsiz viriislerin
termostabilitesinin zarfli virlislere gore daha yiiksek olmasi formiile hale getirilen

viriislerin raf 6mrii ve depolamasi i¢in 6nemlidir (Kadji, 2022). Densoviruslerin, konak
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bdceklerinin dliimiinden sonra 18 aydan uzun siire aktif olarak bulasici konumunda
oldugu bildirilmistir (Tokarev Y. M., 2020). Bu baglamda densoviriisler ideal bir
biyolojik miicadele ajani olabilir. Bir diger fark ise viriislerin in vitro ortamda Uretim
secenekleridir. Densovirlslerin genomu (4-6 kb), (Cotmore SF A.-M. M.-H., ICTV
Report Consortium. ICTV virus taxonomy profile: Parvoviridae, 2019) iridoviruslerin
genomuna (212 kb) (Jakob, 2001) gore oldukga kiigiik oldugu igin in vitro ortamda
bakteriyel bir vektor ile de olduk¢a hizli ve ¢ok miktarda tretilebilirler (Guo, 2000).
Ancak iridoviruslerin in vitro tiretimi bocek hiicre kiiltiiriine baglidir (Gencer, 2020) ve

bu durum biiyiik 6lgekli iiretimde maliyeti oldukga arttirmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢alismas1 Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek Teknoloji Uygulama ve

Arastirma Merkezi (YUTAM) Laboratuvarlarinda  yapilmustir.

yontemlerin is akis1 asagida verilmektedir (Sekil 6).

Yapilmis olan

Bocek Yetigtirme

d

Densoviriis Karakterizasyonu

hd

Viriis Saflagtirma

¥

Densoviris Doz Belirleme

¥

Biyotest calismalar:

¥

Formiilasyon hazirlama

\ 4

Formilasyon Stabilite Testler1

¥

Istatiksel analiz

Sekil 3.1. Tezde kullanilan yontemlerin is akist

Tablo 3.1. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar ve Modelleri

Jel Gortntlleme Sistemi Bio-rad Chemidoc MP Imaging

Elektroforez Sistemi

BioRad Mini ReadySub-Cell™

Vorteks Wisd Wisemix VM-10
Ultra Saf Su Cihaz1 Millipore, Q-3W
Mikrobiyolojik Steril Kabin ESCO NordicSafe™

RT-PCR Cihaz1

Qiagen Rotor-Gene Q
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Tablo 3.1. (devamm) Calismasinda Kullanilan Cihazlar ve Modelleri

Mini Santrifj WiseSpin

Ultrasantrifij Hitachi micro ultracentrifuge CS
150N X

Otoklav WiseSpin

Is1 Blogu Bioer

Doku pargalama cihazi Tissuelyser LT (Qiagen)

Hassas terazi Weightlab instruments

Buzdolabi (+4 °C) Arcelik

3.1. Bocek Yetistirme

Deneylerde kullanilan T. molitor larvalar1 yerel bir evcil hayvan diikkanindan
temin edildi. Tiir tanimlamasi, Brendell (1975) tarafindan agiklanan yontem izlenerek,
larvalar binokiiler mikroskop altinda incelenerek dogrulandi. Larvalar hava gegirgen
plastik kutularda (9 x 16 x 5 cm) barindirild1 ve 26 °C, %65 bagil nem ve 12:12 saat
aydinlik/karanlik fotoperiyot ayarl bir iklim odasinda tutuldu. Yeni nesiller, deneylerde
kullanilmak tizere kirilmis bugdayla beslenerek yetistirildi (Ribeiro, 2018). Larvalar tam
bugday unu ile beslendi ve su ihtiyaglarini karsilamak ic¢in kaplara ¢eyrek dilim havug

konuldu.
3.2. T. molitor Larvalarindan Morfolojik Densoviriis Karakterizasyonu

Yetistilen boceklerde zamanla kararmalar, harekette yavaslamalar gozlendi.
Karararak ve hastalanarak o6len larvalar, Genomik DNA analizi yapilmasi i¢in bir tiipte

birlestirilerek -20 C° sakland.
3.3. Virus Saflastirmasi ve Elektron Mikroskopisi

Viriis saflastirilmasi, kendiliginden 6len ve densoviriis semptomlart (viicudun
kararmasi) gosteren T. molitor kadavralar {izerinde gergeklestirildi. Bu larvalar test
tiiplerine yerlestirildi. Tiiplerin i¢cine 600 pl fosfat tamponu (PBS) ve steril metal
boncuk eklenerek doku parcalama homojenizatoriinde 45 dakika boyunca ezildi. Hiicre
kalintilarin1 gidermek ig¢in tiilbentten 3 kez ve diger olasi kirleticileri gidermek i¢in 0,22

um filtreden stiziildi. Viris, 4°C'de 2 saat boyunca 155.000 g'de ultrasantrifijleme ile
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¢okeltildi. Tum tiiplerdeki peletler 500 ul dH20 iginde ¢6zildi ve konsantrasyonu
belirlemek i¢in hepsi tek bir tiipte birlestirildi. Viriislerin yapisin1 gérmek ve boyutlarini
belirlemek i¢in virlis numunesi TEM i¢in hazirlandi. 100 pl saf viriis fiksasyona tabi
tutuldu. %2,5 glutaraldehit eklendi ve +4 °C'de bir gece boyunca fiksasyona tabi
tutuldu. Ilk fiksasyon adimindan sonra, ¢dzelti iki kez PBS ile yikand1 ve %1 osmium te
troxide ile muamele edildi ve +4 °C'de 1 saat tutuldu. Ikinci fiksasyon adimindan sonra,
cozelti iki kez PBS ile yikandi. Fiksasyondan sonra, saflastirilmis viriisler %2 uranil
asetat igeren bir 1zgara lizerine 3 dakika boyunca yerlestirildi, ti¢ kez ultra saf dH2O ile
yikandi, havada kurutuldu ve TEM (Hitachi 7800) ile 200.000x biiylitme oraninda

incelendi.

3.4. T. molitor Larvalarindan Viral DNA Ekstraksiyonu ve Kismi nsl Geninin

Amplifikasyonu

Viral DNA, iireticinin talimatlarina gore Ecotech genomik DNA Kiti (kat no:
E1075) kullanilarak izole edildi. 200 lizis tamponu ve 10 ul Proteinaz K, 100 pl viriise
eklendi ve 55 ‘C'de 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan 10 pl RNaz A eklendi ve oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. 400 pl baglanma tamponu ve 200 pl mutlak etanol
eklendikten sonra, tiim karisim kolona aktarildi. Oda sicakliginda 13.000 rpm'de 2
dakika santrifiij edildikten sonra, kolon yikama tamponu ile yikandi, santrifiijde 1
dakika kurutuldu ve 35 pl eliisyon tamponu ile eliie edildi. Elde edilen DNA'nin saflig
ve miktar1 bir pdrop ile dlgiildii. Viriisiin varligini dogrulamak i¢in, dejenere primer cifti
(F: 5'-GWMAGGGWGACGAGCAACGTTC-3/, R: (5'-
RTTTCCCTWGGTTCRTARTTWGGTTC-3') kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu
gergeklestirildi (Tokarev Y. M., 2020). PCR reaksiyonu 50 pl olarak hazirlandu.
Hazirlanan karigim su sekildeydi: 2 pl ileri ve geri primer, 50 ug DNA, 25 ul EcoTaq 2x
PCR Master Mix ve 50 pl'ye kadar dH20. PCR kosullar1 35 dongii boyunca 98 °C'de 30
saniye, 94 °C'de 10 saniye, 61 -C'de 15 saniye ve 72 °C'de 1 dakika olup, son uzatma 72
°C'de 1 dakikadir. Reaksiyondan sonra, PCR iriinleri 3 pl Clearband giivenli DNA jel
boyama soliisyonu (kat no. SDGS1) igeren %0,9 agaroz jel lizerinde 80 V'da calistirildi.
Elde edilen bantlar, Eco PURE jel saflastirma kiti (kat no: 5003) kullanilarak jelden

saflastirildi ve dizileme icin Intergen'e (Ankara, Tiirkiye) gonderildi.
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3.5. Tam genom analizi

Viriislin varligin1 dogrulamak i¢in kismi gen dizisi elde edildikten sonra, her
izolatin DNA oOrnekleri tam genom analizi i¢in soguk zincir ile Intergen'e (Ankara,
Tirkiye) gonderildi. Sirket tarafindan gergeklestirilen prosediirler asagida kisaca
aciklanmistir: DNA oOrnekleri 0,2 ng/uL'ye standartlastirildi. Okumalar Illumina'nin
Miseq cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Hizalanmis dosyalarin analizi IGV 2.3
yazilimi (Broad Institute) kullanilarak gerceklestirildi. Elde edilen konsensiis dizileri
Clustal Omega kullanilarak hizalandi. Bize saglanan dizi verilerinde adi TmMDNV-TR
olarak belirlenen izolatin, referans olarak MW628494 erisim numarali densoviriis
genomu kullanildi. Numunelerin dogrusal genom haritalarinin olusturulmasi igin

Benchling ¢evrimigi araci kullanildu.
3.6. Filogenetik ve Kimura-2 parametre analizi

TmDNV-TR genom nikleotit dizileri MEGAI11 kullanilarak hizalandi.
Filogenetik analiz, maksimum olasilik yonteminde 1000 bootstrap ile Tamura-Nei
modeli kullanilarak gergeklestirildi. Transisyonlarin transversiyonlara oranini tespit
etmek i¢in Kimura-2 parametre analizi tercih edildi. Bu analiz, genellikle viriis izolatlari
arasindaki mesafeleri analiz etmek i¢in kullanilir. Bu mesafeler, bocek densoviriis
izolatlarmin tiim genom dizilerinin BioEdit programinda hizalanmasindan tahmin edildi
ve Kimura analizi MEGAI1 kullanilarak gergeklestirildi. NUkleotid dizisi mesafelerine
dayali olarak virlis genomlarini tamimlamak i¢in Kimura-2 parametre analizi
gerceklestirildi. Bu analiz, farkli boceklerden izole edilen viriis izolatlarinin ayn1 izolat
olmast durumunda yanlis isimlendirilmesini Onlemek i¢in Onemlidir. Viriis
genomlarindaki niikleotid lokus mesafe degeri 0,015'ten azsa, iki izolatin aynmi tiir

oldugu kabul edilmektedir (Wennmann, 2018) (Eroglu G. , 2022).
3.7. Amino asit polimorfizmi ve restriksiyon endontikleaz profilleri

Tespit edilen Tiirkiye kaynakli densoviriis izolati ile referans genom (TmDNV)
arasindaki genomik farkliliklart daha iyi tanimlamak i¢in, amino asit polimorfizmleri ve
kisitlama profilleri incelenmis ve karsilagtirilmistir. Her iki izolatin protein kodlayan
genlerinin amino asit dizileri Bioedit (7.1.3.0) programinda ayr1 ayr1 hizalanmis ve

farkliliklar tespit edilmistir. iki izolatin genom dizileri, Benchling c¢evrimigi araci
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kullanilarak in silico olarak BsmAl, ApeKl ve Bbvl kisitlama endoniikleaz enzimleri ile

kesildi ve genomlardaki farkliliklar belirlenmistir.
3.8. Densovirus Doz belirleme

Densoviriis doz belirleme islemi, nsl geninin klonlanmasi ve RT-PCR

islemlerinin ardindan formiil kullanilarak yapilmistir.

Formiil: Kopya/mL™ = Kopya / Reaksiyon x Eliisyon hacmi (uL) / PCR hacmi (uL) X
1000/6rnek hacmi (uL)

Ustteki formiil kullanilarak viriis konsantrasyonu kopya/mL™? cinsinde

belirlenmistir.

3.8.1. Densoviris ns1 Geninin Klonlanmasi

a. Ligasyon

Ik olarak temizlenen nsl PCR (riiniin pUC19 klonlama vektériine ligasyonu
gerceklestirilmistir. 15 pL total reaksiyon igin 1.5 pL. 10X tampon, 1.5 uL. T4 DNA
ligaz enzimi, 1 pL pUC19 vektori, 6 uL jelden temiz gen ornegi ve 3 uL dH.O
hazirlanmistir. Bunlar birlestirilip quick yapildi ve +4 °C buzdolabinda gece boyu
bekletilerek ligasyon islemi gergeklestirilmistir.

b. Transformasyon

Kompetent E.coli DHS5a hiicrelerinin buz tizerinde yaklasik 10 dk ¢6ziinmesi
beklendi. Yavasca karistirildi ve tamamen ¢oziildiikten sonra 50 pL alinarak yine buz
lizerinde yeni bir ependorfa aktarildi. Uzerine ligasyon iiriiniinden 5 pL eklendi ve
dikkatlice 5 kez alt tst edildi. 30 dk buz iizerinde bekletildikten sonra 1s1 blokta 42 °C
‘de 1 dk 1siya maruz birakildi. Ardindan tekrar iki dk buz {izerinde bekletildi.
Hazirlanan steril 15°lik 500 L LBamp s1v1 besiyeri lizerine yukarida hazirlanan karigim
eklenerek 37 °C’de 1 saat 200 rpm’de calkalayicili inkiibatore birakildi. 5 adet LBamp
agar besiyerine 100’er pL transform olmus hiicre baget 6zesi kullanilarak yayma ekim
yapildi. Ekim yapilan petriler etrafi parafilm ile sarilarak 37°C’de 16 saat inkiibasyona
birakildi. Ardindan petriler etiivden alindi ve 4°C konuldu. Yaklasik 5-6 saat sonra
petrilerden koloniler segildi. Inkiibasyonda biiyilyen beyaz kolonilerin arasindan 10

koloni steril pipet ucu ile secilip, 3 uL amfisilin iceren 5 ml LB s1v1 besiyerine birakildi
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ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu sallandi. Ertesi giin plazmit izolasyon Kkiti ile izole
edildi ve izolasyon sonucunda plazmit DNA konsatrasyon degerleri nanodropta ol¢iildii.
Izole edilen plazmid DNA’larmin hedef geni igerip icermedigini belirlemek REN ile
teyit edildi.

c. REN (Restriksiyon endoniikleaz) Kesim Reaksiyonu

20 puL kesim reaksiyonu icin 4 pL plazmid DNA, 1 pL EcoR1 enzimi, 2 puL
tampon ve 13 pL niikleaz free su hazirlandi. Bunlar birlestirilip quick yapildi ve 37
°C’lik etlivde 1 saat bekletildi. Daha sonra enzimlerin aktivasyonunun durdurulmasi
adina 1s1 blokta 65 °C’de 5 dk bekletildi. Reaksiyon basarisini gérmek ig¢in 3 pL
yiirlitme boyasi eklenerek agoroz jelde yiiriitiildii. Ardindan %1°lik jelde elektroforez
yapilarak klonun hedef DNA fragmentlerini igerdigi tespit edildi. Ardindan plazmit

DNA intergen firmasina gonderildi.

Real-Time PCR ile genom/kopya 6lgmek i¢in primer tasarlandi. Bu islemde nsl
geni icin pUC19 standart oldu. Densovirus nsl geninin amplifikasyonu igin genel
primerler kullanildi: Forward (F) 5’-TAATGACGACCACTTTTGGG-3’, Reverse (R)
5-TGGTCCAGTGGTATCGTATC-3’; amplicon boyu 95 b¢ (baglanma 1cakligr Ikisi
de 56 derece). Viral kopya sayisi, gergek zamanli PCR ile standart egri yontemi
kullanilarak kantitatif olarak belirlendi. Bilinen kopya sayisina sahip pUC19 plasmid
standardi seri 10-kat dillisyonlar halinde kullanilarak Ct-loglO(kopya) dogrusal
regresyon egrisi olusturuldu (R> > 0.99). Ornek Ct degerleri bu egriye gore
kopya/reaksiyon olarak hesaplandi ve ekstraksiyon ile PCR’de kullanilan hacimler

dikkate alinarak orijinal 6rnek yogunluguna doniistiirtildii.
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Sekil 3.2. pUC19 vektori (pUC19 Vector, 2010)

3.9. Densoviriisiin T. molitor Laravlar1 Uzerinde Biyotest Calismasi

Stok viriis dozunun seri seyreltilmesi ile bes farkli doz (4x108, 4x107, 4x105,
4x10° ve 4x10* kopya/ mL™) hazirlandi. Her deney icin, 30 adet 10. instar orta larva
secildi ve ayr1 ayn plastik kaplara (7,5x5x2,5 cm) yerlestirildi ve burada 16 saat ag
birakildi. 10 mL saf ham virlis, 100 gram beyaz lahana Uzerine puskurtuldi. Kontrol
grubundaki larvalarin yiyeceklerine, el tipi mini puskiirtiici kullanilarak 10 mL dH20
puskiirtiildii. Yiyecekler kuruduktan sonra bocekler kaplara yerlestirildi. Bocekler,
iklimlendirme odasinda (26°C, 12:12 saat 1g1k: karanlik, %65 nem) Biyotest kaplarinda

tutuldu ve 6lumler giinlik olarak kontrol edildi.
3.10. Formiilasyon Hazirlama

Ham viriislerin termostabilitesinin uzun siire farkli sicakliklarda korunmasini
saglamak icin formiilasyon haline getirilmesi gerekmektedir (Eroglu G. B., 2022).
Jelatin virlislerin uzun donemli termal kararlig1 i¢in onemli bir stabilizatordiir (Kadiji,
2022). Yiiksek biyouyumluluga sahip olmasi ve biyolojik olarak parcalanabilirligi
nedeniyle viral formiilasyon veya as1 Uretiminde tercih edilen bir stabilizatordir (Su,
2015). Ayrica kolay bulunmasi, ucuz olmasi, gidalarla uyumlu olmasi ve
yenilebilmesinin giivenli kabul edilmesi nedeniyle bazi1 avantajlar sunmaktadir (Topuz,
2018). Bu nedenle TMDNV-TR izolatinin formiilasyonunda yenilebilen her tiirlii

gidalarda bulunan, helal yollar ile iiretilmis olan sigir jelatini kullanilmistir. Prototip
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formiilasyonun hazirlanmasi i¢in oncelikle deiyonize su ile %0,5’lik jelatin ¢ozeltisi
hazirlandi. Cozelti renksiz ve seffaf goriinene kadar 35°C'lik 1s1 blokta manyetik
kanistiric1 kullanarak karistirildi. pH 7’ye ayarlandiktan sonra 0,22 um'lik bir filtreden
gecirilip vortekslenmistir (Luo, 2021). Uzerine saflastirilan ham viriis siispansiyonunda
en etkili doz olan 4x10® kopya/mL? eklenmistir. Tablo 4’de kullanim amaclar ile
birlikte belirtilen katki maddeleri eklenerek hazirlanmistir. Karisim bir manyetik
karistiricitda homojenize edilerek, 151tk almayacak bir sekilde dis1 aliiminyum folyo ile
sarilmig cam bir siseye konularak bir sonraki basamakta belirtilen sicakliklarda

muhafaza edilmistir.

3.11. Formiilasyonun Farkh Sicakliklarda Stabilitesinin in vivo Sartlarda

Degerlendirilmesi

Bu agsamada formiilasyonun +4 (buzdolab1 sicakligi) ve 25°C (depo/oda
sicakligi) sicakliklarda muhafaza edildigindeki 6 aylik stabilitesi belirlenmistir. Bunun
icin hazirlanan formiilasyon ikiye boliinerek yarisi 4°C, yarisi da 25°C’de muhafaza
edilmistir. Her iki grup ve kontrol grubu (dH20) uriinler taze iken (0. ay), 3 ay ve 6 ay
sonra yukarida belirtilen sekilde larvalara yedirilmistir. Gegen siire zarfinda ham
viriisiin ve formiilasyonun stabiltesini koruyup koruyamadigi elde edilen 6liim oranlari

hesaplanarak belirlenmistir.
3.12. istatistiksel analiz

Kontrol grubundaki o6liimler Abbott formiilii (Abbott, 1925) kullanilarak
diizeltilmis ve olim oranlar1 yiizde (%) olarak ifade edilmistir. Doz—0lim verileri,
median 6liim dozu (LDso) degerini tahmin etmek amaciyla probit regresyon analizi ile
degerlendirilmistir. Sagkalim analizi Kaplan—Meier yontemi kullanilarak yapilmis ve
gruplar arasindaki ikili karsilagtirmalar log-rank Ki-kare testi ile gerceklestirilmistir.
Diizeltilmis 6liim oranlart tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ile analiz
edilmis ve ortalamalar Fisher’in En Kiigiikk Anlamli Fark (LSD) testi kullanilarak
karsilagtirilmistir. Tiim istatistiksel analizler SPSS 24 (Santoso, 2017) programi ile

yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bocek Yetistirme

Laboratuvara getirilen larvalarin hareketlerinin yavas oldugu, oldukg¢a hareketsiz
olduklar1 ve birka¢ giin sonra oOldiikleri, viicutlarinin olduk¢a kirilgan hale geldigi
gozlemlendi. Ayrica, ayni yerel evcil hayvan diikkanindan ¢esitli zamanlarda toplanan
farkli asamalardaki tiim larvalarin baslangigta yavas hareket ettigini ve Onemli bir
kismimin viicutlarinin siyahlastigini ve birkag giin sonra 6ldiigli de gozlemlendi. Bu da
viriistin bocekleri yetistiren ve satan evcil hayvan diikkaninin bocek kiiltiirtinde nesiller

boyunca bulastigini diistindiirmektedir.

Sekil 4.1. T. molitor larvalar1 a. Saglikl larvalar, b. Densoviris enfeksiyonu sonucunda

olen larvalar
4.2. T. molitor Larvalarindan Morfolojik Densovirus Karakterizasyonu

Kadavralardan viriis izolatlar1 saflastirildiktan sonra, transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) ile incelemeleri yapildi ve bunlarin dairesel inkliizyon morfolojisine
sahip oldugu bulundu. TMDNV-TR izolatinin boyutu 200.000x buyuklikte 6l¢uldi ve
ortalamasi alindi. TmDNV-TR'nin ortalama boyutu 28,95 nm olarak bulundu.
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Sekil 4.2. TmMDNV elektron mikroskopisi gorintisu

4.3. T. molitor Larvalarindan Viral DNA Ekstraksiyonu ve Kismi nsl Geninin
Amplifikasyonu

Viral DNA'larin izolasyonundan sonra, saflik ve miktar pdrop cihazi
kullanilarak belirlendi. TMDNV-TR DNA's1 1,967 olarak belirlendi. Miktar1 49,7 ng/uLL
bulundu. Viriisiin molekiiler tespiti i¢in, yapisal olmayan nsl genine ait bir bolge
amplifiye edildi ve beklenen boyutta (819 bg) bir bant elde edildi (Sekil 11). Blast
analizi sonucunda, sekans analizi sonucunun NCBI veritabanindaki diger
densoviriislerle eslestigi ve %99,51 benzerlik gosterdigi tespit edildi. Gen bolgesine ait

diziler, PQ241037 (TmDNV-TR) erisim numarasi ile veri tabanina girildi.
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Sekil 4.3. Viral izolatlarin kismi ns1 gen bélgesinin amplifikasyonu jel gorintasi
4.4. Tam Genom Analizi

TmDNV-TR i¢in genom dizilemesi gerceklestirildi. Bu dizileme sonucunda, 5
acik okuma zinciri oldugu ve genom boyutunun 5467 bg oldugu tespit edildi. Ug yapisal
olmayan genin (ns1, ns2 ve ns3) ileri yonde, iki yapisal genin (vpl ve vp2) ise geri
yonde oldugu tespit edildi ve dogrusal bir genom haritasi ¢izildi (Sekil 11). Tam genom
dizisi, PQ325357 (TmMDNV-TR) erisim numarasi ile veri tabanina kaydedildi.

THONV-TR (5467 bp)

N2
[ (L]
[ ‘ V2

Sekil 4.4. TMDNV-TR izolatinin lineer genom haritasi (As Y, 2025)

4.5. Filogenetik agac¢ analizi

TmDNV-TR, diger Pennsylvania izolati Z. morio densoviriisi (OR026184) ve
Cin izolat1 Blattella germenica densovirlsi (JQ320376) biiyuk bir kiime olusturdu. Bu
sonucun ilging yonu, referans genom T. molitor densovirlsinin (MW628494) Tirk
izolati TmDNV-TR'den uzaklasarak Arkansas izolat1 Z. morio densovirisleri ile

kiimelenmis olmasidir. Veritabanindaki Cin ve ABD B. germenica densovirls
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izolatlarinin bir araya kiimelenmemesi ve bunlardan birinin Tiirk izolatlarina yakin
kiimelenmesi de dikkat g¢ekici olmustur (Sekil 4.5). Bu sonuglar1 desteklemek igin

Kimura-2 parametre analizi yapilmistir.

Zophobas morio densovirus (OR026172)
%7 - Zophobas morio densovirus (OR026177)
Tenebrio molitor densovirus (MWE28494)
Zophobas morio densovirus (OR026180)
Zophobas moario densovirus (OR026174)
ag| | %0 - Zophobas morio densovirus (OR026181)

Blattella germenica densovirus(JQ320376)

Zophobas morio densovirus (OR026184)
100l bs A Tenebrio molitor densovirus (PQ325357)
Zophobas morio densovirus (PQ325358)

Zophobas morio densovirus (OR026186)

Zophobas mario densovirus (OR026176)

Blattella germanica densovirus (NC 005041)
Myzus persicae nicotianae densovirus (KT239104)
Culex pipines densovirus (NC 012685)

Acheta domestica densovirus (HQB827781)
Pseudoplusia includens densovirus (NC 019492)
Helicoverpa armigera densovirus (J1894784)

Mythimna loreyi densovirus (NC 005341)

Galleria mellonella densovirus (NC 004286)
[ Junonia coenia densovirus (NC 004284)
100 - Bombyx mori densovirus (NC 038377)

Sekil 4.5. T. molitor densoviriisii ve tiim genom dizisine dayali olarak yakindan iligkili

densoviruslerin maksimum olasilikli filogenetik agaci
4.6. Kimura-2 Parametre Analizi

Tiirk izolatlarindan ve diger boceklerden izole edilen densovirlis genomlarinin
Kimura 2 parametre analizi sonucunda, TmDNV-TR ile veritabanindaki diger
TmDNV'ler arasindaki genetik uzaklik degeri 0,023 olarak belirlenmistir. Ayni
bocekten izole edilen virlisler arasindaki cografi farkliliklar nedeniyle meydana
gelebilecek ikame degeri 0,015'ten biiylik oldugundan, bu deger izolatlar arasinda

konake1 spektrumu veya viriilans gibi 6nemli bir fark oldugunu gostermektedir.
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Tablo 4.1. TMDNV-TR ile diger densoviriis genomlarinin Kimura-2 parametre analiz

I moliter DNV

(TmDNV-TR)

(PQ325357)

I molitor DNV

MW628494) 0,023

Z_ morio DNV

(ZmDNV-TR)

(P325358) 0,027 0,024

Z_ morio DNV

(OR026172) 0,022 0,002 0,023

Z_ morio DNV

(OR026176) 0,045 0.040 0,045 0,038

Z. morio DNV

(OR026186) 0,013 0,028 0,012 0,027 0,044

Z_ morio DNV

(OR026184) 0,015 0,026 0014 0,023 0,048 0,015

Z. morio DNV

(OR026174) 0,024 0,014 0,024 0,013 0,040 0,028 0,025

Z_ morio DNV

(ORO026177) 0,022 0,002 0,023 0,000 0,038 0,027 0,025 0,013

Z. morio DNV

(OR026181) 0,024 0,014 0,024 0,013 0,040 0,028 0,025 0,001 0,013

Z_ morio DNV

(OR026180) 0,023 0,014 0,023 0,013 0,03¢ 0,027 0,024 0,001 0,013 0,001

KB germanica

DNWV{NC_003041) 0,635 0,636 0,635 0,634 0,632 0,636 0,638 0,637 0,633 0,638 0,636

B germenica DNV

(JQ320376) 0,015 0,023 0013 0,022 0,047 0,015 0,015 0,022 0,022 0,022 0,021 0,638

C. pipines DNV

(NC_012633) 1,160 1,172 1,163 1,172 1,173 1,166 1,172 1,168 1171 1,168 1,166 1,188 1171

H. armigera DNV

(JQ894784) 1,170 1,177 1,175 1,172 1,170 1,169 1,180 1,176 1,171 1,173 1,173 1,158 1,179 0,694

M Jorevi DNV

(MNC_003341) 1,165 1,164 1,162 1,163 1,162 1,160 1,178 1,166 1,164 1,164 1,163 1,190 1,168 0,684 0,123

G. mellonellaDNV

(MNC_004286) 1,168 1,161 1,174 1,160 1,167 1,166 1,180 1,172 1,139 1,173 1,173 1,202 1,173 0,682 0,168 0,106

P. inchidens DNV

(NC_019492) 1,173 1,168 1,177 1,166 1,163 1,174 1,189 1,171 1,168 1,169 1,170 1224 1,182 0,708 0,198 0,180 0,196
A domestica DNV

(HQS827781) 1,418 1421 1417 1413 1,423 1,429 1,415 1,396 1,408 1,401 1,398 1,483 1421 1,087 1,004 0,989 0,979 1,009
M persicae DNV

(KT239104) 1,309 1,503 1510 1,505 1,486 1313 1,322 1,306 1511 1,505 1510 1,463 1,506 1,420 1,323 1291 1,329 1,340 1656
B mori DNV

(NC_033377) 1,673 1.677 1,687 1,667 1,686 1,669 1,602 1668 1,663 1,667 1.671 1,783 1,687 1447 1344 1,329 1,320 1,396 1,770 1,880
J coenia DNV

(NC_004284) 1.743 1,703 1,742 1,697 1,703 1,718 1,725 1,702 1,697 1,702 1,704 1,679 1,72¢ 1,389 1,127 1,128 1,138 1,164 1,791 1,879 145




4.7. Aminoasit Polimorfizmi ve Restriksiyon Endonukleaz Profilleri

TmDNV-TR ve referans genom izolatlar1 arasindaki farklari belirlemek igin,
tim ORF'lerdeki aminoasit varyasyonu ayr1 ayr1 incelenmistir. Analiz sonucunda, tim

gen bolgelerinde aminoasit varyasyonlar1 oldugu tespit edilmistir (tablo 5).

Iki genomun kisitlama endoniikleaz profilleri de BsmAl, ApeKl ve Bbvl
enzimleri kullanilarak in silico olarak karsilastirilmistir. Ug enzim icin de referans

genomda TmDNV-TR'ye kiyasla fazla bant oldugu gézlemlenmistir.

BsmAl ApeKI Bbvl

Markir TmDNV-TR referans TmDNV-TR  referans TmDNV-TR  referans

27kb

A BDmmssss A A ﬁ A A
== = = "— § g
600 b E E E E
550 ng — D F,G F F,E(:, F
500 bp F E
450 bp ——

400 bD —— F ——
350 bp —— G
300 bp — H
250 bp ——
200 bp ——
150 bp —
G G
) —
H K H H H H
50 bp I L I LJ I LJ

Sekil 4.6. In silico kisitlama endoniikleaz profili (Benchling programu ile yapilmustir)
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Tablo 2.2. BsmAl, ApeKI ve Bbvl enzimlerine géore TmDNV-TR ve referans genomun
(TmDNYV) kisitlama endontikleaz profili

Fragment | BsmAl ApeKl1 Bivl
TmDNV-TR Referans TmDNV-TR Referans TmDNV-TR Referans

genom genom genom
(TmDNV) (TmDNYV) (TmDNYV)

A 1399 1372 1251 1326 1238 1313

B 1372 1136 1112 1258 1112 1258

c 697 734 705 1001 705 976

D 688 534 633 690 666 703

E 620 501 582 582 582 582

F 501 408 553 548 553 548

G 93 338 548 108 548 108

H 63 280 60 60 60 60

I 34 93 3 3 3 28

) g6 3 3

K 63

L 34

Toplam 5467 kb 5579 kb 5467 kb 5579 kb 5467 kb 5579 kb

Tablo 4.3. TMDNV-TR ve referans genomun (TmDNV) amino asit degisikliklerine

neden olan varyasyon bdélgeleri

Gene Amino asid TmDNV- Referans Yiizde
be TR genom
(TmDNV)
48 R L
ns3 35 5 P %097.63
95 E G
160 I M
42 5 N
ns2 73 T I 1098.49
110 5 L
122 I M
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Tablo 4.3. (devami1) TMDNV-TR ve referans genomun (TmDNV) amino asit

degisikliklerine neden olan varyasyon bdlgeleri

v

fa—
b
LA
—

MAowomom

nsl 294 %097

n 2

Lad
[
Lh
2 R 2 =2 o " o0 E E aowm

414

—i

%07 81

=
(=]
H o o e 2 -

%0835

I A | B AR T - T = o e | I R B - -

.
=
=

= oo oW m o e S o
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4.8. Densovirus Doz belirleme

Materyal-Metot kisminda anlatilan ydntemlerin sonucunda saflastirdigimiz

TmDNV-TR izolatinin konsantrasyonu 4x108 kopya/ mL™ olarak bulunmustur.

4.9. Densoviriisiin T. molitor Larvalar1 Uzerinde Biyotest Calismasi

Sekil 4.7. Larvalarin biyotest ¢aligma gorintusu

4.9.1. Ham Virusun Doz-Yanit Testi

Ham virls doz-yanitinin bir sonucu olarak, larvalar densovirlis semptomlari
gostermistir (viicutlar1 siyahlasti) (Sekil 15). Laboratuvarda, Kaplan-Meier sag kalim
grafiginde gosterildigi gibi, bes doz ham TmDNV, T. molitor larvalar igin patojenik
olmus ve bu egriler diisiik ve birbirinden minimum diizeyde farkli olarak bulunmustur
(X2= 33,37, log-rank, df=5, p<0,001) (Sekil 18). Istatistiksel veri analizi, 8. giiniin
sonunda LDso: 1,091 x 10° kopya/mL™ %, LTso: 5 glin, LDgs: 8,94 x 107 kopya/mL™* ve
LTes: 7 glin oldugunu ortaya koymustur (tablo 6).
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Hayatta kalma fonksiyonlar

Doz
10
kontrol
., 4x1074
4=x10"5
08 1 4=x1076
— 4=x1077
_ 1 4x1078
c
1]
S o6
E
©
-
’%ﬂ 04
n
DI‘T
00
.00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
giin

Sekil 4.8. 8. glinlin sonunda, ham densovirisin (TMDNV-TR) bes farkli dozuna (4 x
10* — 4 x 10 kopya/ mL*) maruz birakilan 10. evre Tenebrio molitor larvalarina ait

Kaplan—Meier sag kalim grafigi

Tablo 4.4. Tenebrio molitor larvalari izerinde TmDNV-TR izolatinin bulasiciligi igin

probit analizi ile tahmin edilen doz-6liim orani

Virils LDsg LTs; LDss (kopya/ LTss Egim= X Pdegeri
izolat1 (kopya/mL-') (giin) mL1) (giin) SE

(%95 FL) (%95 FL)
TmDNV- 1.091x10° 5gin 8.94x 10 7 0.565+0.05 4.16  <0.05
TR (1.2x 104 - (2.7x106—  gin 54

1.0x 109 2.9x 10%)
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Sekil 4.9. Biyotest ¢aligmasinda dlen larvalar

4.10. Formulasyon Hazirlama

Formiilasyon iginde seyrelen viriisiin son konsantrasyonu 2,8x108 kopya/mL*

“dir.

Tablo 4.5. Formiilasyon igerigi
Kullanim amaci Icerik Miktar
Oldurictluk Saf densoviriis (TMDNV-TR) | %70
Termostabilite Sigir jelatini %0,5
Surfaktan Tween-80 %2
Beslenme uyarici Gliserin %6
Tatlandiric Sorbitol %1
Hacim tamamlayici dH.0 %20

4.11. Formiilasyonun Doz Yamt Testi

Laboratuvarda, Kaplan-Meier sag kalim grafiginde gosterildigi gibi, bes doz
formilasyon T. molitor larvalari ig¢in patojenik olmustur ve bu egriler diisiik ve
birbirinden minimum diizeyde farkli bulunmustur (X?= 22,038, log-rank, df=5, p<0,001)
(Sekil 4.10). LDso, LTso, LDgs, LTes, egim ve p degerleri 9. giiniin sonunda Tablo 4.6'da

gosterilmektedir.
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Hayatta kalma fonksiyonlari

10 Doz
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08 M 28x10m6
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Sekil 4.10. 9. giinlin sonunda, formiilasyonun bes farkli dozuna (2.8 x 10* - 2.8 x 10®
kopya/mL™) maruz birakilan 10. evre Tenebrio molitor larvalaria ait Kaplan—Meier

sag kalim grafigi

Tablo 4.6. Tenebrio molitor larvalar tizerinde formiilasyonun bulasiciligi i¢in probit

analizi ile tahmin edilen doz-6liim oram

Formulasyon LDso(kopya/mL!) LTss LDss (kopya/ LTss Egim = SE X2 P
(FL %95) (giin) mL-) (giin) Deger
(FL %95)
Tenebriokiller 1.14 x10° 6 gin  1.33 x108 0 giin 0.536+0.053 4.06 <0.05
(4.06 x 10* - (3.98x 107-
0.08 x 10°) 3.26 x 10°)
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4.12. Formiilasyonun Farkh Sicakhiklarda Stabilitesinin in vivo Sartlarda

Degerlendirilmesi

ny
N
N
>
-
»
~
-
-
-

Sekil 4.11. Formulasyonun stabilite testi 6ncesi iki falkona ayrilmig goruntisi

14. giniin sonunda taze formilasyonun (0 ay) 6lum oran1 %100 iken, 4°C'de 3

ve 6 aym sonunda Oliim orani %100, 25°C'de ise 3 ve 6 aymn sonunda Oliim oram

sirasiyla %698 ve %95 tir (Sekil 20).

- b b b b b
) ]
8
7
6
> H kontrol
4 m fomiilasyon
3
2
1 a a a a a
o o o | H

0

% 6lim
& 58 & & & & ©

=]

o

0.ay 3.ay4 derece 3.ay 25 derece 6. ay4 derece 6. ay 25 derece
ay

Sekil 4.12. Formiilasyonun stabilite testi. Uygulamadan sonraki 10. giin sonunda 10.

evre Tenebrio molitor larvalarinda gézlenen 6liim oranlart
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Formiulasyonun stabilitesi agisindan LSD ¢oklu karsilastirma testine gore gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmemistir (p = 0.960 - 0.987, p
> 0.05) (Sekil 20).

TmDNV-TRile Homojenize edilen Ulrasantrifiyj Formiilasyon Founiilasy‘_mun
enfekteli larvalar larvalarin filtreden sonrast son hali
gegirilmis hali

Sekil 4.13. Densoviriisiin izolasyonu ve formiilasyon agamalar1
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5. TARTISMA

Diinya niifusunun artmasiyla birlikte, gida tiretimi ve korunmasi da ¢ok 6nemli
hale gelmistir (POllinger-Zierler, 2023). Depo zararlilari, insanlar tarafindan siklikla
tiikketilen unlu gidalarda (makarna, piring, un, nisasta) hizla ¢cogalir ve ev/depodaki tiim
tirtinlere yayilabilir (Kavallieratos, 2019). Guglu geneleri sayesinde paketlenmis gidalari
kirarak ekonomik kayiplara neden olurlar. Ayrica, bocek digkilari, larva ve pupa derileri

ile pupa kalintilar1 tirtinlerin kirlenmesine neden olur (Sousa, 2017).

Densoviriis ilk olarak 1969 yilinda elektron mikroskobu ile T. molitor'da
tanimlanmistir (Huger, 1969). T. molitor larvalarin1 kabuklu bir hayvan olan Penaeus
merguiensis'in densoviriisii ile enfekte etmis ve larvalarin %20'sinin bu viriisi
cogalttigin1 bildirmistir. Bocek modellerinin kabuklularin viral hastaliklar1 i¢in yararh
olabilecegini bildirmislerdir (Szelei, 2011). T. molitor larvalarini incelerken yag dokusu
gibi ¢esitli dokularda renk degisikligi ve sitopatik degisiklikler gozlemlemistir. Ayrica,
T. molitor'un yetistirildigi bolgede densoviriis ile enfekte Acheta domesticus'un varligi,

bdcek tiirleri arasinda densoviriisiin yatay bulagma olasiligini diisiindiirmektedir.

T. molitor’dan izole edilen densoviriislerin ayrintili ¢alismalar1 diinya ¢apinda
hala ¢ok yenidir. T. molitor densoviriisiiniin tam genomu gegen yil yapilan bir
calismada ilk kez yayinlanmistir. Ayrica tam genom analizi ger¢eklestirmisler ve genom

boyutunun 5579 b¢ oldugunu bildirmislerdir (Armién, 2023).

Bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye'de ilk kez densoviriis izole edilmistir. izole edilen
virisiin (TmMDNV-TR) genom boyutu 28,95 nm olarak bulunmustur. Densovirislerin
boyutu 18 nm ile 28 nm arasinda degisir (Cotmore, 2019). Sinnuengnong ve ark.
Penaeus stylirostris'ten izole ettikleri densovirisin (PstDNV) boyutunun 20 nm
oldugunu bildirmislerdir, bu da literatiirdeki diger PStDNV izolatlariyla tutarlidir (Hou,
2009).

Iki DNA viriisii, yani densoviriis ve iridovirus ( (Huger, 1969); (Kelly, 1979);
(Black, 1981); (Armien, 2023); (As Y, 2025) ve bes RNA virisi T. molitor'da
tanimlanmistir (Hernandez-Pelegrin ve ark., 2025). RNA virlslerinin bdcek 6lim
oranlar lizerindeki etkileri literatiirde degerlendirilmemistir. Ancak, iki DNA virlsunun
Olim oranlar tizerindeki etkilerinin analizleri 6nemli farkliliklar ortaya koymustur. Bu

farkliliklardan ilki, Densoviriislerin hizli oral bulasicilik 6zelligine sahip oldugu
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bilinirken (Kittayapong P. B., 2001), iridoviriislerin oral bulasicilik 6zelliginin oldukga
diisiik olmasidir. Bu nedenle, iridoviriisler boceklere enjeksiyon yoluyla uygulanir
(Williams T. B.-S., 2005). Iiridoviriisler, akrep zehiri geni eklenerek oral
bulasiciliklarii artirmak igin rekombine edilebilir (Ozgen, 2014), ancak bircok ulkede
biyopestisit olarak rekombinant iirlinlerin kullanim1 yasak oldugundan, bu c¢aligmalar
laboratuvar 6lceginde saf bilim olarak kalmaktadir. Iridoviriisler ile densoviriisler

arasindaki bir diger fark, densoviriislerin zarfsiz, iridoviriislerin ise zarfl1 olmasidir.

Zarflh virtslere kiyasla zarfsiz viriislerin daha yiiksek termal stabilitesi, formiile
edilmis virtslerin raf omrii ve depolanmasi agisindan Onemlidir (Kadji, 2022).
Densoviriislerin, konak¢1 boceklerin 6liimiinden sonra 18 aydan fazla bir siire boyunca
aktif olarak bulasict oldugu bildirilmistir (Tokarev Y. M., 2020). Bu nedenle
densoviriisler ideal bir biyolojik miicadele ajani olarak kabul edilebilir. Diger bir fark
ise, virsleri in vitro olarak iiretme yetenegidir. Densoviriislerin genomu (4-6 kb)
(Cotmore SF A.-M. M.-H., ICTV Report Consortium. ICTV virus taxonomy profile:
Parvoviridae, 2019) iridoviruslerin genomuna (212 kb) (Jakob, 2001) kiyasla olduk¢a
kiiciik oldugundan, bakteriyel vektor kullanilarak in vitro olarak ¢ok hizli ve biiyiik
miktarlarda uretilebilirler (Guo, 2000). Ancak, iridovirtslerin in vitro Gretimi, bdcek
hicre kilturune baglidir (Gencer, 2020), bu da blyuk olgekli tretimin maliyetini 6nemli

Olciide artirir.

Ham viriislerin farkli sicakliklarda zaman iginde termal stabilitesini korumak
icin, bunlarin formiile edilmesi gerekir (Eroglu G. B., 2022). Jelatin, virlslerin uzun
vadeli termal stabilitesi icin onemli bir stabilizatérdir (Kadji, 2022). Yiksek
biyouyumlulugu ve biyolojik olarak parcalanabilirligi nedeniyle viriis formiilasyonunda
veya as1 Uretiminde tercih edilen bir stabilizatordiir (Su, 2015). Ayrica, bulunmasi
kolay, ucuz, gida ile uyumlu ve beslenmede giivenli kabul edilmesi gibi baz1 avantajlar
da sunar (Topuz, 2018). Bu nedenle, tiim yenilebilir gidalarda bulunan sigir jelatini,
TmDNV-TR izolatinin formiilasyonunda kullanilmistir. Formiilasyona stabiliteyi
korumak i¢in %0,5 sigir jelatini eklenmesinin nedeni, bu miktarin literatiirdeki diger
viriis ¢aligmalarinda optimal olmasidir (Kadji, 2022). Bunun nedeni, daha fazla jelatin
eklenmesinin s1v1 formiilasyonun katilagmasina neden olmasidir. Yiizey aktif maddeler,
yiizey gerilimini azaltan maddelerdir. Formiilasyonun uygulandigi alana yayilmasina
yardimci olmak igin gereklidirler. Bu formilasyonda, %2 Tween-80 tercih edilen ylzey

aktif maddeydi. Literatlrde, viral formulasyonlara genellikle %5'e kadar Tween-80
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eklenir (Burges, 1998) (Bayramoglu, 2023). Gliserol genellikle viral formulasyonlarda
beslenme uyaricisi olarak kullanilir. Mevcut literatiirde, viral formiilasyonlara eklenen
gliserol miktarinin %2 ile %10 arasinda oldugu gézlemlenmistir (Eroglu G. B., 2022).
Bu nedenle, bu ¢alismada literatiirde bildirilen degerler arasinda bir deger tercih edilmis
ve %6 gliserol ilave edilmistir. Formiilasyonu bocekler igin ¢ekici hale getirmek
amactyla tatlandirici olarak %1 sorbitol kullanilmistir. Benzer sekilde, literatiirdeki viral

formiilasyonlara da ayn1 miktarda sorbitol ilave edilmistir (Bayramoglu, 2023).

Laboratuvara getirilen bir¢ok larvanin kendiliginden Olmesi, viriisiin
patojenitesinin yliksek oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, densoviriis izolatlarinin
depolama zararlilarinin biyolojik miicadelesinde 6nemli bir yerel viral patojen kaynagi
olmasi beklenmektedir. Tez ¢aligmasinda, ayni yerel evcil hayvan diikkanindan ¢esitli
zamanlarda toplanan farkli asamalardaki tiim larvalarin baslangicta yavas hareket
ettigini ve onemli bir kisminin birka¢ giin sonra viicutlarmin siyahlastigi ve 6ldigi
gbzlemlenmistir, bu da viriisiin bocekleri yetistiren ve satan evcil hayvan diikkaninin
bocek kiiltiiriinde nesiller boyunca bulastigini diisiindiirmektedir. Bu ¢alisma, in vivo
veya in vitro olarak densovirlslerin biylk 6lcekli Gretimi ve formilasyonu Uzerine

calismalarin Oniinti agmaktadir.

Hazirladigimiz bocek ilaci, endiistriyel sektorde cok etkili olacak bir etki
spektrumuna sahiptir. Bunun nedeni, depolarda saklanan makarna, arpa ve bugdayin T.
molitor tarafindan ciddi sekilde zarar gérmesidir. Bu bocek, iiriinlerin dis ambalajina
zarar verdigi ve {riiniin iceriginde kalintilar biraktigi i¢in bliylik iirlin kaybi
yasanmaktadir. Bu kayip, bize finansal, is giici ve hammadde kayiplarina neden
olmaktadir. Ayrica, bu bdcek tarafindan kontamine olmus iiriinlerin satigi, insan sagligi
uzerinde bircok olumsuz etkiye sahiptir (Stoops J. C., 2016). Nitekim, son zamanlarda
yapilan bircok c¢aligma, T. molitor larvalarinin ¢esitli insan patojenik bakteriler
(Enterobacter spp., Klebsiella spp., Erwinia spp., Pantoea spp., Enterococcus spp.,
Staphylococcus spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp. ve Clostridium spp. (Stoops J.
C., 2016) (Garofalo, 2019) (Pollinger-Zierler, Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758):
Microbiological screening of feed for a safe food choice, 2023). Bu durum, depolanan
urtnlerin hijyeninin bozulmasina yol agar ve bunlari tiiketenlerin sagligini tehlikeye
atar. Su anda prototip olarak gelistirmekte oldugumuz bu {iriin biiylik 6lcekte tiretilirse,

bu bocek ilaci piiskiirtiilen depolarda bu bocek kontrol altina alinacak ve yukarida
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bahsedilen kayiplar 6nlenecek, endiistriyel tiretim fabrikalarinda bir¢ok kayip dnlenecek

ve iilkemiz ekonomisi ve sagligi agisindan 6nemli bir adim atilmis olacaktir.

40



6. SONUC ve ONERILER

Sonuglar

Giliniimliz diinyasinda, mahsul baskis1 ve pestisitlerin dikkatsiz kullanimi
ekosistemlerin siirdiiriilebilirligini tehdit ederken, yenilik¢i biyolojik alternatiflerin kesfi
acil bir ihtiya¢ haline gelmistir. Parvoviridae familyasina ait densoviriisler, zararli
boceklerle miicadelede benzersiz etki mekanizmalar1 ve olumlu gevre profilleriyle umut
verici bir ¢0ziim olarak o©ne ¢ikmaktadir. Bu virilislerin biyolojik miicadelede
kullanilmasi, zararlt popiilasyonlarinin secici olarak hedef alinmasini saglamakla
kalmaz, ayn1 zamanda kimyasallara daha az bagimli ve daha siirdiiriilebilir bir miicadele
yontemi sunarak biyolojik ¢esitliligin korunmasina da katkida bulunur. Densoviriislerin
DNA viriisleri olmasi ve DNA onarim mekanizmasina sahip olmasi, viriislerin konak¢1
spesifikligini degistirecek mutasyonlara ugramasini 6nler (Parry, 2019). Bu o6zellik,
kullanim kolaylig1 saglar ve ekosistem iizerinde herhangi bir olumsuz etkiyi onler.
Ayrica, tiim densoviriislerin konak¢i spektrumu c¢ok dardir, bu da onlar1 biyolojik
miicadelede giivenli hale getirir. Densoviriislerin omurgasizlara 6zgii olmasi, oral
enfeksiyonla ¢cogalabilmesi, stabil olmasi ve konakg¢ida belirgin morfolojik semptomlar
gOstermesi gibi birgok avantaji vardir (Pigeyre, 2019). Tim bu nedenlerle,
densoviriislerin biyolojik kontrol ajanlar1 olarak kullanimi mevcut literatiirdeki bir¢ok
calismada yer almaktadir ve gelecekte etkili bir biyolojik ajan olarak kullanimi

ongorulebilir.

Bu tez calismasinda basariyla sonuglanan prototip formiilasyon, biiylik 6lgekli
hale getirilirse liretim sektorii basta olmak tizere bircok sektdr igin Glkemizin sanayi
alaninda mevcut durumu iyilesebilir ve hem insan sagligi hem de ¢evremiz agisindan

daha 1yi sonuglar dogurabilir.

Ayni zamanda bu tez caligsmasi, Tiirkiye’nin 12. Kalkinma Plan1 497.3. sayili
maddesine destek saglamaktadir. Bu formilasyonun patent bagvurusu yapilmis olup,
ruhsatlandirilip patentinin alinmasi durumunda, depo zararlilar ile biyolojik miicadele
kapsaminda kullanilmak iizere kimyasal ilaglara alternatif yerli, etkili, insana ve dogaya

herhangi bir zarar1 olmayan yeni bir ilag piyasaya strtlmesi 6ngorilmektedir.

41



Oneriler

1. Bu tez c¢alismasinda hazirlanan, T. molitor zararlisimin miicadelesinde
kullanilmak iizere densovirlis tabanli prototip formiilasyon, biiyiik Ol¢ekli halinin

hazirlanmasina oncii bir ¢alisma olmustur.

2. Biiytik olgekli bir formiilasyonun hazirlanmasi halinde; tez calismasindaki
laboratuvar biyotestlerinin yani sira depo uygulamasi ile saha ¢alismalar1 yapilabilmesi,

tiretilen bu {irliniin uygun pazar ve seri liretimine imkan taniyabilecegi diistiniilmiistiir.

3. Tez ¢aligmasinda hazirlanan bu formiilasyon makarna, bugday gibi {iriinlerin
paketlerine sikilarak formiilasyonun farkli ortamda oldiriiciiliik degerlendirilmesi

yapilabilir.

4.Bu calismanin daha 6nemli zararlilara karsi (Tribolium spp., Rhyzopertha
dominica, Sitophilus spp, Oryzaephilus spp. vb) benzer nitelikli biyoinsektisitlerin

gelistirilmesine 151k tutabilecegi degerlendirilmistir.

5. Bu calisma bir yiiksek lisans tezi oldugundn dolayr formiilasyon stabilite

testleri 6 ay yapilmistir. Bu siire 2 sene olarak uzatilabilir.

6. Biokiller adli Cin’de tiretilen T. molitor zararlisinin miicadelesinde kullanilan
iirlin ile bu tez ¢calismasindaki {iriin raf 6mrti, stabilite deneyleri ve dldiriiciiliik olarak
karsilagtirilabilir ve Tenebriokiller adli formiilasyon Biokiller ile pozitif kontrol olarak

kiyaslanabilir.
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