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ONSOZ

“Calosoma sycophanta’min L. (Coleoptera: Carabidae)’nin Uretimini Etkileyen
Fungal Patojenlerin Belirlenmesi” isimli bu ¢alisma Karadeniz Teknik Universitesi, Fen

Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali’nda ‘Doktora Tezi’ olarak hazirlanmistir.

Doktora tez konusunu belirleyen, her tiirlii destegi ve imkan1 saglayarak ¢alismalar
siiresince deneyim ve bilgilerini benimle paylasan sayin hocam Prof. Dr. Mustafa

YAMAN’a tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tez calismam siiresince degerli hocalarima ve laboratuvar ¢alismalarinda yardimlarini

esirgemeyen Zooloji-II laboratuvarindaki ¢alisma arkadaslarima tesekkiir ederim.

Calismalarim esnasinda maddi destek saglayan TUBITAK’a (Proje No:1140722)

tesekkiirlerimi sunuyorum.

Canl1 bilimiyle beni tanistiran ve onu sevmeme vesile olan, bilim insan1 olmanin ¢ok
Oonemli bir sey oldugunu yaptig1 calismalarla gosteren, her seyden dnce iyi bir insan olmami
ogiitleyen 16 sene 6nce aramizdan ayrilmis olan sevgili babam Prof. Dr. Saadettin GUNER’i

rahmetle antyorum.

Tiim hayatim ve tez ¢alismam siiresince her tiirlii fedakarliklarla yanimda bulunan
sevgili anneme, kardesime ve biitiin aile bireylerime maddi ve manevi tiim destekleri i¢in

tesekkiir ediyorum.

Tez ¢alismam boyunca bana her tiirlii anlayis1 gosteren, bilgi ve tecriibesini hi¢bir
zaman eksik etmeyen, en zor zamanlarimda beni yeniden ayaga kaldiran sevgili esim Uzm.

Fzt. Murat EMIRZEOGLU na tesekkiir ediyorum.

Beyza Gonca GUNER EMIRZEOGLU
Trabzon 2021



TEZ ETIK BEYANNAMESI

Doktora Tezi olarak sundugum “Calosoma sycophanta L. (Coleoptera: Carabidae) nin
Uretimini Etkileyen Fungal Patojenlerin Belirlenmesi” baslikli bu ¢alismayr bastan sona
kadar damigmanim Prof. Dr. Mustafa YAMAN’m sorumlulugunda tamamladigima,
verileri/Ornekleri  kendim  topladigimi, deneyleri/analizleri ilgili laboratuvarlarda
yaptigimi/yaptirdigimi, baska kaynaklardan aldigim bilgileri metinde ve kaynakcada
eksiksiz olarak gosterdigimi, ¢alisma siirecinde bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun
olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul

ettigimi beyan ederim. 02/07/2021
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Doktora Tezi

OZET

CALOSOMA SYCOPHANTA L. (COLEOPTERA: CARABIDAE)’NIN
URETIMINI ETKILEYEN FUNGAL PATOJENLERIN BELIRLENMESI

Beyza Gonca GUNER EMIRZEOGLU
Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Mustafa YAMAN
2021, 97 sayfa
Calosoma sycophanta L. (Coleoptera, Carabidae) lilkemizde ¢am kesebdcegi olarak bilinen
Thaumetopoea pityocampa (Den. & Schiff.) ile biyolojik miicadele amaciyla gesitli iiretim
laboratuvarlarinda yetistirilmektedir. Ancak laboratuvarlardaki bocek dliimlerinin artmasi sebebiyle
verim azalmaktadir. Entomopatojenik organizmalardan kaynaklanan hastaliklar bu durumun en
onemli nedenidir. Bu ¢alismada, 2016-2021 yillar1 arasinda tiretim laboratuvarlarindan temin edilen
C. sycophanta’daki fungal patojenler arastirildi. Yapilan izolasyonlar sonucunda 3 entomopatojenik
fungus tespit edildi. Tespit edilen funguslar morfolojik olarak incelendi, spor yapilari 6l¢iildd, ITS
bolgelerinin sekans analizleri incelenerek ve filogenik benzerlikleri belirlenerek tiir seviyesinde
teshis yapildi. Yapilan bu ¢aligmalar sonucunda fungus tiirlerinin Beauveria bassiana, Fusarium
proliferatum ve Metarhizium brunneum oldugu belirlendi. Bu fungus tiirleri, C. sycophanta’nin
larvalar1 ve erginleri iizerindeki patojenitesini belirlemek amaciyla test edildi. B. bassiana tiiriiniin
larvalarda %55 oraninda en yiiksek mortalite gosterdigi, F. proliferatum izolatimin son instar
evresindeki larvalarda %100’e varan mortalite gosterdigi, yumurtlama verimini %59’luk oranla en
cok M. brunneum tiiriiniin diigiirdiigii tespit edildi. Ayn1 zamanda B. bassiana tiiriiniin larvalara besin
yoluyla daha az bulastig1 (%16), dogrudan temas sonrasinda goriilen 6liimiin daha yiiksek oldugu
(%58) tespit edildi. Elde edilen bulgular, C. sycophanta tiretim laboratuvarlarinin fungal hastaliklar
acisindan risk altinda oldugunu gostermektedir. Bu tez ¢aligsmasiyla birlikte ilk kez C. sycophanta’da

hastalik olusturan fungal patojenlerin tiir seviyesinde teshisi yapildi ve patojenitesi arastirildi.

Anahtar Kelimler: Biyolojik miicadele, Calosoma sycophanta, fungal patojen, Beauveria sp., Fusarium sp.,
Metarhizium sp..
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PhD Thesis

ABSTRACT

DETERMINATION OF FUNGAL PATHOGENS AFFECTING THE REARING OF
CALOSOMA SYCOPHANTA L. (COLEOPTERA: CARABIDAE)

Beyza Gonca GUNER EMIRZEOGLU
Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa YAMAN
2021, 97 pages
Calosoma sycophanta L. (Coleoptera, Carabidae) is reared in many laboratories for biological
control with Thaumetopoea pityocampa (Den. & Schiff.) known as pest of pine species. However,
the production number of C. sycophanta is in a significant decline because of the increasing insect
deaths in rearing laboratories. The main factor of the decrease is diseases caused by
entomopathogenic organisms. In this study, fungal pathogens in C. sycophanta taken from rearing
laboratories were studied between the years 2016-2021. 3 different fungus isolations were detected.
The fungi were examined morphologically, and their spores were measured. Sequence analyzes of
ITS regions were examined and their similarities with other fungus species were investigated. Thus,
it was determined that the fungus species were Beauveria bassiana, Fusarium proliferatum and
Metarhizium brunneum. These fungus species were tested to determine the pathogenicity of C.
sycophanta on larvae and adults. It was determined that B. bassiana showed the highest mortality
rate of 55% in larvae, F. proliferatum showed up to 100% mortality in larvae in the last instar stage,
and M. brunneum decreased efficiency of ovulation by 59%. At the same time, it was determined
that mortality rate of B. bassiana by direct contact was higher (58%) than by contamination of food
(16%). The results of the study show that rearing laboratories are at risk for fungal diseases. In the
study, entomopathogenic fungus in C. sycophanta were diagnosed at species level and their

pathogenicity was investigated for the first time.

Keywords: Biological control, Calosoma sycophanta, fungal pathogen, Beauveria sp., Fusarium sp.,
Metarhizium sp..
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Bocekler, hayvanlar alemindeki en biiyiik biyokiitleyi olusturan canli grubudur.
Glinlimiizde tanimlanmis 1,5 milyondan fazla bocek tiirti bulunmaktadir, ancak 10 milyon
bdcek tiiriiniin var oldugu tahmin edilmektedir. Boceklerin %97°den fazlasinin insan ve doga
i¢in yararli bocek oldugu, %3’ten az bir kisminin ise tarim ve ormanlik alanlar1 tahrip ettigi
bilinmektedir. Zararli bocekler, 6zellikle iklim degisikliklerine bagli olarak zaman zaman
kitle iiremesi yaparak ormanlarda biiyiik tahribata neden olmaktadir.

Orman; bitki, hayvan ve mikroorganizma gibi canli organizmalarin su, hava, toprak,
sicaklik ve 151k gibi ¢evresel faktorlerle birlikte olusturdugu bir ekosistem olarak
tanimlanmaktadir. Ormanlar kirsal alanlardaki diizenin korunmasinda, yaban hayata yasam
alan1 olusturmasinda, topragin korunmasinda ve su rejiminin diizenlenmesinde ¢ok biiyiik
rol oynamaktadir. Tiirkiye’de 1972 yilinda mevcut olan 20,2 milyon hektar orman varlig
2018 yilinda 22,6 milyon hektara yilikselmistir. Resmi verilere gore artan sadece orman
alanlar1 olmamakta, ayn1 zamanda orman serveti ve yillik cari artim da artmaktadir. 2005
yilinda 1.288.124.772 m® olan orman serveti, 2015 yilinda 1.611.774.193 m¥’e yiikselmistir.
Benzer bir artis da iilke ormanlarindaki yillik cari artimda gerceklesmistir. 2005 yilinda
36.282.291 m® olan yillik cari artim 2015 yilinda 45.904.083 m® olarak gerceklesmistir
(Glinsen ve Atmis, 2019; OGM, 2020).

Tiirkiye, 2019 yili itibariyle 22,7 milyon hektarlik orman varligina sahiptir (OGM,
2020). Toplam ormanlik alanlarin %71,4’li agacsiz orman alanlarint olusturuyorken,
%28,6’s1 agac igeren orman alanlaridir (OGM, 2015). Bu alanlarin %32’sini yaprakli
ormanlar olusturuyorken, %47’sini kizilgam, karacam, sedir ve ladin gibi igne yaprakh
ormanlar olusturmaktadir (Sekil 1.1.). Ozellikle kizilgam tiiriiniin kagit endiistrisi
bakimindan olduk¢a 6nemli oldugu bilinmektedir ve dogal ¢am tiirleri arasinda 6zgiil agirlig
en yliksek olan tiirlerin basinda gelmektedir. Ayn1 zamanda odunu ¢esitli kullanim alanina

uygun olmasi sebebiyle ekonomik degeri yiiksek olan ¢am tiirlerinden biridir.



M ibreliler Coniferous

M Yapraklilar Broadleaved

M ibr.+Yapr. Karigik
Coniferous+Broadleaved
Mixed

Sekil 1. 1. Ibreli ve yaprakli orman alanlar1 dagilimi (OGM, 2020)

Kiiresel 1sinmayla birlikte ¢agimizin en biiyiikk sorunlarindan biri olan kurakligin
Oniine gecilmesi ve su kaynaklarint korunmasi, dogal ¢am tiirlerinin en 6nemli gorevleri
arasindadir.  Bu sebeple ormanlarimizin hastalik ve zararlilara karsi korunmasi
gerekmektedir. Ormanlar, birgok biyotik ve abiyotik tehditle karsilasabilmektedir
(Canakg¢ioglu, 1985). Abiyotik sebepler olarak sicaklik, nem, yagmur, riizgar gibi iklimsel
faktorler ve toprak faktorleri ormanlarda olumsuz etki olusturabilmektedir (Bilgili, 2004).
Biyotik faktorler ise ormanlarimizin varligr iizerinde c¢ok ciddi tehdit olusturmaktadir.
Bunlar arasinda orman yanginlari, zararli bocek popiilasyonlarinin artmasi, zararl bitkilerin
ve mantarlarin olusumu sayilabilmektedir (Bas, 1972). Ozellikle kiiresel iklim sartlar1 ve
zararli boceklerin dengesiz artigiyla birlikte ormanlik alanlarimizda biiyiik tahribatlar
olusabilmektedir (Sekil 1.2.) (OGM, 2020). Bocek istilalarinin olusturdugu tahribatin,
orman yanginlarindan bes kat daha fazla oldugu bilinmektedir. Bu durum zararli béceklerin
olusturdugu tehlikenin ne kadar ciddi oldugunu gdstermektedir. Zararli bocekler ¢ogunlukla
bitkilerin tomurcuk, siirgiin veya yaprak gibi yapilar ile beslenirler. Siirgiin ve yapraklarin
azalmasi bitkinin gelisimi yavaslatarak kurumaya sebep olabilmektedir. Ayn1 zamanda
bitkilerin en énemli savunma mekanizmalarindan biri olan regine salgilamasimnin azalmasi
birgok zararli bocek tiirii i¢in istilaya uygun ortam saglamaktadir.

Tirkiye ormanlarinda tespit edilmis yaklagik 170 zararli bocek tiirti vardir (OGM,
2020). Bu durum, zararli boceklerin ne kadar ciddi bir tehdit unsuru oldugunu ve ayni

zamanda g6z ardi1 edilmemesi gerektigini gostermektedir.



Zararli boceklerin kitlesel bir bigimde artistyla birlikte bitkilerin besin ihtiyacim
sagladig1 yapraklar yiyerek ve su ihtiyacimi sagladigi emici borulardan bitki 6zsuyunu
emerek biiylik tahribatlar olusturabilmektedir. Dolayisiyla, bitkinin dogrudan yasamsal
faaliyetlerini etkilemesinin yaninda ayni zamanda bitkiyi strese sokarak olumsuz kosullara
kars1 daha hassas hale getirmektedir. Boylece kitlesel bocek istilalari genis ormanlik
sahalarinda bulunan agaglarm kurumasina sebep olabilmektedir. Ozellikle Ege ve Akdeniz
bolgesindeki ormanlarimizdaki igne yaprakli agaclara biiyiik zarar veren bazi bocek tiirleri
bulunmaktadir. Bu tiirler Acleris undulata (Wlsghm.), Thaumetopoea solitaria (Frey.),
Acantholyda hieroglyphica (Christ.), Cephalcia abietis (L.), Diprion pini (L.), Neodiprion
sertifer (Geoff.) ve Thaumetopoea pityocampa (Schiff.) ve Thaumetopoea wilkinsoni
(Tams)’dir. Ozellikle A. undulata ve T. pityocampa/wilkinsoni tiirleri agaclarin bilyiimelerini
engelleyerek Olmelerine neden olmaktadir. Cam kesebocegi olarak bilinen T.
pityocampa/wilkinsoni tiiri, kizilgam basta olmak iizere diger ¢am ve sedir tiirlerinin igne
yapraklartyla beslenerek “dumansiz yangin” olarak da bilinen tahribata sebep olmaktadir. 7.
pityocampa/wilkinsoni, Fransa ve Almanya’nin giiney bolgelerinde, Ispanya’da, Isvigre’de,
Cezayir ve Filistin’in kuzey boélgelerinde yayilis gostermektedir (Schimitschek, 1953;
Besceli, 1969; Tosun, 1975; Battisti, 1988; Devkota ve Schmidt, 1990; Mendel, 1990;
Atakan, 1991; Kitt ve Schmidt, 1993). Ayn1 zamanda iilkemizin Marmara, Ege, Akdeniz ve

Karadeniz bolgelerindeki ormanlarinda tahribat olusturdugu bilinmektedir.

2019 Yili ibre-Yaprak Kayip Durum Haritas:

-
o o

IBRE/YAPRAK KAYIP YUZDESI

ORTALAMA

® 0-10%
11-20%
21-30%

® 31-.40%
® 41-50%
® 51-100%

Sekil 1. 2. 2019 y1l1 ibre-yaprak kayip durum haritasi (OGM, 2020)



Son on yilda zararli boceklerin ormanlara etkisi incelendiginde yillik ortalama 331.695
ha alanin etkilendigi ve bu alanlarda yaklasik 351.844 m®'lik yillik kayip oldugu
goriilmistiir (Sekil 1.3.) (T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, 2020).

1.200.000

1,000,000

Kaynp Wlikzan bY"
Etkilemen alan Ma.

Sekil 1. 3. Bocek zararindan etkilenen orman alanlar1 ve kayip miktari
(2008- 2019) (T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1, 2020)

Tiirkiye’de zararli boceklerle miicadele amaciyla genellikle kimyasal ilaglar
kullanilmaktadir (AliNiazee, 1998; Ecevit, 1988). Ancak kimyasal miicadele uygulanan
alanlarda bircok yararli bocek, kus, balik gibi hedef olmayan organizmalarin 6lmesine,
kullanilan ilaglara karsi boceklerde direng gelismesine ve besin zinciri yoluyla insanlarda
cesitli hastaliklara sebep olmaktadir (Ecevit, 1988; Peter, 1984). Bu miicadele yontemi,
kullanim kolaylig1 ve hizli sonuglar vermesi sebebiyle en c¢ok tercih edilen miicadele
yontemi haline gelmistir. Ozellikle 1940’11 yillarda hastalik ve zararlilara karsi pestisit
kullanilmasimin baslanmasiyla kimyasal miicadele popiiler hale gelmis uzun bir siire
boyunca olumsuz etkileri fark edilememistir. Uzun vadede olusan olumsuz etkilere 6rnek
vermek gerekirse, zararlilarla miicadele kapsaminda kullanilan DDT kesfedilmeden once
%7’lik olan iirlin kaybinin, DDT uygulanmaya baglandiktan kirk yil sonrasinda yapilan
calismalar sonucunda %13’e yiikseldigi tespit edilmistir (Wilson, 1990).



Zararlilarin ilaca kars1 direng kazanmasi ve dogal diismanlarinin 6lmesiyle birlikte
dogal denge bozularak ¢ok daha fazla iiriin kayiplarina sebep olmaktadir. Bu sebeplerden
dolay1 giin gectikce biyolojik miicadeleye olan ilgi artmaktadir. Zararlilar ile miicadelede en
uygun yontemin se¢ilmesi hem ekonomik hem de daha ¢ok verim alinabilmesi agisindan
biiyiikk 6nem tasimaktadir. Hedef dis1 organizmalar1 olumsuz etkileyen kimyasal ilaglarin
kullanilmasi, zararliya uygun olmayan miicadele yontemlerinin se¢ilmesi, vb. sebepler
zararl ile miicadeleyi zorlastirmakta, zararlilarin etkisini artirmakta ve boylece ayrilan
ekonomik biit¢eyi de olumsuz etkilemektedir. Tercih edilecek miicadele yonteminin bitki,
hayvan ve insan sagligi iizerinde en az hasara sebep olaninin se¢ilmesi gerekmektedir
(Ceylan vd., 2012). Bu agidan bakildiginda biyolojik miicadele en ucuz, en gevre dostu ve
en slirdiiriilebilir olan yontemdir. Ekonomik ac¢idan bakildiginda tarim alanlarinda kullanilan
100.000 tizerindeki zararli tiiriin %95’inin baski altina alinabildigi bildirilmekte ve yillik
kazancin 400 milyon eurodan fazla oldugu rapor edilmektedir (Costanza vd., 1997).
Biyolojik miicadeleyle birlikte hem orman hem tarim zararlhilarini baski altinda tutan
entomopatojen, parazitoid ve predatdr gibi farkli organizmalar kullanilmaktadir. Ticari
olarak iiretilen ve zararli tiirlere karsi kullanilan bu organizmalar, hedef canlida yiliksek
oldiirticii etki gosterirken hedef olmayan canlilar izerinde olumsuz etki gostermemektedir.

Biyolojik miicadelede yaygin olarak kullanmilan ajanlardan biri entomopatojenik
organizmalardir. Entomopatojenler, konaklarindan ¢ok daha kiiclik yapiya sahiptirler ve
konaklarinda enfeksiyona sebep olurlar. Ticari olarak {iretilerek diinya ¢apinda biyolojik
insektisit olarak kullanilmaktadir. En popiiler biyolojik insektisitlerden biri Bacillus
thuringiensis bakteri tliriinlin kitle iiretimi yapilmasiyla ortaya ¢ikmistir. Giinlimiizde B.
thuringiensis ile birlikte zararli bocek tiirleri popiilasyonlar1 baski altinda tutulmaktadir.
Sadece hedef organizmaya etki eden biyolojik insektisitler iiretilerek biyolojik miicadele
kapsaminda giivenli bir sekilde kullanilmaktadir (Ridgway ve Inscoe, 1998). Biyolojik
miicadelede benzer sekilde kullanilan organizmalardan biri de entomopatojenik
funguslardir. Entomopatojenik funguslar, boceklerde en yaygin goriilen patojenlerden biridir
ve genis bir konak spektrumuna sahiptir.

Entomopatojenik funguslarin enfektif yapilari, temas sonrasinda enfekte olmus bir
bocekten enfekte olmamis konakciya gecebilir. Ayni zamanda yagmur veya riizgarin
hareketiyle birlikte fungus sporlar1 ¢ok daha genis alanlara yayilabilir, boylece zararl
popiilasyonlar1 iizerinde biiylik ¢apta etkili olabilmektedir. Beauveria sp., Fusarium sp.,

Metarhizium sp., gibi bir¢ok entomopatojenik fungus tiirli bircok zararli bocek



popiilasyonunu baskilamak i¢in kullanilan biyolojik kontrol ajanlari olarak bilinir. Bu
patojenler, bocekte enfeksiyon olusturmak i¢in gida ile agizdan alinmasina gerek kalmadan,
bocegin eklem bolgelerine tutunarak igeri dogru niifuz ederler. Ayrica solunum ve sindirim
sistemlerindeki dokulara da bulasarak bocegin 6liimiine neden olurlar (Asad, 2014; Eroglu,
2016). Bu patojenler, karakteristik 6zellikleri nedeniyle zararli bocekler ile miicadelede
ticari olarak tercih edilen organizmalarin baginda gelmektedir.

Biyolojik miicadelede en etkili sonu¢ alinan ajanlardan bir digeri de predator
boceklerdir. Zararli boceklerle beslenen predatdr bocekler, laboratuvar ortaminda kitlesel
olarak yetistirilir ve zararli boceklerin bulundugu dogal ortamlara salinir. Dogal diismanin
ortamda artmasiyla birlikte zararli sayis1 baskilanarak popiilasyon dengede tutulmus olur.
Predator bocekler avlanarak beslenen bocekler grubunda yer almaktadir. Genellikle
avlarindan daha biiytik viicut yapisina sahiptirler. Avindan daha kiigiik viicut yapisina sahip
olan Rhizophagus grandis gibi bazi tiirler de bulunmaktadir. R. grandis, ladin zararlis1 olarak
bilinen Dendroctonus micans (Coleoptera; Curculuonidae) ile miicadelede tilkemizde en ¢ok
bilinen ve en yaygin kullanilan predatdr boceklerden biridir. Ulkemizde birgok ilde kitlesel
olarak predatdr bocek yetistirilen laboratuvarlar bulunmaktadir. Bu kapsamda yetistirilen
predator boceklerden birit de Calosoma sycophanta (Coeloptera; Carabidae) tiirii olup, cam
ve sedir tiirlerinde ciddi hasara sebep olabilen Cam kesebdcegi 7. pityocampa (Schiff.) ve
T. wilkinsoni (Tams) (Lepidoptera: Thaumetopoeidae) ile miicadelede basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Kanat ve Toprak, 2005; Ceylan vd., 2012).

2020 yilinda biyolojik miicadele kapsaminda, ormanlara 61 bin 327 kus yuvasi
yerlestirilirken, yetistirilen 628 bin predatdr bocek zararli bocek popiilasyonlarinin yogun
oldugu alanlara birakilmistir. Her y1l yaklasik 50 farkli zararli bocek tiiriintin olusturdugu
tahribata karsilik, 51 laboratuvarda yetistirilen 4 farkli predatdr bocek tiirli ormanlara
birakilmaktadir. Bu kapsamda sadece 2020 yil1 icerisinde 415 bin C. sycophanta, 155 bin
Rhizophagus grandis, 56 bin Thanasimus formicarius ve 2 bin Torymus sinensis predator
bocek tiirleri yetistirilmistir. 2021 yili i¢in ise 650 bin predator bocek iiretimi yapilmasi
planlanmaktadir (URL-1). 2020 yilinda orman zararlilariyla miicadele kapsaminda toplam
10 milyon 623 bin 498 lira harcanmistir. Bu biit¢e dahilinde 93 bin 790 hektarlik alanda
gergeklestirilen biyolojik miicadele i¢in 4 milyon 398 bin 71 lira kullanilmastir.

C. sycophanta’nin laboratuvarda iiretilmesi ve dogaya salinmasi biiyiik 6l¢iide insan
giicii gerektirmektedir. Uretimi yapilan bu predatdrii etkili bir sekilde kullanmak igin biiyiik

bir caba ve maddi kiilfet harcanmaktadir. C. sycophanta’nin iiretildigi laboratuvarlarda birim



zamanda en yliksek sayida, dogal ortamda yasamay: siirdiirebilecek, zararli ile
beslenebilecek ve iireyerek yeni bireyler olusturabilecek bdcekler yetistirmek
amaclanmaktadir. Bu durumun ger¢eklesmesi, laboratuvarlarda enfeksiyon etmeni
tasimayan  saglikli  bireylerin  yetistirilmesiyle miimkiin  olabilecektir. =~ Ancak
laboratuvarlardaki verimin iiretim asamasinda ve sonrasinda ciddi bir disiis yasadig
bilinmektedir. Bu verim diisiikliigiiniin en 6nemli nedenlerinden biri boceklerde enfeksiyona
sebep olan faktorlerdir.

Bu tez ¢aligmasiyla birlikte, laboratuvarlarinda yetistirilen C. sycophanta’nin yumurta,
larva, pupa ve ergin evrelerinde enfeksiyona sebep olarak verim diisiikliigiine ve erginlerin
etkililiginin azalmasina sebep olan entomopatojenik funguslarin varliginin arastirtlmasi, bu
patojenlerin tanimlanmasi ve Oldiiriiciiliiklerinin belirlenmesi amaclanmistir. Boylelikle
yetistirme laboratuvarlarindaki diisiik verimin sebebi daha iyi anlasilmakla birlikte 7.
pityocampa/wilkinsoni ile kimyasal miicadeleye alternatif kullanilabilecek biyolojik

miicadelenin etkisi artirilabilecektir.

1.2. Thaumetopoeo pityocampalwilkinsoni (Cam Kesebocegi)

1.2.1. Thaumetopoeo pityocampal/wilkinsoni’nin Sistematikteki Yeri

Alem : Animalia

Sube  : Arthropoda

Smif  : Insecta

Takim : Lepidoptera

Aile : Thamethopoeidae

Cins : Thaumetopoea

Tir : Thaumetopoeo pityocampalwilkinsoni



1.2.2. Thaumetopoeo pityocampa/wilkinsoni’nin Yasam Dongiisii

Lepidoptera takiminda bulunan ¢am kesebdceginin erginleri gri renkte 6n kanatlara
sahiptir. Bu kanatlar tizerindeki zikzak ¢izgiler karakteristik 6zellikleridir. Kanat agikligi
yaklasik 4 cm olan arka kanatlar ise beyaz renktedir. Tam baskalagim gosteren bu bocekler,
yagsam dongiisiinii 1 yilda tamamlamaktadir. Disi bireyler iki igne yapragi bir araya
getirmektedir ve yapraklarin iizerine sik bir sekilde yumurtalarin1 koymaktadir. Yumurta
kogani olarak bilinen bu yapida yaklasik 300 yumurta bulunmaktadir. Genellikle Agustos-
Eyliil aylar1 arasinda larvalar yumurtalardan ¢ikmaya baglamaktadir.

Yumurtadan c¢ikan larvalar igne yapragin dip kisimlarinda yogun bir sekilde
beslenmeye baglar ve bu alanin etrafin1 ince aglarla 6rmeye baslayarak yuva olustururlar.
Larvalar, kese olarak da adlandirilan bu yuvalar1 genellikle dallarin u¢ kisimlarina ve catal
yerlerine yapmaktadir. Kese yapisinin yogun giines 1sinlarina ve yiiksek/diistik sicakliklara
kars1 biiyiik bir bariyer olusturdugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda kesenin ag yapist yagmur
sularindan etkilenmemektedir. Cam kesebdcegi larvalar sicakligin +6°C’nin altina diistiigi
durumlarda kese i¢cinde kalmaya devam etmektedir (Eroglu, 2016). Kese icerisinde toplu
olarak yasayan larvalarin, diskilarimi ve degistirdikleri deriyi bu kese i¢inde biraktigi
bilinmektedir. Gilindiiz saatlerinde ¢ogunlukla kese igerisinde dinlenen larvalar, aksam
saatlerinde keseden ¢ikarak igne yapraklarla beslenmeye baslamaktadir. Beslenme amaciyla
kese disina ¢ikan larvalar bazi durumlarda kendilerine ait olmayan keselere donebilmektedir.
Boylece kese i¢indeki larva sayis1 artmakta ve bu durumda da larvalar keseyi biiyiitmektedir.
Orta boyutlardaki bir kese i¢inde ortalama 200 ¢am kesebdcegi larvasi yasamaktadir. Ancak
bliyiik bir kese icinde 1000°den fazla larva yasayabildigi de bilinmektedir. Larva evresi,
yasam dongiisiiniin en uzun evresi olup toplam 5 kere gomlek degisimi goriilmektedir. Cam
keseboceklerinin en ¢ok zarara sebep oldugu evre, 3. larval donem olup biiyiiyen viicut
yapilarina gore istah yogunlugu artmaktadir (Ozkacang, 2002; Kizil, 2013). Bu evredeki
larvalar, agaclarin tomurcuklarina zarar vererek ve igne yapraklarinmi yiyerek oldukga biiyiik
zararlar olusturmaktadir. Ayni1 zamanda insan ve hayvan derilerinde alerjik dermatite sebep
olan ve yaklasik 1 mm boyutundaki viicut killar1 bu evrede gelismektedir. Biiyiik bir larvada
ortalama 630 bin kil bulundugu diistiniilmektedir (Eroglu, 2016).

Olgunlasan larvalar Nisan-Mayis aylar1 arasinda topraga girerek pupa donemini
gecirmeye hazirlanmaktadir. Ortalama 20 cm derinlige inerek etraflarinda 6rmiis olduklar

koza igerisinde pupa olustururlar.



Sekil 1. 4. Cam kesebdceginin kizilgamda olusturdugu kese yapisi

Larvalarin topraga girdikleri yerler nispeten kabarik gorlinmektedir. Pupa evresine
giren larvalarin bir kismi1 ayn1 yil igerisinde erginlesirken bir kismi1 1-3 yil boyunca diyapoz
evresinde kalarak 3-4 yil sonrasinda ergin birey haline gelebilmektedir (Sekendiz, 1985).
Temmuz ayinda sicaklik ve hava basincinin etkisiyle pupalardan ergin bireyler ¢ikmaya
baslamaktadir. Ergin bireyler topraktan ¢iktiktan sonra dncelikle burusuk olan kanatlarin
normal sekline getirir ve kanatlarin1 agarak birka¢ dakika boyunca viicudunu dik durumda
tutar. Sonrasinda kanatlar1 abdomenin iistiine yatirarak yaklasik 3 saat boyunca dinlenir.
Ugmaya hazir duruma gelen ergin bireyler feromon salgilayarak ciftlesmeye uygun
olduklarmin sinyalini verirler. Eyliil-Ekim aylar1 arasinda ucguslarini gerceklestiren 7.
pityocampa/wilkinsoni erginleri, ciftlestikten sonra yumurtalarin1 koyacagi agaca dogru
yonelirler. (Bahadiroglu ve Kanat, 1998). Bu yonlenmede giines 1sinlarinin ¢ok biiyiik etkisi
bulunmaktadir (Demolin, 1969). Disi bireyler yumurtalarini genellikle aksam saatlerinde
agaglara birakmaktadir. Bunun ic¢in 6zellikle seyreklesmis mescereleri ve agaclandirma

sahalarini tercih etmektedirler (Ozgankaya ve Can, 2004).
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1.2.3. Thaumetopoeo pityocampa/wilkinsoni’nin Yayilis1 ve Zarari

Cam kesebocegi hem iilkemizde hem de diinyanin cesitli bolgelerindeki cam
ormanlarinda varlig tespit edilen 6nemli zararli boceklerden birisidir. Filistin ve Cezayir
gibi Akdeniz iilkelerinde goriilen bu bdcek tiiriiniin Fransa, Almanya ve Ispanya gibi Avrupa
kitasindaki iilkelerin ormanlarinda da oldukga ciddi zararlara neden oldugu rapor edilmistir.
Ayn1 zamanda Yunanistan, Bulgaristan, Makedonya, Arnavutluk, Bosna Hersek,
Hirvatistan, Slovenya, italya ve Isvigre’nin giiney sinirlarma yayildig: bilinmektedir (Sekil
1.5.) (Schimitschek, 1953; Besceli, 1969; Tosun, 1975; Battisti, 1988; Devkota ve Schmidt,
1990; Mendel, 1990; Atakan, 1991; Kitt ve Schmidt, 1993). Tiirkiye’de ise bu zararh
bdcegin bir¢cok cografik bolgede bulundugu tespit edilmistir. Ege ve Akdeniz bolgelerindeki

cam ve sedir tiirlerinin yayilis gosterdigi bolgeler basta olmak lizere Marmara ve Karadeniz

bolgelerindeki ormanlarda da bulundugu bilinmektedir (Avtzis, 1998; Canak¢ioglu ve Mol,
1998).

CABI, 2021. Thaumetopoea pityocampa. In: Invasive Species Compendium. ‘ R
Wallingford, UK: CAB International. https://www.cabi.org/isc (NS 2

Sekil 1. 5. Thaumetopoea pityocampa/wilkinsoni’nin yayilis alani, 2021 (URL-2)



11

Cam kesebocegi, gelisimi i¢in 20-25°C sicakliga ihtiyag duymaktadir (Blas, 2000).
Kuru ve sicak gegen mevsimlerde bu zararli hizli bir sekilde yayilabilmektedir. Son yillarda
kiiresel 1sinma sebebiyle yliksek rakimlarda gozlenen sicaklik artisi, bu bolgelerde cam
keseboceginin de yasamasini kolaylastirmaktadir (Battisti vd., 2005; Rozensweig vd., 2007).
Bu sebeple T. pityocampa/wilkinsoni’nin beslendigi ¢am tiirleri ¢esitlenmektedir. italya’da
2100 m’de ergin cam kesebdcegine rastlandigi Wolfsberger (1971) tarafindan rapor
edilirken, Tiirkiye’de 1800 m yiikseklikteki bolgelerde goriildiigii  bilinmektedir
(Canakgioglu ve Mol, 1998).

Cam kesebdcekleri lilkemizdeki igne yaprakli ormanlarda zarara yol acan en dnemli
problemlerden birisidir (Ertugrul, 2002). Cam kesebocegi adindan da anlagilacagi gibi gam
tiirleri {izerinde yayilis gostermektedir. Ulkemizde bu bdcegin zarar verdigi baslica tiirler
Kizilgam (Pinus brutia), Saricam (Pinus sylvestris), Karagcam (Pinus nigra) ve Halep ¢ami
(Pinus halepensis) ve Liibnan sediri (Cedrus libani)’dir (Ozkagang, 2002). Oncelikli besin
kaynagimnin tikkenmesi durumunda Ardi¢ (Juniperus excelsa) agact ile beslendigi de
bilinmektedir.

T. pityocampa/wilkinsoni’nin lilkemizde Marmara, Ege, Akdeniz ve Karadeniz
bolgelerinde 6zellikle cam ve sedirler iizerinde primer zarar olusturdugu bilinmektedir
(Canakgioglu 1998, Kanat ve Toprak, 2005; Ceylan vd., 2012). Cam kesebocegi tirtillarinin
igne yapraklar etrafinda olusturduklart ag, kimyasal ilaglarin kullanimini olumsuz
etkilemekte ve miicadele etmeyi zorlagtirmaktadir.

T. pityocampa/wilkinsoni, ililkemizde yaklasik 5,8 milyon ha yayilist olan basta
Kizilgam olmak iizere, Karagam, Saricam ve Fistikgaminda zarar yapmaktadir. Bu bocek,
iilkemizin kuzey, giiney ve bati kesimlerinde ¢ok genis bir yayilisa sahiptir. Ormanlik
alanlarda her yil tekrarlanan zarar sonucu bonitet ve diger faktorlere de baglh olarak cap
arttiminda %55,1 ve hacim artiminda ise %43,9’a varan artim ve biiyiime kayiplarina neden
olabilmektedir. Ayn1 zamanda T. pityocampa/wilkinsoni larvalarinin ¢gam ormanlarinda ¢ok
yogun salgin yapmasi1 fidanlarda sekil bozukluklarimin olugsmasina neden olmaktadir
(Onaran ve Kati, 2010). Cam kesebocegi istilasina maruz kalan kizilgamlarin biiyiimesi ciddi
oranda yavaglamaktadir (Babur, 2002). Kanat vd. (2010) yaptig1 ¢alisma sonucunda ¢am
keseboceklerinin zarar verdigi ¢amlarin, saglikli camlara kiyasla ¢ap artiminin %11,89 ve
boy artimin %8,6 daha az oldugu belirlenmistir. Bocek istilasina ugrayan bu agaglardaki
artim kayiplar1 ekonomik sorunlari beraberinde getirmektedir. Bunun yani sira ¢am

kesebocegi tirtillariin viicutlarinda bulunan killar ile temas sonrasinda hayvan ve insanlarda
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temas dermatiti, g6z nezlesi, solunum giigliikleri ve astim goriildiigii bilinmektedir (Conrath

vd., 2000; Ekerbiger vd., 2002; Triggiani ve Tarasco, 2002; Ziprkowski ve Roland, 1966).

1.2.4. Thaumetopoeo pityocampa/wilkinsoni ile Miicadele Yontemleri

Cam kesebdcegiyle miicadelede giiniimiize kadar bircok yontem denenmistir. Bu
yontemlerden biri mekanik miicadeledir. Mekanik miicadele kapsaminda cam kesebdceginin
kis mevsimini gecirdigi agac dallar1 makas yardimiyla kesilerek, adacik yontemiyle veya tel
kafeslerde tutularak yapilmaktadir. Baz1 6zel agaclandirma alanlarindaki salginlarda ise
kimyasal miicadele on planda tutulmaktadir. Alternatif olarak kullanilan miicadele
sekillerinden biri de feromon tuzaklarinin kullanilmasidir. Feromon tuzaklari ¢evreye zarar
vermeden miicadele edilmek istenen zararlinin kitleler halinde toplanmalarin1 saglayarak
etkisiz hale getirmektedir (Arslangiindogdu, 1999).

Uygulanan mekanik miicadele, kullanilan kimyasal ilaclar, mikrobiyal ajanlar,
predator bocekler gibi uygulamalar tek basina yetersiz kalmaktadir. Bu sebeple miicadele
sekillerini birlikte kullanarak entegre miicadele edilmesi zorunlu hale gelmistir. Biyolojik
miicadele, diger yontemlerle kiyaslandiginda ¢evreye en az hasar veren yontem olmakla
birlikte en basarili sonuglar1 da verebilen yontemdir (Kanat vd., 2005). Biyolojik miicadele
kapsaminda entomopatojenik patojen, predator bocek ve kus tiirlerinden faydalanilmaktadir.
Cam kesebocegi ile miicadelede Bacillus thuringensis var. kurstaki ve B.t. subsp
thuringiensis patojenlerinin sollisyonlarinin, Parus major (Biiyiik Bastankara kusu) ve C.
sycophanta predatorlerinin ormanlik alanlara salinmasiyla birlikte olumlu sonuglar elde
edilmistir (Tsankov, 1978; Mol ve Kiiciikosmanoglu, 2002; Ozkazang, 2002; Bilgili, 2002;
0ZM, 2013).

1900’li yillarda L. dispar ve E. chrysorrhoea bdcekleriyle miicadele kapsaminda
kullanilan predatér bocek C. sycophanta, daha sonra cam kesebdcegi ile miicadeleyi
desteklemek amaciyla gesitli laboratuvarlarda yetistirilmeye baslanmistir. Bu predator,
yumurta veriminin yiiksek olmasi ve fazla sayida av yakalayabilme kabiliyetine sahip olmasi
sebebiyle ormancilik alaninda biiyiik umut olmustur. (Ferrero, 1985; Weseloh vd., 1995;
Weseloh, 1988; Schafer vd., 1999). Son yillarda zararli boceklerle miicadelede predator
bdcek kullanimi popiiler hale gelmekte ve bu boceklerin verimini artirmak amaciyla yapilan

arastirmalarin sayist giin gectikce artmaktadir.
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1.3. Zararhlarla Miicadele Yontemleri

Ormanlik alanlarda ve tarim iiriinlerinde boceklerden kaynaklanan tahribat milyarlarca
liray1 askin {iriin kaybina ve is giiclinlin bosa harcanmasina sebep olmaktadir. Bu durumun
Oniine gecebilmek amaciyla zararli boceklere karsi ¢esitli miicadele yontemleri ve teknikleri
gelistirilmistir. Bu yontemler zararli bocek popiilasyonunu baskilayarak dengeli diizeye
ulastirmay1 amaclamaktadir. Bu sebeple miicadele edilmek istenen zararl tiirlerin detayl
olarak arastirilmasi miicadeleyi kolaylastirmaktadir. Her miicadele yonteminin dikkatli ve
bilingli bir sekilde uygulanmasi en etkili sonucun alinmasini saglamaktadir. Gelistirilen bu
yontemler fiziksel/mekanik miicadele, biyoteknik miicadele, kiiltlirel miicadele, kimyasal

miicadele ve biyolojik miicadele basliklar1 altinda toplanabilir (Sekil 1.6.).
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Sekil 1. 6. Orman zararlilar1 ve hastaliklariyla miicadele yontemleri (OGM, 2020)
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1.3.1. Fiziksel/Mekanik Miicadele

Insanoglunun zararhlara karsi uyguladigi ilk yontem mekanik miicadele olmustur.
Fiziksel/mekanik miicadele yontemiyle birlikte bocekler cesitli tuzaklar kurularak bocek
popiilasyonu baskilanmaya calisilir. Bu yontem sonucunda zararli bocekler hizli ve etkili bir
sekilde ortadan kaldirilmis olur (Sekil 1.7.).

Tarim arazilerinde ciddi zarar olusturan patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata
Say, 1824; (Coleoptera: Chrysomelidae), domates boynuz kurdu (Manduca
quinquemaculata, Haworth, 1803; Lepidoptera: Sphingidae)) ve Meksika fasulyesi bocegi
(Epilachna varivestis, Mulsant, 1850; (Coleoptera: Coccinellidae) gibi tiirler icin elle
toplama yontemi kullanilabilir. Bunun yani sira yumurtalarimi kiimeler halinde koyan
Lymantria dispar (L.) gibi boceklerin yumurtalar1 toplanarak miicadele edilebilmektedir.
Yine benzer sekilde yumurtalarini igne yapraklar iizerine birakan ¢am kesebocegi (7.
pityocampa (Schiff.), T. wilkinsoni (Tams)) veya siirglinlere birakan Malacosoma neustria
(L.) ile miicadelede yapraklar veya siirgiin uclar toplanabilmektedir. Yaprak etrafinda kese
olusturan ¢am kesebocegi gibi boceklerin keseleri de makasla kesilerek toplanmasi
gerekmektedir. Ancak bu siirecte toplanan keseler, istilaya ugramamis agaglara zararli

boceklerin yumurtalarini bulagtirmamak amaciyla su solu adaciklar tizerinde tutulmaktadir.

Sekil 1. 7. Thaumetopoeo pityocampalwilkinsoni
larvalarinin topraga inmesini engellemek
amaciyla kullanilan tuzak yontemi (URL-3)
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1.3.2. Biyoteknik Miicadele

Cesitli tekniklerle zararli organizmalarin normal seyrindeki davraniglarinin ve
yasayisinin engellenerek kontrol altina alinmasi amaglanmaktadir. Biyoteknik miicadelede
zararli dogrudan oldiiriilmemektedir, ancak ¢esitli feromonlar, yapiskan tuzaklar, 151k ya da
su tuzaklar1 kullanilarak popiilasyon baskilanabilmektedir.

Disi bocekler, erkek bocekler tarafindan kolay bulunabilmek ve ¢iftlesebilmek i¢in
feromon olarak bilinen koku salgilarlar. ilk kez 1959 yilinda ipek bdcegi feromonunun
kimyasal yapist tanimlanmistir. Giiniimiizde bu hormonlar, dogal ya da sentetik olarak
tiretilip zararlilara karst miicadelede kullanilmaktadir. Genellikle polietilenden yapilmis
araclarin igerisine feromon kokusu iiretilip doldurulmaktadir. Feromonlar, zararlilarla
miicadelede gesitli amaglarla kullanilabilmektedir. Ornegin, izleme yapilarak zararli bdcegin
bir bolgeden baska bir bolgeye gecisi veya poplilasyonlarin takibi yapilabilmektedir. Diger
taraftan zararli bir tlriin disi ile erkeginin birbirini bulmasi engellenebilir. Boylece
ciftlesmenin ve popiilasyon artisinin oniine gecilebilmektedir. Ayn1 zamanda bdceklerin

hayat safhalarina gecisi geciktirerek veya durdurarak miicadele edilmektedir.

1.3.3. Kiiltiirel Miicadele

Kiiltiirel miicadele ile birlikte mahsul rotasyonu ve sanitasyon gibi uygulamalarla
toprag1 zararlilara kars1 elverisiz hale getirilmektedir. Toprak bakimi diizenli yapilarak,
islenerek, giibrelenerek ve yabani otlar temizlenerek toprakla ilgili yapilmas: gereken
stiregleri kapsar. Bu yontemlerden biri olan mahsul rotasyonuyla zararliya duyarli olan bir
mahsul ile duyarli olmayan farkli bir mahsul degistirilmekte, bdylece zararlinin ag
birakilmas: amaglanmaktadir. Diger bir yontem ise sanitasyondur. Sanitasyon ile birlikte
toprak yabani otlardan temizlenir. Boylelikle yabani otlarda rahatlikla ¢ogalabilen yaprak
bitleri, akarlar ve beyazsinekler gibi zararlilar uzaklastirilmis olur. Bagka bir yontem ise
zararlinin  ¢ogalmasmin istenmedigi mahsuliin yakininda tuzak mahsul olaninin
olusturulmasidir. Ekim zamanlar1 dikkatlice diisliniilerek uygulanan bu yontemle birlikte

bir¢ok zararli bocegin asir1 ¢ogalmasinin 6niine gecilebilmektedir.
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1.3.4. Kimyasal Miicadele

Kimyasal miicadelede, zararli boceklerin beslenmelerini, ¢ogalmalarin1 engellemek,
yasam dongiilerini olumsuz etkilemek veya dogrudan 6ldiirmek amaciyla ¢esitli kimyasal
ilaglar kullanilmaktadir. Kullanilan bu maddeler sentetik ve toksiktir. Ayn1 zamanda bu
kimyasal tirinler, dogal iirlinlerin taklitleri sentezlenerek veya tamamen sentetik malzemeler
olarak iiretilmektedir. Pestisit olarak bilinen bu kimyasal ilaclar, zararli boceklerin tiremesini
engelleyerek asir1 popiilasyon artiglarini baskilamay1 ya da dogrudan bdcekleri 6ldiirmeyi
saglayan toksin maddeler icermektedir. Bu amagla hem tarim ve ormancilikta kullanilmakta
hem de bulasict hastalik etmenlerini tasiyan sivrisinekler gibi boceklerle miicadelede ¢ok
biiyiik rol almaktadir.

Kimyasal ilaglarin bircok predatdr, ar1 ve ipek bocegi gibi ekonomik 6nemi olan
yararli bocekleri olumsuz etkilemesi ¢ok biiylik bir dezavantaj olmaktadir. Ayn1 zamanda
besin yoluyla toksik maddelerin hedef-dis1 organizmalara tasindigi ve insanlar {izerinde de
cok ciddi yan etkiler olusturdugu bilinmektedir. Uygulanan kimyasallarin %6’s1 miicadele
edilen zararliya etki ederken, %94°liikk kismi ise hedef-dis1 organizmalara etki etmekte ve
cevresel problemlere sebep olmaktadir (Yildiz vd., 2015). Bununla birlikte ila¢ uygulamasi
yapan ¢alisanlar/¢iftciler de ¢ok biiyiik risk altinda kalmaktadir. Bunun yani sira yogun ve
bilingsiz pestisit kullanimi1 zararli boceklerde direng olusmasina neden olmakta, uzun vadede
uygulanacak ilaclar bocekler iizerinde etkisiz hale gelmektedir. Yapilan ¢aligmalar, 450’ye
yakin zararli bocek tiirliniin kimyasal ilaglara kars1 direng gelistirdigini ortaya koymustur
(Kence ve Kence, 1992). Ayn1 zamanda biriken pestisit maddeleri yer alt1 su kaynaklarinda,
toprakta ve havada birikerek ekolojik bircok problemin olugsmasina ortam saglamaktadir
(Zeren ve Erem, 2000).

Kimyasal miicadele diger miicadele yontemlerine gore nispeten daha ucuz olsa da
cevreye verdigi zararlar géz ardi edilemeyecek kadar fazladir. Bu sebeple ¢evreye zarar
vermeyen alternatif miicadele yontemlerinin kullanilmasi giin gegtik¢e daha da 6nemli hale

gelmektedir.

1.3.5. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele, zararli organizma popiilasyonunun olumsuz etkisini en aza

indirmek amaciyla dogal diismanlarmin kullanildigr miicadele yontemidir (Eilenberg vd.,
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2001). Tarimda yaygin bir sekilde kullanilan kimyasal insektisit kalintilarinin bir¢cok canli
icin bilyiik tehdit olusturmasiyla birlikte gelistirilen alternatif bir miicadele seklidir. Besin
zinciri mekanizmalarindan yararlanilarak gelistirilen biyolojik miicadele yontemi ¢evre
dostu ve en iimit verici slirdiiriilebilir miicadele yontemi haline gelmistir. Bu sebeplerden
dolayi glinden giine daha popiiler hale gelmektedir (Y1lmaz, 2004).

Biyolojik miicadelede kullanilan ajanlar olduk¢a cesitlilik gostermektedir.
Enfeksiyona sebep olan bakteri, viriis, nematod, protozoa gibi mikroorganizmalar konak
ozgiilliigii ve segiciligi gosterdiklerinden ¢ok daha fazla tercih edilmektedir. VIDIL (Viral
Diseases of Insect in the Literature Database) ve EDWIP (The Ecological Database of the
World’s Insect Pathogens) verilerine gore 168 viriis tiirii, 52 bakteri tiirii, 1.504 protozoa
tiirli, 146 nematod tiirli ve 411 fungus tiiriinii iceren 2285 farkli mikroorganizma tiiriiniin,
9.407 bocek tiirtiyle iligkili oldugu tespit edilmistir (Braxton vd., 2003).

Gegmisi M.S. 265-1200 predator veya parazitoid bocek, amfibi, siirlingen, balik, kus
ve memeli tiirlerinin de biyolojik miicadele kontrol ajan1 olarak kullanildig1 bilinmektedir
(Liu, 1939; Sezen, 2004; Ogurlu, 2000). Bir zararli ile miicadele etmek i¢in bir bocek
tiirlinlin kullanimina iliskin yayinlanmis ilk rapor M.S. 265-420 yillarinda Cin’li bilim adam1
Ji Han tarafindan yazilmis "Giiney Bolgelerinin Bitkileri" adli eserdir. Bu eserde
Oecophyllasmaragdina (Fabricus) (Hymenoptera: Formicidae) cinsine ait avci karincalarin
yuvalariyla beraber sattigindan ve bu karinca tiirleri olmadan narenciye meyvelerinin biiyiik
zarar goreceginden bahsedilmektedir (Peng, 1983). Ayni zamanda avci karincalarin 1200°1i
yillarda Yemen’deki palmiye agaci Arabistan’daki hurma agaci zararlilarina karsi
kullanildig1 da bilinmektedir (Ogurlu, 2000). Linnaeus’un 1763 yilinda yaptig1 aragtirmalar
sonucunda zararli boceklerle miicadelede 6zellikle baz1 Lepidoptera tiirlerine karsi C.
sycophanta (L.) (Coleoptera:Carabidae) tiirliniin kullanilabilecegini rapor etmistir (US
National Research Council, 1996). 1840 yilinda ise Fransa’da kavak agaglarinda biiyiik
zarara sebep olan Lymantria dispar (L.) (Lepidoptera: Lymantriidae) bocegi ile miicadelede
C. sycophanta (L.)’dan yararlanilmistir (Eroglu, 2016).

Ik genis capli biyolojik miicadele galigmalari ise 1905 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri tarafindan baslatilmistir. Oncelikli olarak ¢ingene giivesi olarak bilinen Lymantria
dispar ve kahverengi kuyruklu giive olarak bilinen Euproctis chrysorrhoea tiirlerinin dogal
diismanlar1 iizerinde arastirmalar yapilmistir. Bu kapsamda her iki tiir icin de dogal
parazitoid diismanlar1 belirlenmis ve zararlilarin bulundugu bolgelere yerlestirilmistir.

Yapilan bu ¢aligmalarla birlikte zararl tiirler ile tam olarak miicadele edilemese de salginin
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sikliginin, siiresinin ve siddetinin azaltilmasi saglanmistir. Boylelikle biyolojik miicadele
arastirmalarinin temeli olusturulmustur (Coulson vd., 2000).

Tirkiye’de biyolojik miicadele kapsaminda yapilan ilk ¢alisma 1912 yilinda Siireyya
Ozek tarafindan yapilmistir. Ozek, Fransa’dan elma pamuklu bitine kars1 Aphelinus mali
(Hold.) tiiriinii ve Mersin’de Icerya purchasi (torbali kosnil)’e karst Rodolia cardinalis (ugur

bocegi) (Muls.) tiiriinii getirerek biyolojik miicadele amaciyla kullanmistir (Eroglu, 2016).

1.3.5.1. Parazitoitler

Parazitoid bocekler, bir bocege yumurtasini birakarak larval donemi orada gegiren ve
sonrasinda bocegin Oliimiine sebep olan, dlen bdcek kadavrasindan ¢ikip biyolojisini
tamamlayarak erginlesen canlilar olarak bilinmektedir. Parazitoidler tek bir konak viicudu
lizerinde ya da igerisinde larva olarak gelismektedir. Konak viicudu iizerinde yasayanlar
ektoparazitoid, konak viicudu igerisinde yasayanlar ise endoparazitoid olarak
adlandirilmaktadir.

Parazitoidler kolay iiretilebilmeleri ve dar konak araligina sahip olmasi sebebiyle
biyolojik miicadelede siklikla kullanilmaktadir. Bu kapsamda kullanilan tiirlerin ¢ogu
Hymenoptera ve Diptera takimlarinda yer almaktadir.

1883 yilinda P. bressicae ile miicadele i¢cin A. glomeratus (L.) (Hymenoptera:
Braconidae) tiirii Ingiltere’den Amerika’nin gesitli eyaletlerine gonderilen ilk parazitoid tiir
olmustur. Yine benzer sekilde Italya’da dut kosnili Pseudaulacaspis pentagona (Targioni)
(Hemiptera: Diaspididae) ile miicadele kapsaminda Encarsia berlesei (Howard)
(Hymenoptera: Aphelinidae) parazitoid tirii, Fransa’da elma pamuklu biti Erisoma
lanigerum (Hausmann) (Hemiptera: Aphididae) ile miicadelede Aphelinus mali (Hald)
(Hymenoptera: Aphelinidae) parazitoid tiirii kullanilmistir (Eroglu, 2016).

1.3.5.2. Entomopatojenik Organizmalar

Entomopatojenik organizmalar, boceklerde ¢esitli hastaliklara ve 6liime sebep olan
bakteri, viriis, fungus, nematod ya da protozoa kokenli canlilar olarak bilinmektedir (Lipa,
1975). Entomopatojenler bdcegin beslenmesini azaltabilir, liremesini ve gelisimini

yavaslatabilir veya engelleyebilir, hatta 6liimiine neden olabilir. Bu organizmalarin sebep
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oldugu hastaliklar, bocek popiilasyonunun yogun oldugu ortamlarda dogal bir sekilde
cogalabilir ve yayilabilir. Dogada bulunan entomopatojenler, bocek popiilasyonlarinin
dengelenmesinde ¢ok biiyiik rol oynamaktadir. Ayni zamanda entomopatojenler, zararl
bocek popiilasyonunda bireyden bireye bulasarak enfeksiyonun bir sonraki generasyona
ulagabilmesini saglamaktadir.

Biyolojik miicadele kapsaminda, enfeksiyon tespit edilen boceklerdeki patojenler izole
edebilir ve oldugu haliyle ya da gelistirilerek ticari iiretimleri yapilabilmektedir. Kitlesel
olarak {retilen bu ticari entomopatojenler, dogal ortaminda bulunan zararli bocekler
tizerinde uygulanabilmektedir. Birgok entomopatojen, tarla ve seralarda, ormanlik alanlarda,
depolanmuis liriinlerde ve tibbi alanlarda zarara sebep olan vektor ya da zararli boceklerle
miicadelede kullanilmaktadir. Boylece zararli bocek popiilasyonu dengede tutularak
olusabilecek zarar en aza indirgenmeye calisilmaktadir.

Entomopatojenik organizmalar tiire 6zgii enfeksiyon olusturmaktadir. Bu sebeple
sadece istenen zararli iizerinde etkili olurlar, hedef dis1 canlilara zarar vermezler. Ayni
zamanda =zararl tiirlerin dogal dlismanlarinin korunmasi, besinler iizerinde kalinti
birakmamasi1 ve ekosistemdeki biyolojik ¢esitliligin siirdiiriilmesi sebebiyle biyolojik
miicadelede entomopatojenlerin kullanimi son yillarda arastirmalarin ilgi odagi olmustur.
Ancak bu organizmalarin dogal ortamda uygulanabilmesi i¢in c¢esitli faktorlere dikkat
edilmesi gerekmektedir. Iklim sartlarinin olumsuzlugu, zararli bocegin yasam evresi ile
uyumsuz olmasi, ortamda uygulanan pestisit varligi gibi sebepler miicadele siirecini oldukca
fazla etkileyebilmektedir. Bu sebeple entomopatojenlerin uygulanma zamaninin dogru
secilmesi biyolojik miicadelenin daha etkili olmasini saglamaktadir (Agrios, 2005; Uneke,

2007).

1.3.5.2.1. Entomopatojen Bakteriler

Bakteriler tek hiicreli ve prokaryotik olup, gelismis organelleri bulunmayan,
mikroskobik canlilardir. Bu canlilar, tabiatta neredeyse her yerde bulunmaktadirlar.
Bakteriler hareketli veya hareketsiz olabilirler. Spor olusturarak olumsuz kosullara karsi
kendilerini daha dayanikli hale gelebilirler.

Dogada boceklerde enfeksiyon olusturan ve sonrasinda 6liime neden olan birgok
bakteri tiirii bulunmaktadir. Boceklerle 6zellesmis bu bakteriler entomopatojenik bakteriler

olarak bilinmektedir. Entomopatojenik bakteriler glinlimiizde tarim ve seralarda, ormanlik
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alanlarda siklikla uygulanmaktadir. Boylece boceklerin kitlesel olarak 6lmelerine sebep
olarak popiilasyon sayis1 baski altinda tutulabilmektedir (Canak¢ioglu, 1989).

Biyolojik miicadelede ¢ogunlukla spor olusturan entomopatojenik bakteriler tercih
edilmektedir. Spor olusturan bakterilerin yiiksek veya diisiik sicaklik ve kuralik gibi olumsuz
kosullara karsi daha dayanikli oldugu bilinmektedir. Spor olusturan bakteriler, bocek
viicuduna girdikten sonra endosporlar ve endotoksinler olustururlar. Olusturduklar1 toksin
maddeler birikerek bocegin Oliimiine sebep olurlar. Bacillus thuringiensis, biyolojik
miicadelede en sik kullanilan entomopatojenik bakterilerden birisidir. Ozellikle Lepidoptera
larvalari, sivrisinek larvalar1 ve Afrika’da nehir korliigii hastaliginin tagiyicist olan simuliid
karasinekler ile biyolojik miicadelede siklikla kullanilirlar (Eroglu, 2016). Bakteriler, bocek
viicuduna besin yoluyla girebildikleri gibi nematod, parazit ve predatdér vasitasiyla da
tasiabilirler. Istahsizlik, ishal ve bagirsak felci gibi belirtiler basladiktan bir siire sonra

septisemi gergekleserek bocek 6liimii meydana gelmektedir.

1.3.5.2.2. Entomopatojenik Viriisler

Viriisler, dar konak araligina sahip olmalar1 ve konaklarinda yiiksek insektisidal etki
gostermeleri sebebiyle ticari olarak tiretilmekte ve biyolojik miicadelede kullanilmaktadir.
Entomopatojenik  viriisler, bodcekler {izerinde en etkili enfeksiyon olusturan
mikroorganizmalarin basinda gelmektedir. Bocek popiilasyonlarinda en hizli enfeksiyona
sebep olan, en hizli yayilabilen ve en yliksek oldiiriiciiliige sahip olan mikroorganizmalar
olarak bilinmektedir. Bu 6zellikleri sebebiyle bocekleri enfekte ederek bocek salginlarini
kontrol altinda tuttuklar1 bilinmektedir (Steinhaus, 1956).

Giliniimiizde 500 eklembacakl tiirtinden 450°den fazla viriis tanimlanmistir ve en az
16 familyanin zararli bocekler tizerinde etkilerinin oldugu rapor edilmistir. (Tanada ve Kaya,
1993). Viriisler, bir¢ok bocek takimiyla baglantilidir. Biiyiik bir kisminin Lepidoptera
(%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera (%4) takimlarinda bulundugu bilinmektedir.

Viriisler ¢ogunlukla besin yoluyla bulagsmaktadir. Viicuda yerlesen viriis, bocegin
dokularinda ¢ogalmaya baslar ve bagirsak yoluyla enfeksiyonu baslatir. Bocek i¢
dokularmin viriis tarafindan tamamen parcalanmasi ve hemosdliin inkliizyon yapilariyla
dolmasiyla birlikte 6liim gergeklesir.

Biyolojik miicadele kapsaminda Cydia pomonella (elma i¢ kurdu)’ya karsi Cydia

pomonella granulovirus (CpGV) ticari olarak {iretilip etkili bir sekilde kullanilmaktadir.
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Benzer sekilde ormanlarda biiyiik zarara sebep olan L. dispar ile miicadelede havadan

yapilan LANPV (Lymantria dispar nukleopolihedrovirus) uygulamasi yapilmaktadir.

1.3.5.2.3. Entomopatojenik Nematodlar

Entomopatojenik nematodlar, béceklerde parazit olarak yasayip enfeksiyon olusturan
ve daha sonra dliimlerine neden olan canlilardir. Ik entomopatojenik nematod, 1923 yilinda
Steiner tarafindan Apleclana kraussei (Steirnernema kraussei) olarak tanimlanmistir. Ancak
o donemde bu nematod tiiriinlin sistematikteki yeri tam olarak anlasilamamaistir. Steiner’in
1929 yilinda yapmis oldugu ¢alismalar sonucunda farkli bir entomopatojenik nematod tiirii
(Neoaplectana glaseri) tespit edilmis Oxyuridae familyasi i¢inde tanimlanmistir. Bu
nematod tiirii ilk defa Popillia japonica (Japon bocegi)’ya karsi kullanilmistir.

Boceklerle biyolojik miicadelede entomopatojenlerin kullaniminda en etkili basari
saglayan yontemlerden biri nematod kullanimidir. Yiiksek virulansa sahip olan bu
patojenler, konaklarin1 24-48 saat icerisinde oldiirebilirler. Ayni zamanda in vitro ortamda
kolayca iiretilebilir ve gilivenli bir sekilde uygulanabilirler. Bir entomopatojenik nematod
tiri veya susu, sadece hedeflenen organizmaya etki etmektedir. Bu sayede hedef disi
canlilara zarar vermemekte ve ¢evreye olumsuz etki birakmamaktadir. Giiniimiizde
entomopatojenik nematodlar ticari potansiyeli en yiiksek ikinci mikrobiyal insektisid

grubunu olusturmaktadir.

1.3.5.2.4. Entomopatojenik Protistler

Entomopatojenik protistler, boceklerde enfeksiyona sebep olan tek hiicreli hayvanlar
olarak tanmimlanmistir. Bu organizmalar da diger entomopatojenler gibi bocek
popiilasyonlarini diizenleyerek baski altinda tutmaya c¢alisirlar (Maddox, 1987).

Bazi entomopatojenik protistler, bir bocegin herhangi bir dokusunu enfekte edebilme
kabiliyetinde olabildigi gibi bazilar1 sadece larva evresinde ya da ergin evresinde 6zel
dokular1 enfekte edebilir. Bu mikroorganizmalar yalnizca canli konak viicudunda gelisebilir.
Ayn1 zamanda ara konaga da ihtiya¢ duyabilmektedirler. Meydana gelen enfeksiyon
sonrasinda boceklerde istahsizlik ile birlikte zayiflama goriilmeye baglar. Cogunlukla yasam

kalitesini diisiirerek kronik hastaliklara sebep olur ve diger patojenlere karsi bocegi daha
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hassas hale getirir. Bir entomopatojenik protistin, bocek viicudunda enfeksiyon olusturmasi
haftalar1 alabilir. Bu sebeple bu patojenlerin viriilans1 diger entomopatojenlerle
kiyaslandiginda ¢ok daha diisiiktiir (Hoffman ve Frodsham, 1993). Boceklerin diskisiyla
ortama dagilan bu mikroorganizmalar diger boceklere bulasarak popiilasyonda kronik
hastaliklarin meydana gelmesini saglar. Mikrospora tiirlerinden biri olan Nosema locustae

ticari olarak iiretilip ¢ekirge ve kriketler ile biyolojik miicadelede kullanilmaktadir.

1.3.5.2.5. Entomopatojenik Funguslar

Entomopatojenik funguslar, en yaygin bulunan bocek patojenleri arasinda yer
almaktadir.  Bombyx mori (ipek bocegi) (L.) (Lepidoptera: Bombycidae)’de beyaz
muskardin hastaliginin tespit edilmesiyle birlikte arastirmacilar i¢in popiiler hale gelmistir
(Hall ve Papierok, 1982). Bircogu zararli bocek popiilasyonunu baskilamak amaciyla
mikrobiyal miicadele etmeni olarak kullanilmaktadir (Hall vd., 1982). Ancak konak
seciciliklerinin olmamasi1 sebebiyle faydali boceklerde istenmeyen hastaliklara sebep
olabilmekte, bu ylizden kullanim alanlar1 sinirl kalmaktadir. Giintimiizde 700’{in {izerinde
tanimlanmis entomopatojenik fungus tiiri bulunmaktadir. Diger patojenlere gore ¢cok daha
genis bocek gruplarini enfekte edebilen fungus tiirlerinin yani sira spesifik konak seciciligi

gosteren tiirler de bulunmaktadir (Roy vd., 2006).

1.3.5.2.5.1. Entomopatojenik Funguslarin Siniflandirilmasi

Entomopatojenik fungus tiirlerinin ¢cogu Ascomycota ve Zygomycota boliimlerinde
bulunmaktadir (Roy vd., 2006). Taksonomik olarak incelendiginde, entomopatojenik veya
entomoparazitik fungus gruplar olustugu goriilmektedir.

Entomopatojenik funguslarin siniflandirilmasi morfolojik ve molekiiler karakterler
kullanilarak yapilmaktadir. Boceklerde olusan enfeksiyonun sekli, besiyeri ilizerindeki
koloni rengi ve morfolojisi, hif yapisi, hiflerin septali olup olmamasi, spor tipleri, sporlarin
zincir halinde olup olmamasi, spor boyutlarinin 6l¢timleri, konidyum ve konidyoforlarin
sekli ve boyutlar1 gibi 6zellikler morfolojik tiir tayini yapilirken kullanilan baglica
karakterlerdir (Humber, 1997).
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Bir¢ok fungus tiirii morfolojik olarak tespit edilse de PCR tabanli yapilan molekiiler
tiir tayinlerinin sonuglar1 daha kesin olmaktadir. Ornegin, uzun yillar boyunca Beauveria ve
Metarhizium tiirlerini birbirinden ayirt etmek igin spor sekli ve olgiisii kullanilmaktaydi.
Ancak yapilan caligmalarla birlikte her iki cinsin kriptik tiirler icerdigi ve bu tiirlerin
morfolojik olarak ayirt edilemeyecegi anlagilmistir (Meyling, 2008; Rehner ve Buckley,
2005; Bischoff vd., 2009). Molekiiler tiir tayinleri ile birlikte sadece tiir teshisi degil ayni
zamanda filogenileri aydinlatilabilmekte, tiir sinirlar1 belirlenebilmekte ve genetik ¢esitliligi
incelenebilmektedir. Ozellikle Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae izolatlari
karakterizasyonunda kullanilan PCR metodlari, bu fungus tiirleri arasindaki genetik
cesitliligin biiyiik oranda farkli oldugunu ortaya koymustur (Meyling, 2008).

Pek ¢ok organizmanin DNA dizi analizi i¢in spesifik bolgelere bakilmakta, boylelikle
filogenetik agaclar ile akrabalik dereceleri belirlenmektedir. Fungus tiirlerinin spesifik ITS,
EF1-a ve 18S gen bolgeleri bulunmaktadir. Bu bolgeler korunmus bolgeler olup tiir ici
cesitlilik gostermesinden dolayr siniflandirmalarda ve tiir tayinlerinde kullanilabilmektedir
(Driver vd., 2000; Muro vd., 2003; Meyling, 2008, Rehner vd., 2006; Pantou vd., 2003).
DNA sekans analizleriyle birlikte elde edilen veriler, GenBank’ta yer alan diger fungus
tiirlerinin DNA dizileri ile karsilastirilarak tiirler arasindaki akrabalik dereceleri ortaya
cikarilmaktadir. Bu sebeplerden dolayr morfolojik olarak teshis edilemeyen tiirler basta

olmak tizere bir¢ok fungus tiirii icin molekiiler analizler biiylik 6nem tagimaktadir.

1.3.5.2.5.2. Entomopatojenik Funguslarin Enfeksiyonu

Entomopatojenik funguslar diger patojenlerle kiyaslandiginda ¢ok daha genis bocek
gruplarim1 (Coleoptera, Lepidoptera, Diptera, Homoptera, Hymenoptera vb.) enfekte
edebilmektedir. Bu durumun Dbaglica sebebi enfeksiyonun bulasma seklidir.
Entomopatojenik funguslar, besin yoluyla agizdan girip bagirsakta enfeksiyon
olusturabildigi gibi {irettikleri enzimler yardimiyla bocek kiitikiilasin1 parcalayarak direkt
hemosodlde de enfeksiyon olusturabilmektedir. Fungusun bir konakla karsilasma durumu
cevre kosullarina, bocek popiilasyonuna ve fungal spor yogunluguna baglidir (Samson vd.,
1988).

Bir bocegin fungal enfeksiyona maruz kalmasi, enfekte olmus bir bocek kadavrasi ile
temast sonrasinda bulasan sporlar ile miimkiin olabilmektedir. Enfektif yapida olan bu

sporlar bocegin kiitikiilasina tutunarak penetre olurlar. Penetrasyon siirecinin ardindan
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sporlar ¢gimlenerek germ tiipiinii olusturur ve sonrasinda appressorium meydana gelir. Ancak
bazen penetrasyonun olustugu bdlgelerde patojenin etkisini azaltmak ya da durdurmak
amactyla bircok konak, melanizasyon reaksiyonu gosterebilmektedir (Ferron, 1978; Hajek
ve Leger, 1994). Melanin ya da yag asidi gibi inhibitorlerin varligi ¢imlenmeyi olumsuz
etkileyerek fungusun viriilansini ciddi bir sekilde etkileyebilmektedir (Inglis vd., 2001).
Funguslar ¢esitli enzimleri kullanarak hemosole ulastiktan sonra hifal yapilar olarak
gelismeye baslar. Konagin hemosoliinii istila eden funguslar, besin depolarini tiiketerek,
olusturduklar hif yapilariyla bocek organlarini tikayarak ve toksik madde iireterek bocegin
Olimiine sebep olabilirler. Ayni1 zamanda diger rekabetci patojenlerin liremesini engellemek
amactyla cesitli metabolitler iiretirler. Sporlarin hemosdlde hizli bir sekilde ¢ogalmasiyla
birlikte, 6len bocegin dis yiizeyinde sporulasyon (konidiyogenezis) meydana gelir (Goettel
vd., 2005; Shah ve Pell, 2003). Sporulasyon ile olusan koniyalar yagmur ve riizgar gibi
sebeplerle pasif olarak dagilabilmekte ve genis alanlara yayilabilmektedir. (Inglis vd., 2001).
Cevresel kosullarin uygun olmadig1 durumlarda ise funguslar, dinlenme sporlarini (resting
spores) olusturarak uzun bir siire boyunca canliligin1 koruyabilmektedir. Enfektif yapida
olmayan bu yapilar, uygun kosullar olustugunda enfektif spor olusturarak konagini enfekte

edebilir ve boylece genis alanlara yayilabilmektedir.

1.3.5.2.5.3. Entomopatojenik Funguslarin Etki Sekilleri

Entomopatojenik funguslar, konaklarini istila edebilmek amaciyla gesitli sekonder
metabolitler liretirler. Sekonder metabolitler, ¢ok c¢esitli olmakla birlikte bir¢cok biyolojik
aktiviteye sahiptir (Sentlirk ve Giinyar, 2019). Cevre sartlarina uyum saglayabilmek i¢in
urettikleri bu metabolitler, funguslarin biyoteknolojik 6nemini de artirmaktadir (Cantiirk,
2015).

Biyolojik miicadele kapsamimda yapilan arastirmalar sonucunda Beauveria,
Fusarium, Metarhizium, Verticillium ve Paecilomyces gibi funguslar ilgi odagi olmustur.
Urettikleri toksin etki gdsterebilen sekonder metabolitler, bdceklerin gelisimlerini
yavaglatabilmekte, pupadan c¢ikis1 engelleyebilmekte, yumurta verimini disiirebilmekte
hatta 6liime sebep olabilmektedir.

Beauveria sp. ve Paecilomyces sp.’den izole edilen beauverisin maddesi, hiicre
zarlarinin  gecirgenligini artirarak toksik etki olusturabilmektedir. Ayni1 zamanda

Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis gibi bakterilerin olusumunu
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engelledigi de bilinmektedir (Butt vd., 2001). Beauveria tiirleri beauverisin diginda
bassianolid, beauveriolid ve oosporein toksin maddelerini de {iretebilmektedir. ipek
bocekleri lizerinde yapilan c¢aligmalar sonucunda bu toksinlerin yiiksek dozda
kullanimlarinin 6liimciil oldugu belirtilmektedir (Sree ve Varma, 2015).

Metarhizium tiirleri, destruksin maddesini iireterek konagin protein sentezini inhibe
etmektedir. Boylece konagin gelisimini yavaglatarak yasamsal faaliyetlerini olumsuz
etkilemektedir. Bircok Lepidoptera tiliriiniin destruksinlere karsi olduk¢a duyarli oldugu
bilinmektedir (Sree vd., 2008).

Fusarium tiirlerinin trettigi trichothecenes, fumonisins, moniliformin, ve fusarin C
metabolitlerinin mutajenik etki gosterdigi bilinmektedir (Kilpatrick 1961; Kuruvilla ve
Jacob 1979a-b, 1980). Ayn1 zamanda Fusarium semitectum ve Fusarium moniliforme var.
subglutinans tiirlerinin beauverisin iirettigi ve bu metabolitin patates bocegine karsi toksik

etki gosterdigi ¢esitli calismalarla ortaya koyulmustur (Gupta vd., 1991).

1.3.5.2.5.4. Entomopatojenik Funguslarin Ozgiilliigii ve Konak Seciciligi

Entomopatojenik funguslar cins diizeyinde veya bir tiire ait suslar arasinda 6zgtilliik
gosterebilir. Entomophthoreales takimina ait fungus tiirleri konak 6zgiilliigii ve dar konak
seciciligi gostermektedir. Bu takimda bulunan Entomophthore muscae tirii sadece
Lepidoptera takimindaki tlirlerde patojenik etki gosterir ve hedef disi organizmalarda
enfeksiyon olusturmaz. Ancak bu takimda yer alan birkag istisna tiir de bulunmaktadir.
Ornegin, Zoophthora radicans tiirii Diptera, Coleoptera, Lepidoptera ve Homoptera
takimlarinda yer alan 80’in lizerinde konag1 enfekte edebilmektedir (Hajek, 1999; Goettel
vd., 2005). Sordariomycetes sinifina ait funguslar ise daha genis konak seciciligine sahiptir.
Ozellikle Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae tiirleri olduk¢a genis konak
seciciligine sahiptir. B. bassiana’nin yaklasik 707 adet farkli konakta enfeksiyona sebep
oldugu bilinmekte ve bu say1 521 cins ve 149 familya i¢cermektedir (Zimmermann, 2007a).
Ayni1 zamanda B. bassiana 15 takim {izerinde patojenik etki gostermektedir; Lepidoptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Diptera, Hemiptera, Orthoptera, Siphonaptera,
Isoptera, Thysanoptera, Mantodea, Neuroptera, Dermaptera, Blattariae ve Embioptera.
Bununla birlikte M. anisopliae tiriiniin ise Coleoptera, Hymenoptera, Siphonaptera,
Lepidoptera, Symphyla, Orthoptera, Dermaptera, Isoptera, Homoptera, Heteroptera,

Diptera, Malacostrata (Amphipoda), Acari, Ephemeroptera, Dermaptera, Heteroptera,
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Diptera, Coleoptera, Hymenoptera ve Lepidoptera takimlarinda enfeksiyon olusturabildigi

bilinmektedir (Zimmermann, 2007a; 2007b).

1.3.5.2.5.5. Entomopatojenik Funguslarin Dagilimi ve Yayilimi

Entomopatojenik funguslarin dagilimi ve yayilimi takimlar ve tiirler arasinda farklilik
gostermektedir. Bir fungusun enfektif 6zellige sahip yapilarimin dagilmasi, hastaligin
gelismesinde ve siddet diizeyinde biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu enfektif yapilar, riizgar ve
yagmur gibi dis etkenlerle birlikte kadavradan pasif olarak dagilabilir. Eger enfektif yapilar,
Entomophthoralean funguslarda oldugu gibi hidrostatik basing altinda dagiliyorsa aktif
dagilimdan s6z edilmektedir.

Entomopatojenik funguslarin enfektif yapilar1 bazen canli enfekte bir bocekten baska
bir bdcege gecebilmekte bdylelikle cevreye yayilabilmektedir. Ornegin, Entomophthora
thripidum tiiriiniin enfeksiyon olusturdugu bazi afid ve sinek tiirleri uzun mesafelere bu
patojeni tastyabilmektedir. Boceklerin yaninda bir¢ok eklembacakli tiiriiniin de fungus
yayiliminda biiyiik rol tasidig1 bilinmektedir (Dromph, 2003; Meyling vd., 2006).

Entomophthorales'in cogunlugu dinlenme sporlari iiretebilmektedir. Kosullarin uygun
olmadig1 ortamlarda dinlenme sporlar1 (azigosporlar) uzun siire boyunca var olabilmektedir.
Kadavralarda olusan dinlenme sporlari, konaktan sizarak topraga diiser. Cevresel kosullar
uygun hale geldiginde bu sporlar germ konidya olusturmak ve yeni konaklar1 enfekte etmek
lizere ¢imlenmeye baslamaktadir. Boylelikle entomopatojenik funguslar, konaklarinin
yasam dongiisiiyle senkronize bir sekilde yasamini siirdiirmektedir (Goettel vd., 2005; Shah
ve Pell, 2003). Bu siire¢, funguslarin dagilmasina ve yayilmasma c¢ok biiyiik katki

saglamaktadir.

1.3.5.2.5.6. Entomopatojenik Funguslarin Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Entomopatojenik funguslar birgok yoniiyle biyolojik miicadele kapsaminda
kullanilacak etmen olarak tercih edilmektedir. Entomopatojenik funguslarin baslica
avantajlar asagidaki gibidir;

e Yiiksek konak seciciligine sahip olmalari, hedef dis1 organizmalar: etkilemeden

miicadele edebilmeyi sagladigi i¢in ¢ok biiyilik avantaj saglamaktadir.
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Diger canlilar iizerinde olumsuz etki gostermemeleri ve ¢evrede insektisit kirliligi
olusturmamalar1 kimyasal miicadelenin yerine tercih edilmesinin en biiylik
sebebidir.

Entomopatojenik funguslarin uygulandigr bocek tiiriinde insektisit direnci
gelismemesi sebebiyle uzun siireli olarak kullanilabilme kapasitesine sahiptir.
Uygulama yapilacak bocegin yemesine gerek kalmadan kiitikuladan direkt igeri
girerek konagi enfekte edebilme 6zelligine sahiptir. Bu durum bir¢ok bakteri ve
viriis yerine kullanilabilecek entomopatojenik etmen olmalarini saglar.
Uygulama yapilacak bocegin biitiin gelisim evrelerinde etkin mekanizmaya
sahiptir.

Kitle tiretimleri kolay yapilabilmektedir.

Gliniimiizde kullanilan farkli insektisitlerle beraber etki yapabilme kapasitesine

sahiptir. (Wan, 2003; Goettel vd., 2005; Sevim vd., 2010; Yildiz, 2015).

Entomopatojenik  funguslarin  kullanimindaki avantajlarin  yan1 sira  bazi

dezavantajlar da bulunmaktadir.

Entomopatojenik funguslarin zararli bocege uygulanmasi i¢in detayli ve uzun
stireli aragtirmalar yapmak gerekmektedir.

Kimyasal insektisitler 2-3 saatte etki goOsterebiliyorken, entomopatojenik
funguslarin oldiiriiciiliikleri 10-15 gilinii bulabilmektedir.

Entomopatojenik funguslarin iiretimleri kimyasal insektisitlerle kiyaslandiginda
daha pahalidir ve iiriinler sicaklik, nem, UV gibi etkenlerden etkilenecegi i¢in 6zel
ortamlarda saklanmas1 gerekmektedir.

Entomopatojenik funguslar, bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde alerjik
reaksiyonlar olusturabilmektedir. (Wan, 2003; Klingen ve Haukelan, 2006;
Santaro ve Neves, 2008; Yildiz, 2015)

1.3.5.2.5.7. Entomopatojenik Funguslarin Mikrobiyal Miicadelede Kullanimi

Entomopatojenik funguslar, zararli bocekler {izerinde dort farkli stratejiyle

uygulanabilmektedir. Bunlar; klasik, inokiilatif, inundatif ve konzervatif biyolojik miicadele

stratejileridir (Eilenberg vd., 2001; Shah ve Pell, 2003).
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Klasik biyolojik miicadele stratejisinde, patojenik etmenin dogal olarak bulunmadig:
bir ortama bilingli olarak birakilmasiyla zararli ile miicadele etmeyi amaclanmaktadir
(Eilenberg vd., 2001). Bu yontem genellikle hizli epizootiklere neden olur ve bdcek
popiilasyonlarinda uzun siire varliklarimi siirdiirerek ekonomik miicadele saglamaktadir
(Shah ve Pell, 2003). Klasik miicadeleye, ¢ingene giivesi olarak bilinen zararli bocek
Lymantria dispar’a kars1 Entomophaga maimaiga fungusunun, Therioaphis trifolii’ye karst
Zoophtora radicans fungusunun uygulanmasi 6rnek verilebilir (Hajek vd., 1990; Pell vd.,
2001; Milner vd., 1982; Shah ve Pell, 2003).

Inokiilatif biyolojik miicadele stratejisinde, canli bir organizmanin, miicadele
bolgesine salinmasi ve bu ortamda ¢ogalmasi sonucunda zararli bocek popiilasyonunu baski
altina almas1 amaglanmaktadir. Bu yontem kalic1 bir yontem olmasa da dar konak araligina
sahip olmasi, hizli epizootiklere neden olmast ve bocek popiilasyonlarinda uzun siire var
olabilmesi nedeniyle tercih edilmektedir (Goettel vd., 2005). May1s bdcegi olarak da bilinen
Melolontha melolontha L. (Coleoptera: Scarabaeidae) erginleri yaprak doken agaclarda
zarar olusturmaktadir. Disi bocekler, yumurtalarini ¢ogunlukla tarla, meyve bahgesi ve
fidanlik gibi yerlere birakmaktadir. Yumurtadan ¢ikan larvalar 2. ve 3. instar donemlerinde
agac kokleriyle beslenerek bahgelere ve fidanliklara zarar vermeye baslarlar. Bu zararliyla
miicadele kapsaminda Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch (Deuteromycotina:
Hyphomycetes) fungus tiirii ortama salinarak zaman igerisinde cogalmasi saglanmistir
(Keller, 1997; Eilenberg vd., 2001).

Inundatif biyolojik miicadele stratejisinde, sadece canli organizma kullanilarak
miicadele amaclanmaktadir (Eilenberg vd., 2001). Bu miicadelede biiylik miktarda salinan
fungus tiirtinlin ikinci enfeksiyon olusturmasi beklenmemektedir (Shah ve Pell, 2003).
Biyopestisit, mikopestisit ve biyolojik pestisit olarak bilinen terimler bu miicadele
kapsaminda kullanilmaktadir. Inundatif biyolojik miicadelede kitlesel iiretiminin kolay
olmasi ve spreylemenin uygulanabilirligi sebebiyle Hypomycetes fungus tiirleri cokga tercih
edilmektedir. Bunlarin baz1 6rnekleri Tablo 1.1.’de verilmistir (Shah ve Pell, 2003; Strasser
vd., 2000; Cross vd., 1999; Lacey ve Goettel, 1995; Montesinos, 2003; Scholte vd., 2004;
Milner, 2000).
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Tablo 1. 1. Ticari olarak gelistirilen entomopatojenik funguslar

Fungus Ticari isim Zararh organizma Ulke

Beauveria bassiana Conidia Kahve kurdu, beyaz sinekler, | Almanya
afidler

Beauveria brongniartii Mycontrol WP | Kirpik kanatlilar Amerika

Metarhizium anisopliae | BioBlast Termitler Amerika

Metarhizium favoviride Green Muscle | Cekirgeler Ingiltere

Konservatif biyolojik miicadele stratejisi ise zararli bocegin bulundugu ortamdaki
dogal diismanlarinin korunmasi esasina dayanmaktadir (Eilenberg vd., 2001). Bu miicadele
kapsaminda ortama biyolojik miicadele ajan1 salinmamakta ancak var olan dogal diismani
korumak i¢in g¢evresel uygulamalar degistirilmektedir. Boylelikle zararli popiilasyonu
baskilanarak dengede tutulmasi amaglanmaktadir (Goettel vd., 2005). Ornek verilecek
olursa, Amerika’daki pamuk tarlalarinda yapilan bir arastirmada toplanan afidlerde
Neozygites frenesii fungus tiirii tespit edildi ve enfeksiyon oraninin kayda deger oldugu rapor
edildi. Bu c¢alisma sonrasinda pamuk tarlalarindaki afidlerle miicadele edebilmek ig¢in
herhangi bir kimyasal insektisit uygulamasi yapilmadi. Bdylelikle c¢evrede birikecek
kimyasal ila¢ kalintilar1 ortadan kalkmakla birlikte zaman ve maddi kiilfetten de kazang
saglanmis oldu. Ayn1 zamanda fungus tiirii sadece bu afidleri enfekte edebildigi i¢cin hedef
dis1 organizmalarin olumsuz etkisi de ortadan kalmis oldu (Shah ve Pell, 2003; Pell vd.,

2001).

1.3.5.3. Predatorler

Yasam dongiileri siiresince serbest yasayan, avlarimi arayip bulan, saldirarak
yakalayan, 6ldiiren ve bu sekilde beslenen canlilar predator olarak bilinmektedir. Kuslar,
baliklar, stirtingenler, Orlimcekler, akarlar ve boceklerin birgogu predatdr canlilardir.
Yetistirilmesinin daha kolay ve ucuz olmasi sebebiyle biyolojik miicadelede en ¢ok predatdr
bocekler tercih edilmektedir.

Predator bocekler genellikle polifag olarak beslenirler. Boylelikle bir predator bocek

tiiri kitlesel olarak yetistirilip dogaya salindiktan sonra birkag¢ zararli bocek popiilasyonu
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baskilanabilmektedir. Ayn1 zamanda bir¢ok predatdr bocek hem ergin hem de larval
donemdeyken zararlilara karsi kullanilabilmektedir. Predatorlerin bir kisminda kannibalizm
goriilmekte ve bu durum biyolojik miicadelede agisindan olduk¢a biiylik bir sorun
olusturmaktadir. Bu nedenle kannibalizm 06zellik gdsteren predatorler, kitlesel iiretim
yapilan laboratuvarlarda kendi tiirlerine ait bireylere saldirmamalari i¢in farkli kaplarda
yetistirilmektedir.

Biyolojik miicadelede predatér bocekler yiizyillardir kullanilmaktadir. 1874 yilinda
Coccinella undecimpunctata (ugurbocegi) (L.) (Coleoptera: Coccinellidae) tiiriiniin
Ingiltere’den Yeni Zelanda’ya tasindig1 bilinmektedir. Ciftciler, 6zellikle tarla bitkilerinde
ve seralarda c¢okga karsilagilan afidlerle miicadele edebilmek i¢in ugurbdceklerini
kullanmistir. Ayn1 zamanda ugurbdceklerinden maksimum fayda saglayabilmek amaciyla
bag sahipleri, kuslar tarlalardan uzaklastirmaya calismistir.

1840 yilinda kavaklarda ciddi zararlara sebep olan Lymantria dispar tiirii ile miicadele
edebilmek amaciyla C. sycophanta tiri kullanilmistir. Giinimiizde L. dispar ve T.
pityocampa/wilkinsoni (¢am kesebocegi) ile biyolojik miicadele edebilmek amaciyla C.

sycophanta tiirli laboratuvarlarda kitlesel olarak yetistirilmekte ve dogaya salinmaktadir.

1.3.5.3.1. Calosoma sycophanta L.

C. sycophanta, yaklasik 300.000 tiirlin tanimlanmis oldugu Coleoptera takiminda yer

alan tiirlerden biridir. Coleoptera takiminda yer alan boceklerin boyutu cogunlukla 0,1-5 cm
arasinda degismektedir. Bu takima ait bireylerin en karakteristik 6zelligi elitra ad1 verilen
kitinlesmis/kabuksu kanat yapisina sahip olmalaridir. Elitra ad1 verilen 6n kanatlar, arkada
yer alan zars1 kanatlarin iizerini kapatarak koruyucu gorev iistlenmektedir. Ayn1 zamanda bu
takimda bulunan bdcekler ¢igneyici agiz yapisina sahiptir. Mandibullarmin iyi gelismis
olmas1 onlara yiiksek ¢igneme kabiliyeti saglarken, kosucu ayak tipine sahip olmalar
avlarini daha hizli yakalayabilmelerini saglamaktadir.
Calosoma, Coleoptera takiminin Carabidae familyasinda yer alan {i¢ cinsten biridir. Bu
familyada yer alan diger cinsler Procerus ve Carabus cinsleridir. Carabidae familyasindaki
bireylerin ¢ogu yirticidir. Genelde parlak siyah renk elitraya sahip olan bu tiirlerin boyutlari
0,4-3,5 cm arasinda degismektedir.

C. sycophanta larvalart ve erginleri besin ihtiyacinin en biiylik kismini ¢am

kesebocegiyle karsilamaktadir. Bir C. sycophanta larvasmin yaklasik 40 ¢cam kesebocegi
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tiikettigi bilinmektedir (Demirsoy, 1997). Yumurtadan yeni ¢ikan C. sycophanta larvasi bir
adet T. pityocampa/wilkinsoni larvasi yediginde boyu ortalama 1,5 cm’e ulasabilmektedir.
Subat-Mart aylar1 arasinda erginlesen C. sycophanta’lar ¢cok daha aktif bir avcilik siirecine
girer. Ergin bir C. sycophanta’nin yasam siiresi boyunca 840-1120 adet T.
pityocampa/wilkinsoni larvasi tiikkettigi bilinmektedir (Kanat ve Mol, 2008). C. sycophanta
erginleri 1-1,5 hafta aktif bir sekilde beslendikten sonra ¢iftlesmekte ve yumurtalarini nemli
topraga birakmaktadirlar. Ortalama 22 giin boyunca yumurta birakma silireci devam
etmektedir. Yumurta birakma siirecinde sicaklik faktorii olduk¢a 6nemli bir rol almaktadir.
Ortam sicakliginin 18°C oldugu durumlarda C. sycophanta’nin yumurta veriminin azaldigi,
28° C’de ise yumurta veriminin arttigi bilinmektedir (Turgut, 2007). Ayn1 zamanda
beslenme diizeyinin disi bireylerin yumurta sayilarini etkiledigi bilinmektedir. Yeterli
diizeyde beslenemeyen disi bireylerin yumurta diyapozuna girdigi ve sonraki dénemlerde
yeterli diizeyde beslense bile yumurta vermedigi yapilan ¢aligmalarla ortaya koyulmustur.
(Toprak, 2002). C. sycophanta’nin yumurta veriminin disikligi kitle tretimi yapan

laboratuvarlardaki yetistirilen birey sayisin1 azaltmaktadir.

1.3.5.3.1.1. Calosoma sycophanta’nin Sistematikteki Yeri
Alem : Animalia
Sube : Arthropoda

Alt Sube : Hexapoda
Sinif : Insecta

Alt Smif : Pterygota

Takim : Coleoptera
Alt Takim : Adephaga
Aile : Carabidae

Alt Aile : Carabinae
Cins : Calosoma

Tur : Calosoma sycophanta L.
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1.3.5.3.1.2. Calosoma sycophanta’nin Yasam Dongiisii

C. sycophanta bireyin yagsam siiresi ortalama 3,5 yildir. Tam baskalasim gdsteren C.
sycophanta erginlerinin topraktan ¢ikisi subat ayinin sonunda baslamakta ve Mart ayinin ilk
haftasina kadar siirmektedir. Erginler topraktan ¢iktiklarinda ¢cam kesebdcegi larvalar ile
aktif olarak beslenmektedirler. 1-1,5 hafta boyunca cam kesebocegi larvalar ile beslendikten
sonra ¢iftlesmekte ve nemli topraga yumurta birakmaktadirlar. Ciftlesme 2-5 dakika arasinda
degismekte olup, ciftlesmeden birakilan yumurtalardan larva g¢ikmamaktadir. Larvalar
yumurtadan 6-13 giin icerisinde ¢ikmaktadir. Ug larva donemi gegiren larvalar, Haziran
ayinda pupa evresine gegcmek amaciyla topraga girerler. Pupa evresi 9-16 giin siirmektedir.
C. sycophanta’nin biyolojisinin, ¢am kesebdceginin biyolojisi ile uyum igerisinde oldugu
bilinmekte, bu durum biyolojik miicadele agisindan biiyiik avantaj saglamaktadir (Kanat vd.,

2005).

mandibles

@ M2 Araineg a8

Sekil 1. 8. Calosoma sycophanta ergin ve larvasi

(swrastyla, URL-4)

1.3.5.3.1.3. Calosoma sycophanta’nmin Yumurta Evresi

C. sycophanta disileri 20-25 giin boyunca yumurta birakma periyoduna girmektedir.
Bir yil igerisinde ortalama 25 yumurta birakmaktadir. Bu yumurtalar elipsoidal sekillidir ve
yaklasik olarak 4-6 mm boyunda, 1,5-2 mm genisligindedir (Sekil 1.9.). Krem renkli bu

yumurtalarin agilmasi 4 ile 7 giin arasinda degismektedir.
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Sekil 1. 9. Calosoma sycophanta yumurtast

1.3.5.3.1.4. Calosoma sycophanta’nin Larva Evresi

C. sycophanta larvalar1 ortalama 9,5 giinde yumurtadan ¢ikmaktadir. Yumurtadan
cikan larvalar kompodeid larva tipinde olup kirli beyaz renktedir. Zamanla sirtlarinda
siyahlagsma, karin kisimlarinda ise grilesme goriilmektedir. 10 segmenti bulunan larvalar,
bir ¢ift antene ve 3 ¢ift bacaga sahiptir. Bu larvalar yaklasik olarak 0,01 gr agirliginda ve
0,8 cm boyutundadir. Beslenmeyle birlikte birkag giin i¢erisinde agirliklar1 ve boyutlari iki
katina ¢ikar, boylelikle ilk gdmlek degisimini yapmaya baslarlar (Sekil 1.10). Toplam 3
gomlek degisimine ihtiya¢ duyan larvalarin birinci instar donemi 7-11 giin, ikinci instar
donemi 8-12 giin, ticlincii instar donemi 15-18 giin siirmektedir. C. sycophanta larvalarinin
cam kesebdceginin larvasi ve pupasi ile beslendigi bilinmektedir (Sekil 1.11.). Ancak
kannibalizmin goriildiigli larval evrede oOzellikle besin yetersizligi meydana geldigi

durumlarda kendi tiirlerine ait larvalar1 yiyebilmektedir.
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Sekil 1. 10. Gomlek degisimi sonrasinda Calosoma sycophanta
larvasinin ilk gériintimii

Sekil 1.11. Cam kesebocegiyle beslenen Calosoma sycophanta
larvasi
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1.3.5.3.1.5. Calosoma sycophanta’nin Pupa Evresi

Son instar donemindeki larvalar yeterli olgunluga ulastiginda pupa evresine gecis
yaparlar. Larvalarin olusturdugu pupa, serbest sekilli pupa tipidir. Antenler, bacaklar ve
kanat izleri serbest bir sekilde bulunmaktadir. Ortalama 3 cm boyutundaki pupalar kirli
acik sar1 renktedir. Pupa evresindeki bireyler, bas ve karin kismi birbirine dogru egilmis
gboglis kismina yaklagmis bir sekilde durmaktadir (Sekil 1.12). Sirt kisimlarinda bes
segmenti Orten kahverengi tiiyciikler bulunmaktadir (Sekil 1.12). Toprak igerisinde

gerceklesen pupa evresi yaklasik olarak 13 giin stirmektedir.

Sekil 1. 12. Calosoma sycophanta pupasinin dorsal ve ventral goriinlimii (sirasiyla)

1.3.5.3.1.6. Calosoma sycophanta’nin Ergin Evresi

C. sycophanta erginleri 3-4 cm boyutundadir. Yesilimtirak veya siyah renkteki elitra
tizerinde sira halinde kii¢lik ¢ukurlar bulunmaktadir (Sekil 1.13.). Proghnath tipi basa sahip
olan boceklerde bilesik g6z, ¢igneyici agiz ve filiform (ip anten) seklinde 11 segmentli bir
cift anten bulunur. Kanatlarim1 u¢gmak amaciyla pek kullanmayan bu bocekler, avlarim
cogunlukla kosarak yakalamaktadir. Birinci ¢ift bacaklar genelde av yakalamak igin
kullanilirken, tiglincii ¢ift bacaklar hizli kosabilmelerini saglar. 5 tarsiteden olusan tarsuslar

ve karin bolgesi siyah renklidir.
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Sekil 1. 13. Calosoma sycophanta ergini

C. sycophanta’nin hem erginleri hem de larvalan T. pityocampa/wilkinsoni *nin hem
larvalar1 hem de pupalari ile beslenmektedirler. C. sycophanta erginleri giinliik ortalama
agirliklarinin 7-8 kat1 besin tiiketebilmektedirler. Bir Calosoma ergini giinliik 10 adet cam
kesebocegi larvasini yaralamakta, bunlardan 7 tanesini tam olarak yiyebilmektedir. Bir adet
C. sycophanta ergini yi1lda 210-280 adet T. pityocampa/wilkinsoni larvasi tiiketmektedir. 3-
4 y1l yagayabilen bu predatorler yagam siiresi boyunca 840-1120 adet cam kesebocegi larvasi
yemektedir (Kanat ve Mol, 2008). Ayn1 zamanda birer disi ve erkek bireyin bulundugu
tiretim kabinda 148 adet yumurta verdikleri bilinmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 ¢am
ormanlaria biiyiik zarar veren ¢am kesebdcegi T. pityocampa (Schiff.) ve T. wilkinsoni

(Tams) gibi tiirlerle biyolojik miicadelede kullanilan en 6nemli predatdr bocektir.



37

1.4. Kitlesel Predator Bocek Uretimi

Kitlesel biyolojik miicadele, bir ortamdaki zararl tiir popiilasyonunun dengesiz bir
bigimde artmasi sonrasinda, zararh tiiriin dogal diismanlarinin laboratuvarlarda ¢ok sayida
iiretilip, o ortama salinmasiyla gerceklestirilir. Bu yontem yirmi yil1 agkin siiredir tilkemizde
uygulanmaktadir.

Laboratuvar ortaminda faydali boceklerin kitle {iretiminin gergeklestirilmesi
entomopatojenik organizmalarla kiyaslandiginda daha zordur. Bir bocegin laboratuvarda
tiretilmesi i¢in bazi 6zellikler avantaj saglamaktadir. Bu ozellikler arasinda; kisa yasam
dongiisti, beslenme ihtiyacinin kolay karsilanmasi, alternatif besin/av/konuk¢uya sahip
olmas1 yer almaktadir. Kitlesel bocek yetistirme programlari, minimum is giicli, yer ve
maliyetle maksimum sayida faydali bocegin iiretilmesini amaclamaktadir. Ancak goz ardi
edilen sanitasyon, yetistirme programinin mekanizasyonu ve standardizasyonu iiretimin
kalitesini diisiirebilmektedir (URL-5).

Yetistirilecek dogal diismanlarin etkili olabilmesi i¢in fizyolojik 6zelliklerinin yeterli
ve zararli yasam dongiisiiyle uyumlu olmasi gerekmektedir. Bu sebeple iiretimi yapilacak
bocegin tiim karakteristik Ozelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Ayni zamanda bu
bocegin arazi ortamindaki biyolojik avitesi zaman zaman kontrol edilmesi gerektigi
bilinmektedir (Bigler,1989). Bu amagcla cesitli donemlerde kalite kontrol programlar
uygulanmakta, bdylelikle kitlesel bocek tiretimindeki verimi ve liretimi yapilan bocegin
etkinligini etkileyen faktorler incelenmektedir. Laboratuvarlarda verimli bir sekilde kitlesel
bocek iiretimi yapilabilmesi i¢in ¢esitli parametreler belirlenmistir (Chambers,1977).
Kaliteli bir iiretim laboratuvarinda yetistirilen boceklerin yasam siiresi, hareketliligi, av ile
spesifikligi ve senkronizasyonu biiyiik Onem tasimaktadir. Ayni1 zamanda yetistirme
kaplarindaki disi/erkek orani, disi bireyin arastirma yetenegi, ciftlesme davranisi, lireme
potansiyeli ve devamlilig1 laboratuvarlardaki iiretim verimini biiyiik oranda etkilemektedir.
Bu parametrelerin herhangi biri veya birkacinin ideal diizeyde olmamasi iiretim verimini
azaltabilmektedir. Bu nedenle yetistirilecek boceklerin fiziksel, davranigsal ve biyolojik

ozellikler agisindan yiiksek kalitede ve saglikli olan bireylerden segilmesi gerekmektedir.
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1.4.1. Kitlesel Predatér Bocek Uretimini Etkileyen Faktorler

1.4.1.2. Ureme

Kitlesel predator bocek yetistiren laboratuvarlarda istenen en Onemli o6zellik
maksimum sayida yumurta iretilmesidir. Yetistirilen boceklerin yeterli beslenmesi,
ciftlesme sikligi, yumurta birakma yeri veya zamani1 yumurta sayisini etkileyen en onemli
faktorlerdir. Ayni1 zamanda boceklerin yetistirildigi kaplardaki disi/erkek orani da yumurta
sayisini biiyiik oranda etkilemektedir. Bunun yani sira sicaklik, nem, 151k gibi ortam kosullari
yumurtlama verimi iizerinde etkili olmaktadir (Singh, 1982). Tiirler arasinda ciftlesme
davranig1 biiyiikk oranda degisiklik gosterse de genellikle 18-20°C sicaklikta birgok tiir
kolaylikla c¢iftlesebilmektedir (Durlu-Kiilbas ve Ugur, 2015). Ancak cevresel kosullarin
optimum olmadig1 durumlarda disilerin yumurta birakma siklig1 azalmaktadir. Bunun gibi
durumlarda disi bireylerin birkac saatligine beslenmesinin kesilmesi, hava hareketlerine
maruz birakilmasi, soguk ortamda uyugsmaya birakilmasi ve uyusmanin diizelmesinin
ardindan birey tiim aktivitesine donmeden ©nce erkeklerle aynmi ortama koyularak

yumurtlamaya tesvik edilebilmektedir.

1.4.1.3. Davranis

Kitlesel bocek yetistirilmesinde kannibalizm durumu, iiretimi olduk¢a olumsuz
etkileyen faktorlerden biridir. Bu sebeple iiretim yapilirken ¢ok sayida bireyin bir arada
bulunmamasi gerekmektedir. Ayni zamanda ortama uygun miktarda av birakilmasi
kannibalizmin 6niine gec¢ilmesine yardimei1 olmaktadir (Durlu-Kiilbas ve Ugur, 2015).

Diger 6nemli faktor ise boceklerin diyapoz donemine girmesidir. Diyapoz donemine
giren bocekler bir nevi dinlenme siireci yasadiklar icin iireme ve avlanma potansiyelleri
diismektedir. Bu sebeple iiretimi yapilan bdceklerde diyapoz donemine girilmesinin
engellenmesi laboratuvarlar agisindan oldukc¢a énemlidir.

Bir diger 6nemli faktor ise boceklerin 1518a yonelim davraniglaridir. Isigin, bazi bocek
tiirlerinin gelismesinin ve ¢iftlesme davranisinin tizerinde etkili oldugu bilinmektedir (Singh,
1982). Bu nedenle laboratuvarlarda yetistirilecek bocek i¢in 151k faktoriiniin ideal sekilde
belirlenmesi bilyiik dnem tasimaktadir. Ornegin; Coccinellid predatorlerinden Cryptolaemus

montrouzieri Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae), parlak 151k altinda daha etkili
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olabilmektedir (Heidari, 1989). Arazide bulunan bocekler ile kiyaslandiginda 151k diizeni
olusturulan laboratuvardaki boceklerin {ireme potansiyelinin daha yiiksek oldugu

bilinmektedir (Lum ve Flaherty, 1973).

1.4.1.4. Cevre

Kitlesel bocek tiretimi yapilan laboratuvarlardaki yetistirme kaplart ve ortaminin
fiziksel kosullar1 oldukc¢a oOnemlidir (Singh, 1982). Sicaklik, 151k, nem gibi faktorler
predatoriin biyolojik ve davranigsal ozelliklerini etkileyebilmektedir. Bu nedenle ortam
kosullarimin maksimum verim alacak sekilde ayarlanmasi gerekmektedir. Pek ¢ok bocek
tiirlin yetistirilmesi i¢in 26°C sicaklik ve %55-65 nemin uygun oldugu bilinmektedir (Durlu-
Kiilbas ve Ugur, 2015). Cok diisiik orantili nem pupadan ¢ikis1 olumsuz engellerken, ytliksek
orantili nem fungal hastaliklarin olugsmasina ortaya hazirlamaktadir. Ayn1 zamanda nemin
yiilksek olmasi larvanin bogulmasma ve ergin boceklerin oksijensiz kalmasina sebep
olmaktadir. Bunun yaninda sicakligin yiiksek olmasi boceklerde gelisim siiresi olumsuz
etkilerken, diisiik olmasi erkek bireylerin sperm sayisini1 azaltmaktadir.

Laboratuvarlarda kullanilan yetistirme kaplarin bdcegin tiirline, boyutuna, davranis
sekline ve miktarina gore tercih edilmesi gerekmektedir. Sicak, nem ve koku birikmesini
engelleyen boceklerin kagmasina izin vermeyen, hava akisinin saglandigi, kolay
temizlenebilir 6zellikte olmas1 gerekmektedir (Singh, 1982).

Yetistirilen boceklerde ¢esitli  sebeplerden dolayr  mikrobiyal bulasma
gozlenebilmektedir. Bunlar dogal/yapay besin kaynagindan ya da laboratuvardaki
sanitasyon yetersizliginden meydana gelmektedir. Aseptik teknikler kullanilarak

olusabilecek entomopatojen varlig1 en aza indirilebilmektedir. (Singh, 1982).

14.2. Calosoma sycophanta L. nin Tiirkiye’deki Yetistirme
Laboratuvarlarinda Kitlesel Uretimi

Ulkemizdeki ¢am ormanlarinda “dumansiz yangin” olarak da bilinen ¢am
keseboceginin istilast son yillarda biliyiik bir problem haline gelmistir. Tarim ve Orman
Bakanligima bagli olan Orman Bolge Miidiirliiklerinin denetiminde yetistirme
laboratuvarlar1 kurulmus olup, ¢am kesebdceginin dogal avcisi C. sycophanta bocegi kitlesel

olarak iiretilmektedir (Sekil 1.14.).
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Sekil 1. 14. Predator bocek Calosoma sycophanta yetistirme laboratuvari (Uzuner, 2017)

Gilintimiizde 51 farkli laboratuvarda predator bocek yetistiriciligi yapilmaktadir. Her
yil toplamda 600 bini askin C. sycophanta, R. grandis, T. formicarius ve T. sinensis predator
ve parazitoid iiretimi yaparak ormanlik alanlara birakilmaktadir (URL-1).

Uretilen C. sycophanta sayisi laboratuvarlarin kuruldugu bolgeye gore degismekle
birlikte miicadele edilmek istenen ¢am kese miktarmin yogunluguna gore farklilik
gosterebilmektedir. Cam kesebdcegi Ege ve Akdeniz boélgelerinde olduk¢a yogun
goriilmektedir. Bu sebeple predator bocek iiretimleri i¢in kurulan laboratuvar sayilar: en gok
bu bolgelerde bulunmaktadir. Tiirkiye’de C. sycophanta iiretimi yapan laboratuvarlardaki
tiretim miktarlarinin incelendiginde yillara bagli olarak predatdr bocek yetistiriciligin

artmakta oldugu goriilmektedir (Sekil 1.15).
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Sekil 1. 15. Tirkiye’de yillara gore Calosoma sycophanta L. iiretim miktarlart (OGM, 2016)

Ege bolgesinde 4 farkli ilde yetistirme laboratuvari bulunmaktadir. 2016 yilinda
yapilan iiretim miktarlarina gore, toplam 211.013 adet iiretilen C. sycophanta’nin il bazinda
dagilim1 Denizli 7.100, Mugla 15.000 Izmir 100.130 ve Manisa 88.783 seklindedir (Sekil
1.16.).

120.000

_100.000

80.000

60.000

40.000

C. sveophanta (Adet

20.000

Denizli Mugla lzmir Manisa

Iller

Sekil 1.16. Ege bolgesinde bulunan laboratuvarlardaki Calosoma sycophanta tiretimi
(OGM, 2016)
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Akdeniz bolgesinde 6 farkli ilde yetistirme laboratuvar: bulunmaktadir. 2016 yilinda
yapilan iiretim miktarlarina gore, toplam 152.673 adet iiretilen C. sycophanta’nin il bazinda
dagilimi Kahramanmaras 15.550, Isparta 19.330, Adana 21.300, Antalya 50.836, Mersin
35.500 ve Osmaniye 10.157 seklindedir (Sekil 1.17.).
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Sekil 1.17. Akdeniz bolgesinde bulunan laboratuvarlardaki Calosoma sycophanta
iiretimi (OGM, 2016)

Marmara bolgesinde 5 farkli yetistirme laboratuvart bulunmaktadir. 2016 yilinda
yapilan iiretim miktarlarina gore, toplam 92.271 adet iiretilen C. sycophanta’nin il bazinda
dagilim Adapazar1 18.091, Balikesir 11.000, Canakkale 2.150, Bursa 50.900 ve istanbul
10.130 seklindedir (Sekil 1.18.).

I¢c Anadolu Bélgesi’nde sadece bir ilde yetistirme laboratuvar: bulunmaktadir. 2016
yilinda yapilan tiretim miktarlarina gére toplam 600 adet C. sycophanta tiretilmistir (Sekil

1.19.).
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Sekil 1.18. Marmara bolgesinde bulunan laboratuvarlardaki Calosoma sycophanta
tiretimi (OGM, 2016)
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Sekil 1.19. i¢ Anadolu bdlgesinde bulunan laboratuvardaki Calosoma sycophanta iiretimi
(OGM, 2016)

Karadeniz Bolgesinde sadece bir ilde yetistirme laboratuvart bulunmaktadir. 2016
yilinda yapilan tiretim miktarlarina gére toplam 3.000 adet C. sycophanta iiretilmistir (Sekil

1.20).
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Sekil 1.20. Karadeniz bolgesinde 2016 yilinda il bazinda Calosoma sycophanta iiretimi
(OGM, 2016)

C. sycophanta yetistirme laboratuvarlarindaki verimi etkileyen bir¢cok faktor
bulunmaktadir. Sicaklik, 151k ve nem gibi ¢evresel kosullarin yaninda C. sycophanta’larda
tespit edilen hastalik etmenleri laboratuvardaki iiretim sayisini oldukca azaltmaktadir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalarla birlikte C. sycophanta’larda enfeksiyon olusturan gesitli
bakteriyal ve mikroporidiyal patojenler tespit edilmistir. Ancak giiniimiizde fungal
enfeksiyona sebep olan herhangi bir tiir tanirmlanmamistir. Bu tez ¢alismasiyla birlikte C.
sycophanta’larda enfeksiyona sebep olan entomopatojenik funguslar ilk defa tespit edilmis

ve tanimlanmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2016-2021 yillar1 arasinda Izmir (Bergama, Selguk ve Urla laboratuvarlarindan),
Adana (Sarigam ve Karaisali laboratuvarlarindan), Manisa (Merkez, Demirci, Gordes ve
Akhisar laboratuvarlarindan), Balikesir (Burhaniye laboratuvarindan), Corum (Kargi
laboratuvarindan), Bursa, Antalya, Isparta ve Gaziantep (Merkez laboratuvarlarindan)
olmak tizere 10 lokalitedeki 16 farkli laboratuvardan temin edilen C. Sycophanta larvalar
ve erginleri mikroskobik inceleme asamasina kadar buzdolabinda +4 °C’de sakland1 (Sekil
2.1.).

Laboratuvarlardan temin edilen canli ornekler, olusabilecek kontaminasyonu
engellemek amaciyla, steril edilen kaplara ayr1 ayr1 konularak muhafaza edildi.
Laboratuvarlardaki enfeksiyon varligini tespit edebilmek amaciyla steril kaplar {izerine
boceklerin temin edildigi tarih ve laboratuvar adi yazildi. Canli bocekler, biyoassay
calismalarda kullanilmak tizere 23 + 2 °C sicaklik, %60-65 orantili nem ve 16:8
aydinlik:karanlik kosullarina sahip iklimlendirme dolabinda muhafaza edildi (Kanat ve Mol,

2008; Ceylan vd., 2012).
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Sekil 2. 1. Laboratuvarlardan temin edilen Calosoma sycophanta’nin
bulundugu iller (Uzuner, 2017)
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Fungal enfeksiyonlarin en belirgin karakteristik 6zelligi, enfekte boceklerin i¢indeki
veya iizerindeki miselyumlarin varligidir. Enfeksiyonun erken evresinde bocekte istahsizlik,
beslenememe, harekette yavaslama ve yolunu sasirma gibi belirtiler gozlenebilir. Konak
bocek viicudunda genellikle renk degisimi goriiliir ve kiitikiila iizerinde koyu renkli lekeler

meydana gelebilir. Enfeksiyonun viicudu tamamen sarmasiyla birlikte 6len bocek viicudu

hiflerle kaplanir (Sekil 2.2.).

Sekil 2. 2. Fungal patojenle enfekte olmus bir Calosoma
sycophanta ergini

Makroskobik gozlemler sonunda fungal enfeksiyondan siiphelenilen C. sycophanta
bireylerinden fungal izolasyon gerc¢eklestirildi. Agir fungal enfeksiyon gézlenen larva, pupa
ve ergin bireylerdeki miselyum parcalar steril 6ze yardimiyla alinarak 50 pl steril %0,25’lik
Tween 20 igerisine koyuldu. Orta hizla vortekslenen siispansiyon, bir¢ok entomopatojenik
fungus icin optimum sartlar1 saglamasi ve bakteri olusumunu baskilamasi sebebiyle
Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) iizerine spatula yardimiyla yayildi. Elde edilen fungal
kiiltiirler ve 25+2 °C’de nemli bir inkiibatorde 15 giin inkiibasyona birakildi. Giinliik
biiyiimeler kontrol edildi, renk ve koloni morfolojisine incelendi, birbirinden farkli olanlar
belirlendi ve bu koloniler alinarak Potato Dekstroz Agar (PDA) iizerine aktarildi ve saf
kiltiirler elde edildi (Humber, 1997; Yaman, 2012, Oudor vd., 2000; Padmaja vd., 2001).

Makroskobik gozlemler sonucunda larva, pupa veya ergin bireylerin yiizeylerinde
fungus miselyumlarinin heniiz olusmadig1 ancak fungal enfeksiyon belirtileri (istahsizlik,

harekette yavaslama, giicsiizliik, yolunu sasirma) gdsteren bireylerden ikinci bir yontemle
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fungal izolasyon gerceklestirildi. Bu sebeple C. sycophanta bireylerinin yiizeyleri sterilize
edildi. Birkag dakika boyunca %5’lik NaHCI ¢ozeltisine daldirilan bireyler, sonrasinda 3 kez
steril suda durulandi. Ardindan aseptik sartlarda Ringer soliisyonu igerisinde disekte edildi.
Enfekte olmus dokudan bir parga alind1 ve Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) igeren steril
kiiltiir kabina aktarildi. Elde edilen fungal kiiltiirler 25+2 °C’de nemli bir inkiibatorde 15 giin
inkiibasyona birakildi. Sporulasyon olusumuna takip edildi ve elde edilen kiiltiirlerden renk
ve koloni morfolojisine bakilarak incelendi. (Humber, 1997; Yaman, 2012). Bu koloniler
alinarak Potato Dekstroz Agar (PDA) ilizerine aktarildi ve seri ekimler yapilarak saf kiiltiirler
elde edildi (Rosovitz vd., 1998; Humber 1997; Yaman, 2012). Bu yontemle birlikte bocegin
hastalanmasina ve Olmesine sebep olan fungal patojenler, saprofitik mantarlardan ayirt
edilmis oldu.

Fungus ile enfekte olmus boceklerin dig goriiniisleri, koloni morfolojisi, konidiyafor
ve konidi hiicrelerin sekil ve biiyiikliikleri gibi 6dnemli yapilar tiir teshisinde kullanildi.
Mikroskop preparatlarin hazirlanmasinda Goettel ve Inglis (1997)’in tanimladig1 “preparat
kiiltiir” yontemi kullanildi. Elde edilen fungus kiiltiirleri mikroskopta incelenerek ve cesitli

kaynaklar kullanilarak tanimlandi (Samson, 1974; Samson vd., 1988; Humber, 1997).

2.1. Mikroskobik Calismalar

Makroskobik incelemeler sonucunda entomopatojenik fungus varligindan siiphe
edilen C. sycophanta bireylerinden elde edilen fungal kiiltiirler, Ringer soliisyonu iginde
disekte edildi. Fungal patojenin hangi dokulari enfekte ettigini gorebilmek amaciyla
bagirsak, yag dokusu, Malpigi tiipleri, hypodermis gibi doku ve organlarda dikkatli bir
sekilde diseksiyon yapildi. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu (Olympus CX41 ve
CX31) altinda 40X'ten 1000X'e kadar olan biiylitmelerle incelendi. Enfeksiyon tespit edilen
preparatlar DP-25 dijital kamera ve DP2-BSW resim sistemli aparatt mevcut olan Olympus
BX51 arastirma mikroskobuyla yeniden incelendi. Fungal patojenlerin farkli hayat sathalari
arastirilldi, spor yapilarimin sekli ve hif yapist gibi morfolojik 6zellikleri incelendi ve
karakteristik olgiimleri yapildi. Izolatlar Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi

Biyoloji Boliimii'nde muhafaza edildi.



48

2.2. Molekiiler Calismalar

Molekiiler caligsmalar icin fungal patojenlere 6zel prosediirler uygulandi. Fungal
patojenlerin misel gelisiminin ve sporulasyonun goézlenmesi amaciyla kullanilmak {izere
Potato Dekstroz Agar (PDA) besiyeri hazirlandi. PDA, ticari olarak satilan Merck toz
besiyerinden 39 g tartilarak 1000 mL distile su i¢inde eritildi ve hazirlandi.

Konak iizerinde olugsmus fungal yapilar steril bir swap yardimiyla alinarak oncelikle
SDA f{izerine saflagtirildi. Daha sonra patojenlerden DNA izolasyonu i¢in PDA besiyeri
tizerinde saf kiiltiirleri elde edildi. Hiflerden saflastirilan sporlar Neubauer hemositometresi
ile sayild1 ve biyoassay i¢in istenilen konsantrasyonlarda soliisyonlar hazirlandi. Sayimi
tamamlanan sporlar ependorf tiip icerisinde +4°C’ de molekiiler calismalarda kullanilmak

tizere depolandi.

2.2.1. DNA izolasyonu ve rDNA Amplifikasyonu

Hastalik etmenlerinin filogenetik acidan incelenebilmesi icin saflastirilan spor
yapilarindan DNA izolasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) metodu kullanilarak
rDNA amplifikasyonu gergeklestirildi. Bocek dokularindan arindirilan fungal soliisyonlarin
her birinden 50 pl alinarak bir ependorf tiip igerisine aktarildi. Ardindan spor duvarlarinin
parcalanmast i¢in 50 pl %0,3’ lilkk H>O» (Hidrojenperoksit) ile muamele edilerek 15 dakika
oda sicakliginda bekletildi (Higes vd., 2006). Hidrojenperoksit ile kimyasal yolla inceltilen
spor duvarlari, cam bilyelerle vorteks yardimiyla mekanik olarak parcaland: (Hylis vd.,
2005). Bu islemlerin ardindan ticari DNA izolasyon kiti (QIAGEN, No: 69504) kit
prosediiriine uygun bir sekilde kullanilarak DNA izole edildi.

DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra PCR teknigi kullanilarak rDNA
amplifikasyonu gerceklestirildi. ITS bolgesi, funguslarda molekiiler karakterizasyon
yapabilmek i¢in olduk¢a kullanish bir gen bolgesidir (White vd., 1990). Bu bolge, 18s
korunmus alt birimi ile 5.8 alt birimi arasinda (ITS 1 bolgesi) ve 28s biiylik alt birimi ile 5.8
alt birimi arasinda (ITS 2) bulunmaktadir (Sekil 2.3.). ITS bolgesi, nispeten kiiciik olmasi
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(500-800 bp) ve evrensel primerler ile kolaylikla ¢cogaltilabilmesi sebebiyle taksonomik ve

filogenetik iligkilerin belirlenmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir.

ITS1F 1TSS [TS1 ITs3
—_— —
= - 585 S3 S Ws.
ITs2 ITS4  ITS4B
L |
50 100 150

bp

Sekil 2. 3. rDNA'nin ITS bolgesinin sematik gdsterimi (Boysen vd., 1996)

PCR c¢alismalarinda fungal hastalik etmenleri i¢in Tablo 2.1.’deki primerler kullanildu.
PCR reaksiyonlarinda toplam hacim 50 pl olacak sekilde ayarlandi ve amplifikasyonlar kit
(QIAGEN Multiplex PCR Kit, No: 206143) iireticisinin kullanim talimatlarinda belirttigi
gibi; 95 °C’ de 15 dakika, her biri 45 dongii olacak sekilde 94 °C’ de 30 saniye, 61 °C’ de 90
saniye, 72 °C’ de 90 saniye ve son dongliyii takiben son uzama reaksiyonu 72 °C’ de 10
dakika olarak gerceklestirildi. Daha sonra %0,9’luk etidyum bromiir (EtBr) ilaveli %1,5’1ik

agaroz jelde yiiriitiilen PCR tiirlinii, UV transilliminator yardimiyla belirlendi.

Tablo 2. 1. Entomopatojenik funguslarin spesifik gen bolgelerinin amplifikasyonunda
kullanilan primerler

Entomopatojen tiirli | Primer Kaynak
Fungus ITS5-5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3° White
ITS4-5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3’ vd., 1990

Varlig1 belirlenen PCR iirliniiniin baz dizin analiz sonuglari, NCBI (National Center
for Biotechnology Information) BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool) internet

ara yiizii kullanilarak GenBank’taki verilerle karsilastirild1 ve sonuglar degerlendirildi.
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PCR c¢alismalarinda problem yasanan tiirler icin SENTEGEN (Ankara) firmasindan destek
aliarak tiir teshisleri yapildi.

2.3. Izole Edilen Fungal Patojenlerin Calosoma sycophanta Uzerindeki Etkileri

C. sycophanta’da tespit edilen fungal hastalik etmenlerinin avci bocek tlizerindeki
etkisi ve enfeksiyon oranini belirlemek amaciyla biyoassay caligmalar1 yapildi. Izole edilen
funguslar PDA ortaminda 25 + 2°C'de 15 giin siireyle inkiibe edildi.

Izole edilen fungal patojenlerin C. sycophanta iizerindeki etkileri belirlemek amaciyla
her patojen icin en az 20 bocek kullanildi. Fungal izolatlarin C. sycophanta’da patojenik
olup olmadigini belirleyebilmek igin larvalar ve erginler 2x10® konidia/ml konsantrasyonlari

ile muamele edilerek degerlendirildi.

Sekil 2. 4. Izole edilen fungal patojenlerin Calosoma sycophanta
tizerindeki etkileri belirlemek amaciyla yapilan
biyoassaylerin saklandigi iklimlendirme dolabi
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Fungal izolatlarin besin yoluyla ve daldirma metoduyla bulagsma oranlarini kiyaslamak
amaciyla toplam 121 larva kullanildi. Larvalarin 85 tanesi fungus soliisyonlarinin enjekte
edildigi T. pityocampa/wilkinsoni ile beslenirken, 36 larva fungus siispansiyonuna
daldirilarak patojenler ile muamele edildi.

Fungal hastalik etmenlerinin C. sycophanta erginleri iizerindeki etkisini belirlemek
amactyla fungus soliisyonlar1 enjekte edilen 7. pityocampa/wilkinsoni ile beslenirken;
kontrol grubundaki erginler, sterilize su enjekte edilen 7. pityocampa/wilkinsoni ile beslendi.
Biyoassay calismalari, laboratuvar kosullarinda 121 larva ve 177 ergin bocek kullanilarak
23+2°C ve %60-65 bagil nem ve 16:8 fotoperiyotta gergeklestirildi (Sekil 2.4., 2.5., 2.6.,)
(Kanat ve Mol, 2008; Ceylan vd., 2012). Biyoassay c¢aligmalar1 15 giin boyunca giinliik
olarak takip edildi ve 6len bocekler ortamdan uzaklastirildi. Deneyler sonuglandirildiktan

sonra veriler Abbott formiilii kullanilarak diizenlendi (Abbott, 1925).

Toplam 6liim orani (%) — Kontrol grubundaki 6liim orani (%)
(%) Oliim oran1 = x 100
(%) 100 — Kontrol grubundaki 6liim oran1 (%)

Sekil 2. 5. Calosoma sycophanta ergin yetistirme kab1
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Sekil 2. 6 . Calosoma sycophanta ergin besleme kab1

C. sycophanta’da tespit edilen fungal hastalik etmenlerinin yumurtalama tizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla her grupta en az 15 bocek kullanildi. Ciftlestirme kaplarinda 3
disi ve 2 erkek birey olacak sekilde 5 ergin birey kullanildi. Fungal izolatlar, besine enjekte
edildikten sonra boceklere verildi ve yumurta sayilart 15 giin boyunca giinliik olarak takip
edildi. Ayn1 zamanda yeterli besin tiikketimi ile yumurtlamanin iligkisini degerlendirmek
amaciyla verilen besinlerin tiiketilip tliketilmedigi giinliik olarak takip edildi.

Saglikli bireyler ile uzvunu kaybetmis olan ya da diisiik yasamsal faaliyet gdsteren
bireylerde fungal hastalik etmenlerinin etkisini gérebilmek amaciyla toplam 55 ergin bocek
kullanildi. Biyoassay ¢alismalar1 15 giin boyunca giinliik olarak takip edildi ve 6len bocekler

ortamdan uzaklastirildi.



3. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’de {iretimi yapilan ve biyolojik miicadelede kullanilan
onemli predator boceklerden biri C. sycophanta’da enfeksiyona neden olan fungal hastalik

etmenleri tespit edildi ve bu patojenlerin C. sycophanta lizerindeki etkisi arastirildi.

3.1. Fungus izolasyonu

2016-2021 yillar1 arasinda bocek temin etme amaciyla gidilen iiretim
laboratuvarlarinda fungal patojen kaynakli hastalik etmenlerine rastlandi. Fungal
enfeksiyonlarin hem ¢am kesebocegi tirtillarinin hem de C. sycophanta erginlerinin fungus
miselleriyle kaplandigr goriildii. Predatér bdoceklerin yetistirildigi kaplarda yapilan
incelemeler sonucunda fungal patojen kaynakli enfeksiyonun 6nce besin olarak kullanilan
cam kesebdcegi larvalarinda basladig: (Sekil 3.1.) sonrasinda predator bocek C. sycophanta
erginlerine bulastigi gozlendi (Sekil 3.2, 3.3.). Ergin bdceklerin yetistirildigi kaplarda

enfeksiyonun hizla yayildig1 ve 6liim oranini hizla ytikselttigi tespit edildi.

Sekil 3. 1. Fungal patojenler ile enfekte olmus cam kesebocegi
larvasi

Makroskobik gozlemlerde fungal enfeksiyonunun oOzellikle eklem bolgelerinde
basladig1 gozlemlendi. Bas-gogilis, gogiis-karin ve bacak-gogiis eklemlerinde baglayan
enfeksiyonun daha sonra biitiin viicuda yayildig: tespit edildi (Sekil 3.3.). Ardindan fungal

enfeksiyon etmenleri mikroskobik incelemelerle birlikte teyit edildi.
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Sekil 3. 2. Fungal patojenler ile enfekte olmus Calosoma sycophanta pupasi

Sekil 3. 3. Fungal patojenler ile enfekte olmus Calosoma sycophanta ergini

Uretim laboratuvarlarindan temin edilen C. sycophanta’lar arasinda siiphe edilen
erginlerin bir kisminin viicut ortiisiiniin beyaz mantar miselleriyle kaplandigi tespit edilirken

bir kisminda yesil renkli mantar misellerinin olustugu goriildii (Sekil 3.4., 3.5.,).
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Sekil 3. 4. Uretim laboratuvarinda yogun mantar enfeksiyonu gozlenen ergin birey
yetistirme kab1

Sekil 3. 5. Uretim kabinda mantar enfeksiyonu nedeniyle 6len Calosoma sycophanta
erginleri
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60 farkli ergin bireyden yapilan ekim sonucunda ii¢ farkli cinse ait fungal izolatlar elde
edildi. Bu izolatlar izolat-1, izolat-2 ve izolat-3 olarak isimlendirildi. Fungal patojenler tiir
seviyesinde tanimlandiktan sonra 2019, 2020 ve 2021 yillarinda izmir, Balikesir, Bursa,
Isparta ve Manisa illerinde yetistirilen C. sycophanta erginlerinden tekrar fungus izolasyonu

yapildi ve tanimlanmis tiirlerin varlig arastirild: (Sekil 3.17., 3.18., 3.19.; Tablo 3.1., 3.2.).

Tablo 3. 1. Calosoma sycophanta’nin toplandig1 lokaliteler ve toplanma tarihleri

Marmara Bolgesi Bursa 10.04.2015; 03.05.2015; 26.03.2016; 17.04.2016;
07.04.2017; 28.04.2017

Balikesir, 11.04.2015; 26.03.2016; 18.04.2016; 28.03.2017;
Burhaniye 28.04.2017

Ege Bolgesi Manisa, 11.04.2015; 03.05.2015; 27.03.2016; 18.04.2016;
Merkez 28.03.2017; 23.04.2017
Demirci 11.04.2015; 18.04.2016
Akhisar 11.04.2015; 18.04.2016; 28.03.2017
Gordes 11.04.2015; 03.05.2015; 18.04.2016

izmir, Bergama  11.042015; 17.04.2016; 03.05.2015; 27.03.2016;
17.04.2016; 28.03.2017; 23.04.2017

Selcuk 03.05.2015; 09.04.2017; 28.04.2017
Urla 02.05.2015; 09.04.2017

Akdeniz Bolgesi Isparta 25.03.2016; 18.04.2016; 18.03.2017; 01.05.2017
Antalya 20.03.2015; 25.03.2016; 19.04.2016; 18.03.2017

Adana, Saricam  21.03.2015; 08.04.2015; 14.04.2016; 06.04.2017

Karaisah 14.04.2016; 06.04.2017
Mersin 20.03.2015; 08.04.2015; 06.04.2017
Giineydogu Anadolu Gaziantep 25.03.2015; 07.04.2017

Bolgesi

Karadeniz Bolgesi Corum, Kargi ~ 01.05.2017
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Tablo 3. 2. 2019, 2020 ve 2021 yillarinda yapilan ¢alismalar sonucunda Calosoma
sycophanta’da tespit edilen fungal patojen tiirleri

C. sycophanta’da tespit edilen fungal patojen
Tarih Bolge tiirii
Beauveria sp. | Fusarium sp. | Metarhizium sp.
2019 [zmir/Bergama 2 1 4
2020 [zmir/Bergama 4 4 6
2020 Balikesir/Edremit 6 - 2
2021 Bursa 1 - -
2021 Isparta 1 - -
2021 Manisa 1 - -

3.2. izole Edilen Funguslarin Morfolojik Tiir Tayinleri

Ergin bdceklerin viicut yiizeyinde tespit edilen funguslar enfeksiyon sekline gore
degerlendirildikten sonra besiyeri iizerinde olusturduklari koloni morfolojileri {izerinde
incelemeler yapild1 (Sekil 3.6., 3.9., 3.13.). ‘Slide mounts’ tekniklerine goére hazirlanan
preperatlarda izole edilen funguslarin spor, konidyofor, hif gibi mikroskobik yapilari
incelendi ve spor Olclimleri yapildr (Sekil 3.8., 3.11., 3.15.). Bu incelemeler sonucunda
Izolat-1’in Beauveria, izolat-2’nin Fusarium ve Izolat-3’iin Metarhizium cinsleriyle

morfolojik olarak benzerlik gosterdigi gézlendi.

Sekil 3. 6. Beauveria sp.’nin PDA besiyeri tizerindeki koloni
goruntisu
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Beauveria sp. izolat1 25°C’de ¢ok hizli gelisim gostermedi. Olusturdugu miselyumlar
ilk 6nce beyaz pamuksu koloniler halindeyken daha sonra sari-kahverengine doniistii (Sekil
3.6.). Beauveria sp. izolatina ait konidiyoforlar PDA besiyeri lizerinde bol miktarda

gozlendi.

Sekil 3. 7. Beauveria sp. sporlarinin 151k mikroskobu altindaki
gOriintiisii (400x).

Sekil 3. 8. Beauveria sp. sporlarinin 151k mikroskobu altindaki
goriintiisii (1000x).
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Beauveria sp. izolatina ait chlamydosporlar ise miselyumlarda nispeten bol miktarda
ve ¢ogunlugunun kiire seklinde oldugu gorildii (Sekil 3.7., 3.8.). Kiire seklindeki bu
yapilarin ¢ap1 2.54+ 0.30 um olarak dl¢iildii.

Sekil 3. 9. Fusarium sp.’nin PDA besiyeri lizerindeki goriintiisii

Fusarium sp. izolatinin besiyeri iizerinde hizli gelistigi gézlemlendi. Miselyumlari ilk
once toz benzeri beyaz koloniler olustururken daha sonra kirmizi-pembe renge doniistii

(Sekil 3.9.).



Sekil 3. 10. Fusarium sp. mikrokonidyalarinin 1s1k mikroskobu
altindaki goriintiisii (400x).

Sekil 3. 11. Fusarium sp. mikrokonidyalarinin 1s1k mikroskobu
altindaki goriintiisti (1000x).
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Sekil 3. 12. Fusarium sp. hif yapisinin 11k mikroskobu altindaki
gortntist (1000x).

Fusarium sp. izolatinin ince ve dallanmis konidyoforlara sahip olan fungal izolatin
chlamydosporlar1 goriilmedi. Mikrokonidyalarin ise oval yapida oldugu tespit edildi (Sekil
3.11.). Bu oval yapilarin eni 3.01% 0.47um, boyu 9.74+ 2.04 um olarak 6l¢iildii.

Sekil 3. 13. Metarhizium sp.’nin PDA besiyeri iizerindeki
goruntusu
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Metarhizium sp. izolatina ait miselyumlar ilk 6nce yesil renkli koloniler olustururken
daha sonra renginin koyulastig1r gozlendi (3.13.). Miselyumlarin besiyeri iizerinde dikey
konidyoforlar olusturdugu gortildii.

Sekil 3. 14. Metarhizium sp. sporlarinin 151k mikroskobu
altindaki goriintiileri (400x)

Sekil 3. 15. Metarhizium sp. sporlarinin 151k mikroskobu
altindaki goriintiileri (1000x)
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Metarhizium sp. izolatina ait mikroskobik incelemeler sonucunda bu konidyoforlarin
dallanmis oldugu tespit edildi. Chlamydosporlarin hem tekil hem zincir hem de kiimeler
halinde bulundugu goriildii (Sekil 3.14., 3.15.). Konidyoforlar arasinda ¢ok sayida bulunan
kiire seklindeki chlamydosporlarin ¢ap1 1.23+ 0.14um olarak 6l¢iildii.

3.3. izole Edilen Funguslarin Molekiiler Karakterizasyonlar

Izole edilen funguslarin molekiiler karakterizasyonlarmi belirlemek amaciyla ITS5
(5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) ve ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3’) primerleri kullanilarak Beauveria sp. ve Fusarium sp.
izolat1 i¢in ITS1-5.8S-ITS2 gen bdolgesinin yaklasik 600 bp’lik, Metarhizium izolat1 igin
yaklasik 500 bp’lik gen bolgesi PCR ile ¢cogaltild1 ve sekans analizleri yapildi (Sekil 3.16.).

=

7}
°
°
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<
4
o

Isolat 1
Isolat 2
Isolat 3

Sekil 3. 16. Calosoma sycophanta’da tespit edilen fungal patojenlere ait
ITS gen bolgelerine ait agaroz jel goriintiisii

Yapilan calismalar sonucunda elde edilen ITS DNA dizileri, NCBI GenBank’ta
blastlanarak diger entomopatojenik fungus tiirleri ile karsilastirildi ve benzerlik oranlari

tespit edildi. Tespit edilen fungal patojenlerin literatlirdeki sistematik olarak diger yakin
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tiirlerle iligkisini kiyaslamak i¢in ITS geninin baz dizin analizi Macrogen Inc. firmasina
(Hollanda) okutularak gerceklestirildi. C. sycophanta’da tespit edilen fungal patojenlerin
baz dizilimi, sistematik olarak yakin fungus tiirleri ile MEGA 6.0 programi kullanilarak
MaximumLikelihood agag topolojisi elde edildi.

Morfolojik olarak Beauveria sp. olarak tanimlanan izolat, 13 farkl: tiir ile karsilastirildi
ve yiiksek oranda Beauveria bassiana’ya benzedigi belirlendi (Sekil 3.5.). Morfolojik olarak
Fusarium sp. olarak tanimlanan izolat, GenBank’ta yer alan 20 tiirle karsilastirildiginda
Fusarium proliferatum ile ¢cok yakin benzerlik gosterdi. Aym1 zamanda filogenetik agac,
Fusarium oxysporum ile yakin benzerlik gosterdigini de ortaya koydu. (Sekil 3.18.)
Morfolojik olarak Metarhizium sp. olarak tanimlanan izolat, 11 tiir ile karsilastirildiginda

Metarhizium brunneum ile yiiksek oranda benzedigi belirlendi (Sekil 3.19.).
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HQ880773.1 Cordyceps brongniartii
HQ880780.1 Cordyceps brongniartii
HQ880776.1 Cordyceps brongniartii
HQB880778.1 Cordyceps brongniartii
HQ880779.1 Cordyceps brongniartii

71

HQ880782.1 Cordyceps brongniartii
£| HQ880784.1 Cordyceps brongniartii
HQ880788.1 Beauveria australis
891 HQB80789.1 Beauveria australis
HQ880803.1 Beauveria kipukae
JQ320364.1 Beauveria asiatica
811 AY532026.1 Beauveria asiatica

g9 | HQ880802.1 Beauveriavarroae
_| HQ880800.1 Beauveria varroae

L -E[ AY532045.1 Beauveria bassiana
HQ880761.1 Beauveriabassiana
90 AY531972.1 Beauveria bassiana

59

93 | Beauveria sp. MYA-2
7 AY532015.1 Beauveria bassiana
gg | HQ880796.1 Beauveria pseudobassiana
HQ880793.1 Beauveria pseudobassiana

HQ880804.1 Beauveriaamorpha
4100{ HQB80806.1 Beauveria amorpha
£ AY532008.1 Beauveria bassiana
77 —— AY532012.1 Beauveria bassiana
p AY531986.1 Beauveria caledonica
499{ HQ880821.1 Beauveria caledonica
HQ880818.1 Beauveria caledonica
100 | HQ880825.1 Beauveria malawiensis
—| DQ376247.1 Beauveria malawiensis
AY531990.1 Beauveria bassiana
Tr— HQ880813.1 Beauveria sungii
HQ880826.1 Cordyceps cicadae

HQ880828.1 |saria farinosa

0.005

Sekil 3. 17. Izolat-1’in 18S ribozomal RNA gen (kismi sekans), ITS1 (internal transcribed
spacer 1), 5.8s ribozomal RNA gen, ve ITS2 (internal transcribed spacer 2), ve 28S
ribozomal RNA (kismi sekans) gen bolgeleri i¢in ¢izilen NJ (Neighbor Joining)
dendgrogrami
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KP128000.1 F.sporotrichioides
98 |- KJ371098.1 F.sporotrichioides
EF464168.1 F.sporotrichioides
AB587021.1 F.langsethiae
73 L AF414969.1 F langsethiae
KC758865.1 F.poae
1001 KC989103.1 F.poae
KP133059.1 F.incarnatum
AB587000.1 F.equiseti
AB586999.1 F.equiseti
KX184815.1F.incarnatum
AB587009.1 F.subglutinans
HG964358.1 F.subglutinans
KJ207389.1 F.verticillioides
68 [- KU715164.1 F.subglutinans
X94166.1 F.verticillioides
KC453998.1 F.lateritium
96 | AB586993.1 F.oxysporum
AB586994.1 F.oxysporum
Fusarium sp. MYA-1
Fusarium sp. MYA-3
98 | KR861510.1 F.proliferatum
AF291061.1 F.proliferatum
- AB587004.1 F.lateritium
KF913341.1 F.tricinctum
75 99 | [ KF913341.1 F.tricinctum
KX029335.1F.avenaceum
88| KT963799.1 F.avenaceum
LC193726.1 F.acuminatum
KY365571.1 F.acuminatum
KC506154.1 F.decemcellulare
1001 KU377502.1 F.decemcellulare
AB239610.1 F.solani

9g | KP710612.1 F.merismoides
|_L KU214519.1 F.merismoides

99

— 100

100 AB586998.1 F.merismoides
991 KU877609.1 F.merismoides

I: EU926282.1 F.dimerum
100 .- AB586996.1 F.dimerum

r EU680476.1 Aspergillus oryzae

1001 KX462996.1 Aspergillus oryzae

0.05

Sekil 3. 18. Izolat-2’nin 18S ribozomal RNA gen (kismi sekans), ITS1 (internal
transcribed spacer 1), 5.8s ribozomal RNA gen, ve ITS2 (internal
transcribed spacer 2), ve 28S ribozomal RNA (kismi sekans) gen
bolgeleri i¢in ¢izilen NJ (Neighbor Joining) dendrogrami



Aspergillus fumigatus isolate ACSIKS_2100364

Fungal sp. isolate Aspergillus flavus strain T-ND41

Aspergillus flaws strain VBF

Aspergillus oryzae isolate ASPF1

Aspergillus niger strain MAOA34

—|: Metarhizium robertsii
Metarhizium anisopliae strain E1081

Aspergillus clavatus strain CBS 513.65

Fusarium solani strain CB12-12

Fusarium oxysporum strain DHO1-2

Fusarium brasiliense isolate F_16_113

— Metarhizium brunneum
L yesil mantar

Sekil 3. 19. izolat-3’iin 18S ribozomal RNA gen (kismi sekans), ITS1 (internal
transcribed spacer 1), 5.8s ribozoma RNA gen, ve ITS2 (internal
transcribed spacer 2), ve 28S ribozomal RNA (kismi sekans) gen
bolgeleri icin ¢izilen NJ (Neighbor Joining) dendrogrami

3.4. Izole Edilen Fungal Patojenlerin Calosoma sycophanta Uzerindeki Etkileri
Bu tez ¢aligmasinda fungal izolatlarin virulansi belirlemek amaciyla 121°1 (%40) larva

ve 177’s1 (%60) ergin olmak {izere toplam 298 adet C. sycophanta kullanildi. Yedi farkl

biyoassayde yer alan C. sycophanta’lara iligkin tanimlayici veriler Tablo 3.3’te gosterildi.

Tablo 3. 3. Yapilan biyoassaylere iligkin tanimlayici bilgiler

Toplam C.
) Yasam Beauveria | Fusarium | Metarhizium Besinin verilme | Hastalik
Biyoassay sycophanta Kontrol )
evresi sp. sp. sp. g sekli durumu
sayisl
1 Larva 18 6 6 6 0 Enjekte Yok
Enjekte/
2 Larva 72 12/12 12/12 12/12 0/0 Yok
Daldirma
3 Larva 31 10 10 11 0 Enjekte Yok
4 Ergin 17 0 8 0 9 Enjekte Yok
5 Ergin 65 20 15 20 10 Enjekte Yok
6 Ergin 40 10 10 10 10 Enjekte Yok
7 Ergin 55 10/5 10/5 10/5 5/5 Enjekte Var/Yok
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3.4.1. Fungal izolatlarin Calosoma sycophanta Larvalaria Etkisi

Larvalarin kullanildig1 biyoassaylerde, ti¢ farkli izolatin da farkli oranlarda mortaliteye
sebep oldugunu goriildii. En yliksek mortalite %55 orani ile B. bassiana izolatindan kaynakli
iken, F. proliferatum %50 ve M. brunneum %48 oraninda mortaliteye sebep oldu. Fungal
izolatlarin neden oldugu mortalite zamana bagl olarak incelendiginde oranlarin kademeli

olarak artig gosterdigi tespit edildi (Sekil 3.20.).

%
60

50
50 48

40 34

325

30
20 15

10
2.5

B. bassiana F. proliferatum M. brunneum

[k {i¢ giin 6liim oram1 ~ W {1k yedi giin 6liim oran1 M Toplam &liim oram

Sekil 3. 20. Fungal patojenlerin Calosoma sycophanta larvalari iizerindeki
mortalitesi

Sadece son instarlarin dahil edildigi deney sonuglarina gore en yiiksek 6liim orani F.
proliferatum izolatina ait olup %100 oraninda 6liime sebep olurken, B. bassiana %80 ve M.

brunneum %90 oraninda mortalite gosterdi (Tablo 3.4.).
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Tablo 3. 4. Fungal patojenlerin son instar larvalari lizerindeki mortalitesi

Deneyde kullanilan Yasayan birey Olen birey sayisi
Patojen cesidi
toplam birey sayis1 (%) (%)
B. bassiana 10 2 (20) 8 (80)
F. proliferatum 10 0(0) 10 (100)
M. brunneum 11 1 (10) 10 (90)

Fungal izolatlarin C. sycophanta larvalarma en kolay hangi yolla bulastigini
gbzlemlemek amaciyla yapilan biyoassay sonuglarina gore en yiiksek 6liime sebebiyet veren
izolat, daldirma metoduyla uygulanan B. bassiana (%58) oldu. Ayni izolat besine enjeksiyon
ile verildiginde %16 oraninda enfeksiyon olusturdu. F. proliferatum ve M. brunneum

izolatlarinin metottan kaynaklanan mortatite oralarinda farklilik gézlenmedi (Tablo 3.5.).

Tablo 3. 5. Fungal soliisyonlarin larvalarla muamele edilme sekline gore yapilan
biyoassay sonugclari

Daldirma metodu ile Besine enjeksiyon ile
. - . Oliim ) Oliim
Patojen cesidi Toplam Olii Yasayan Toplam Olii Yasayan
- Bi Bi orani - Bi Bi orani
irey irey irey irey irey irey
(%) (%)
B. bassiana 12 7 5 58 12 2 10 16
F. proliferatum 12 2 10 16 12 2 10 16
M. brunneum 12 2 10 16 12 2 10 16

3.4.2. Fungal izolatlarin Calosoma sycophanta Erginlerine Etkisi

Ergin bireylerin kullanildig1 biyoassaylerde, en yiliksek mortalitenin %31°lik oranla
kontrol grubunda oldugu goriildii. Benzer olarak en yiiksek mortalitenin %29’la oranla B.
bassiana izolatindan kaynakli oldugu goriildii. F. proliferatum %19 ve M. brunneum %18
oraninda mortalite ile benzer etkiye sebep oldu. Bu veriler Abbott formiilii (Abbott, 1925)

ile diizenlendi.
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Tiim gruplardaki 6liim oraninin zamana baglh olarak giderek arttigi, ilk ii¢ giinliik
periyotta M. brunneum izolat1 ile beslenen grupta herhangi bir mortalitenin olmadig1 ve

toplam mortalitenin en fazla kontrol grubunda gergeklestigi goriildii (Sekil 3.21.).

30
19 18
8 8
4 4 3
°

B. bassiana F. proliferatum M. brunneum Kontrol

%
35

29

30
25
20
15
1
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\S]

o

[k {i¢ giin 6liim oran1 ~ M IIk yedi giin 6liim oran1 ™ Toplam &liim orani

Sekil 3. 21. Ergin bireylere uygulanan biyoassaylerin toplam sonuglari

3.4.2.1. Fungal izo'l.atlarm Calosoma sycophanta Erginlerindeki Yumurtlama
Seviyeleri Uzerindeki Etkisi

Ergin C. sycophanta’larin yumurtlama seviyeleri incelendiginde kontrol grubundaki
birey basina diisen yumurta sayisinin 7,3 oldugu belirlendi. En yliksek yumurta sayisinin
kontrol grubundaki bireylerde, en diisiik yumurta sayisinin ise B. bassiana ve M. brunneum

izolatlarinin uygulandigi gruplarda oldugu gorildii (Sekil 3.22.).
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3.4.2.2. Fungal iztllatlarln Saghkh ve Saghkh Olmayan Calosoma sycophanta
Erginleri Uzerindeki Etkisi

Saglikli ile saglikli olmayan C. sycophanta erginlerine uygulanan fungal izolatlar
kiyaslandiginda, saglikli bireylerde F. proliferatum ve M. brunneum’dan kaynaklanan
herhangi bir mortalite gézlemlenmedi. Saglikli olmayan erginler ile yapilan uygulama

sonucunda en diisiik mortalite oraninin F. proliferatum’dan kaynaklandig1 goriildi (Tablo

3.6).
7.3

Birey basina yumurta sayisi

S = N W A 1NN X

M B. bassiana W F. proliferatum WM. brunneum W Kontrol

Sekil 3. 22. Ergin Calosoma sycophanta’larda yamurtlama durumu

Tablo 3. 6. Saglikl1 ve saglikli olmayan Calosoma sycophanta erginlerinin 6lim

oranlari
Ik ii¢ giin 6liim oran1 Ik yedi giin 6liim oram Toplam 8liim orant (%)
Patojen tiirii (%) (%)
Saglikli Saglikh Saglikli Saglikh Saglikli Saglikh
olmayan olmayan olmayan
B. bassiana 0 0 0 10 10 60
b 0 0 0 0 0 10
proliferatum
M. brunneum 0 0 0 10 0 50
Kontrol 0 0 0 0 40




4. TARTISMA

Bu tez kapsaminda, Tirkiye’'nin ¢esitli bolgelerinde yer alan iiretim
laboratuvarlarindaki C. sycophanta popiilasyonundaki entomopatojenik funguslarin
izolasyonu, identifikasyonu ve bu predatorler izerindeki patojeniteleri arastirildi. 2016-2021
yillar1 arasinda ¢esitli laboratuvarlardan toplam 278 adet C. sycophanta temin edildi. Stiphe
edilen boceklerden entomopatojenik fungus izolasyonlar1 yapildi. Yapilan izolasyonlar
sonrasinda fungal izolatlarin identifikasyonu, karakterizasyonu ve bdcekler tizerindeki
patojenitesi calisildi. Sekans analizlerinin filogenik olarak incelenmesinin ardindan tiir
seviyesindeki tespiti yapildi. Yapilan ¢alismalar sonucunda bu funguslarin B. bassiana, F.
proliferatum ve M. brunneum tirii oldugu belirlendi. Her {i¢ fungus tiirliniin de bdcekler
izerinde entomopatojenik etki gésterdigi bilinmektedir.

Uretim laboratuvarlarinda yapilan makroskobik incelemeler sonucunda hem T.
pityocampa/wilkinsoni larvalarmin hem de C. sycophanta erginlerinin viicut Ortiistiniin
mantar miselleri ile kaplandig1 goriildii. Olusan fungal kaynakli enfeksiyonlarin 6nce besin
olarak kullanilan cam kesebocegi larvalarinda bagladigi, daha sonra C. sycophanta
erginlerine bulastig1 ve erginlerin yasam kalitesini diisiirdiigli gézlemlendi (Sekil 3.1., 3.2.,
3.3.). C. sycophanta, ¢am kesebdceklerinin popiilasyonunu baskilamak acisindan oldukga
onemli bir predatdr olmasi sebebiyle biiylik maliyetler goze alinarak ¢esitli laboratuvarlarda
iretimi yapilmaktadir. Ancak olusan enfeksiyonlar C. sycophanta’nin yasam siiresini
kisaltmakta ve yumurta sayisini azaltmaktadir. Boylelikle laboratuvarlardaki iiretim
verimliligi de diismektedir. Bu sebeplerden dolay1 C. sycophanta’da tespit edilen her patojen
literatiir i¢in ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir.

Onceki yillarda yapilan calismalar sonucunda C. sycophanta’da tespit edilen
protozoan ve bakteriyal enfeksiyonlar Yaman ve digerleri (2018, 2019) tarafindan sunuldu.
Ancak C. sycophanta’dan izole edilmis herhangi bir fungal hastalik etmeni literatiirde
mevcut degildir. Bu tez c¢alismasinda sunulan fungal etmenler ilk defa tespit edilen
entomopatojenik fungus tiirleridir.

C. sycophanta’da tespit edilen ilk mikrosporidial enfeksiyon Yaman ve digerleri
(2019) tarafindan rapor edildi. Bu calisma, 2015-2018 yillar1 arasinda temin edilen C.

sycophanta ergin bocekler iizerinde yapilmis olup toplam 6liim oranlar sirasiyla %2, %385,
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%S5,7, %12,3 olarak tespit edildi. Her gegen yil enfeksiyon oraninda artig goriiliirken, en
yiiksek enfeksiyonun %35,2’lere kadar yiikseldigi rapor edildi.

Yillara bagli olarak artan enfeksiyon orani iiretim laboratuvarlar1 agisindan oldukca
ciddi bir sorun haline geldigi goriilmektedir. Aym1 zamanda disi boceklerdeki enfeksiyon
oraninin erkek boceklerdekine kiyasla daha fazla oldugunu bildiren arastirmacilar yumurta
verimindeki diisiikliigliniin sebebini de ortaya koydu (Yaman vd., 2019). Laboratuvarlardaki
yumurta sayisinin azalmasi ¢ok ciddi bir problem olmakla birlikte harcanan maliyetleri de
artirarak iilke ekonomisini olumsuz etkilemektedir. Ayn1 ¢alisma sonuglarina gore, ergin
boceklerdeki diseksiyonlarin haricinde larvalar lizerinde yapilan incelemelerde ise higbir
mikrosporidial patojene rastlanmadigi belirtildi. Protozoan enfeksiyon etmenlerinden biri
olan mikrosporodial patojenler, bocek viicuduna besin yoluyla girip c¢ogunlukla yag
dokularimi enfekte etmesiyle karakterize edilmektedir. Aveilik yoniinden en aktif evrede olan
ergin bocekler, av arayisindayken mikrosporodial etmenlerle daha sik karsilasabilecegi, bu
sebeple tespit edilen enfeksiyon oraninin larvalara kiyasla erginlerde daha yiiksek oldugu
diisiiniilmektedir. Mikrosporidial enfeksiyonlar, boceklerde kisa siirede oOldiiriicii bir
enfeksiyona neden olmasa da yasam kalitesini diistirmesinden dolay1 faydali boceklerde
istenmeyen faktorlerden biri olarak bilinmektedir. Ayni1 zamanda immiin sistemini
zayiflattigindan dolay1 bocekleri fungal patojenler basta olmak tlizere bir¢ok farkli hastalik
etmenine karsi da hassas hale getirmektedir.

C. sycophanta’da tespit edilen hastalik etmenlerden biri de bakteriyal enfeksiyonlardir.
Yaman vd., 2018 yilinda yaptig1 ¢alismalar sonucunda C. sycophanta ergin ve larvalarinda
26 farkl1 bakteri tiiri tanimladi. Bu tiirler arasinda en patojenik 6 bakterinin; Streptomyces
albogriseolus, Proteus penneri, Proteus vulgaris, Proteus putida, Proteus rettgeri ve
Proteus vermicola tiirleri oldugu rapor edildi. Ayn1 zamanda S. albogriseolus ve P. penneri
tiirleri erginler tizerinde en yliksek oranda enfeksiyona sebep olurken, P. vulgaris tiirlinlin
larvalar {izerinde %40 oraninda mortaliteye sebep oldugu belirtildi. Yapilan bu ¢alismanin
sonuglart incelendiginde C. sycophanta erginlerinin larvalarla kiyaslandiginda bakteriyal
hastaliklara karsi daha hassas oldugu goriilmektedir. Fungal patojenlerin ise larvalarda
erginlere kiyasla ¢ok daha fazla Oliime sebep oldugu bu tez ¢alismasiyla birlikte
sunulmaktadir.

Sevim vd.’nin 2010 yilinda yaptig1 ¢alisma sonucunda entomopatojenik funguslarin
T. pityocampa dogal popiilasyonunda hastalik olusturdugu tespit edilmistir. Aragtirmacilar

morfolojik ve molekiiler incelemeler sonucunda dort izolat1 Beauveria bassiana cf. Clade C,
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bir izolat1 B. bassiana olarak tanimlamistir (Sevim vd., 2010). Baska bir ¢alismada ise
Bulgaristan’daki 7. pityocampa ve L. dispar poplilasyonlari incelenmistir ve B. bassiana
tiirline ait izolasyonlarin elde edildigi bildirilmistir (Draganova vd., 2011). Yine benzer bir
calismada, 7. pityocampa tizerinde 13 farkli entomopatojenik fungus degerlendirilmis ve
bunlar arasinda Paecilomyces fumosoroseus’un 3 izolatinin, Beauveria bassiana’nin 1
izolatinin ve Metarhizium anisopliae’in 1 izolatinin diger tiirlere gore oldukca yiiksek
mortaliteye sebep oldugu bildirilmistir (Er vd., 2007). Tez c¢alismamizda ise T.
pityocampa’nin predatdrii olan C. sycophanta’da morfolojik ve molekiiler incelemeler
sonucunda B. bassiana, F. proliferatum, M. brunneum tiirleri oldugu tespit edildi.
Laboratuvar ortaminda yetistirilen C. sycophanta bireylerine, fungal patojenlerle enfekte
olan T. pityocampa’larin besin olarak verilebildigi tahmin edilmektedir. Enfekte olan cam
kesebocegiyle temas halinde olan veya onunla beslenen C. sycophanta bireylerinde fungal
enfeksiyonun olusma ihtimali kagmilmazdir. Bu kapsamda literatiirdeki veriler ile tez
calismamizdaki bulgularin birbirini destekledigi goriillmektedir.

Sahin vd., yaptiklar1 ¢aligmada topraktan dogrudan izolasyon ve tuzak bocek yontemi
ile izolasyon yaparak 35 entomopatojenik fungus elde etmistir. Bu funguslarin 16 tanesinin
Paecilomyces cinsine ait oldugu, 19 tanesinin de Beauveria cinsine ait oldugunu
belirlenmistir. Ayn1 zamanda bu patojenlerin 7. pityocampa larvalar {lizerinde yliksek
oranda Oldiiriicii oldugunu ortaya koyulmustur. Beauveria cinsine ait olan izolatlar 7.
pityocampa larvalarma kars1 uygulandiginda yiiksek etki gosterdigi ve diger izolatlarla
kiyaslandiginda ¢ok daha kisa siirede 6ldiirdiigii rapor edilmistir. Yapilan deney sonuglarina
gore, uygulanan fungal patojenler T. pityocampa larvalarinda 12 giin icerisinde %100’e
varan oranlarda dliime sebebiyet vermistir. (Sahin, 2006). Bu ¢alismanin verileri dikkate
alindiginda, toprak orijinli fungal patojenlerin, yagamlarinin bir boliimiinii toprakta gegiren
ve T. pityocampa ile beslenen avci bocek C. sycophanta’lar enfekte edebilecegi goz ardi
edilmemelidir.

Bir¢ok arastirmacinin calisma konusu olan Beauveria cinsi funguslarin irettikleri
toksik metabolitler, zararli bocekler iizerinde yiiksek oldiiriicii etkiye sebep oldugundan
dolay1, mikrobiyal miicadele agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bunun yani sira, bu fungus
cinsinin yararli bocekler iizerinde tespit edilmesi istenmeyen bir durumdur.
Laboratuvarlarda yetistirilen ve énemli bir zararli bocek D. micans’in predatorii olan R.
grandis izerinde yapilan ¢calismalarda B. bassiana’nin %10-15 oraninda mortalite gosterdigi

ortaya koyulmustur. Farkli bir calisma ise Apis mellifera (bal arisi) ile yapilmistir ve B.
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bassiana’nin lokal dozda %50-84, oral dozda %70-90 6liim oranina ulastig1 rapor edilmistir.
Olumsuz ¢evre kosullar1 ve stres bocekleri fungal patojenlere ¢ok daha hassas hale
getirmektedir. Ozellikle birgok predatériin yetistirildigi iiretim laboratuvarlarinda Beauveria
ve Metarhizium cinsine ait fungusa rastlanmasi iiretim verimliligini oldukc¢a diisiirdiigii
tahmin edilmektedir.

Tespit edilen diger fungus cinsi Fusarium, yaygin bocek patojenlerinden bir digeridir.
Fusarium cinsine ait bazi tiirler zayif entomopatojenik etki gosterse de birgok tiirliniin
Beauveria ve Metarhizium cinsleri gibi zararli bocekler {izerinde biyolojik miicadele
amactyla kullanilabilecegi bilinmektedir. Onceki yillarda yapilan bir calismada, C.
sycophanta besinleri arasinda bulunan L. dispar pupalarinda 6liime sebep olan fungus
etmenleri arastirilmistir ve tespit edilen tiirler arasinda Fusarium sp. yer almaktadir
(Mirchev, 2004). C. sycophanta gibi yararli bocekler lizerinde de gelisen Fusarium cinsi
fungusun varlig1 istenmeyen bir durum olmaktadir.

Bu tez ¢alismasiyla birlikte C. sycophanta’da tiir seviyesinde ilk defa tespit edilen
entomopatojenik fungal etmenler, Tiirkiye’de kurulan iiretim laboratuvarlari agisindan
O6nemli bir bulgu olmakla birlikte diinya literatiiriine de oldukg¢a biiyiik katki saglamaktadir.
2016-2021 yillarinda temin edilen 60 ergin bocekten yapilan izolasyon sonucunda 15’inde
Beauveria sp., 5’inde Fusarium sp. ve 12’sinde Metarhizium sp. tlirleri tespit edildi. Temin
edilen boceklerde %55 oraninda fungal patojenlerin oldugu goriildii. Bu oran, liretim
laboratuvarlarindaki bocek verimliligi agisindan oldukga biiyiik bir sorun teskil etmektedir.

C. sycophanta’da larvalarinda yapilan biyoassay sonuglarina goére B. bassiana
patojeninin en yiiksek oliime (%55) sebep oldugu gorilmektedir. F. proliferatum ve M.
brunneum tirleri ise nispeten daha az %50 ve %48 oraninda mortaliteye sebep olmustur.
Ayni1 patojenler sadece son instar evresindeki larvalara uygulandiginda 6liim oranlarinda
ciddi bir artig gorilmiistiir. F. proliferatum patojeni %100’e varan 6liime sebep olurken M.
brunneum %90 ve B. bassiana %80 mortalite gostermektedir. Bu veriler sonucunda son
instar evresindeki bireylerin fungal patojenlere kars1 olduk¢a hassas oldugu goriilmektedir.
Ozellikle F. proliferatum patojenin etki diizeyi son instar evresindeki larvalarda 2 kat
artmaktadir. Entomopatojenik organizmalar konagin yogunlugu, yasi, deri degistirme
donemi gibi bircok biyotik faktére bagli olarak etkinlik gosterebilir. Ayni zamanda
urettikleri cesitli ekstraseliiler enzimler ile bocek kiitikiilasin1 lizize ugratmaktadir ve
cimlenen konidyalar1 integumente kisa siirede penetre olmaktadir (St. Leger vd., 1986,

Draganova, 1988, Gupta vd., 1992; St. Leger, 1995). Bu sebeple fungal patojenlerinin gida
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ile bocek viicuduna girmesine gerek kalmadan, eklem bdlgelerine tutulduktan sonra
dogrudan hemoséle ilerleyerek bdcegin dliimiine sebep olabilmektedir. Ozellikle yeni deri
degistirmis bocekler, derilerinin ince olmasi nedeniyle patojenlere karsi ¢ok daha duyarl
hale gelmektedir (Van Driesche ve Bellows, 1996; Inglis vd., 2001; Klingen ve Haukeland,
2006). Bu durum, tez ¢alismamiz ile sunulan verileri desteklemekte ve larval safhadaki
boceklerdeki yiiksek 6liim oraninin sebebini ortaya koymaktadir.

Larvalarda olusan enfeksiyon oranlar1 ergin boceklerdekilerle kiyaslandiginda ¢ok
bliytik fark goriilmektedir. Roy vd. (2008) B. bassiana’ya karsi larvalarin erginlere gore ¢ok
daha hassas oldugunu sdylemektedir. Scorsetti vd. (2017), 6nemli bir predator olan Eriopis
connexa (Coleoptera:Coccinellidae) ile yaptigi bir ¢alismada, birinci instar larvalarin B.
bassiana’ya karst oldukc¢a hassas oldugunu ve 6liim oranmin %38.8’e ulastigini tespit
edilmistir. Yine ayni ¢alismada B. bassiana’nin E. connexa’daki en diisiik 6liim oraninin
(%2.22) ise pupa evresinde oldugu belirtilmistir. Scorsetti vd. (2017)’nin yaptigr bu
calismada tek doz fungus uygulanmasina ragmen E. connexa popiilasyonunu olumsuz olarak
etkilemektedir. Bu tez ¢calismasinda, literatiirdeki verilere benzer sekilde fungal izolasyonlar
tek doz uygulandi ve fark edilir oranlarda mortalite meydana geldi. Calismamizdaki
bulgulara gore B. bassiana, larvalarda %355 oraninda Olime sebep olurken, bu oran
erginlerde %30’a diismektedir. Benzer sekilde F. proliferatum’un larvalardaki 6liim oram
%50 iken, erginlerde %19°dur. M. brunneum tiirii ise larvalarda %48 oraninda mortalite
gosterirken erginlerde %18 Gliim oranina sahiptir. Elde edilen veriler Abbott formiilii
(Abbott, 1925) ile diizenlendiginde ii¢ fungus tiirliniin ergin bireylerde yiiksek patojenite
gostermedigini ortaya koymaktadir. Bu durumun sebebinin kalin kiitikiila tabakasinin varlig
oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle Coleoptera takimma ait ergin bireylerde bu tabaka
entomopatojenlere karsi ciddi bir bariyer olusturmaktadir. Ancak larval safhada heniiz
kalinlagsmamus olan kiitikiila tabakas1 baz1 entomopatojenlerin girisine ve cogalmasina engel
olamamaktadir. Bu sebeple entomopatojenlerle temas eden larvalarda 6liim oranlarinin
yiiksek olmas1 beklenen bir durum olmaktadir.

Fungal patojenlerin etki diizeyi sadece bocegin hayat evresine bagli olmamakta, cesitli
faktorler de 6lim oranini etkileyebilmektedir. Bu faktdrlerden biri de patojenin konaga
bulagma seklidir. Yaptigimiz ¢calismayla birlikte fungal patojenler C. sycophanta larvalarina
daldirma (direkt temas) ve besine enjeksiyon yontemi olmak iizere iki farkli yolla
bulastirildi. Elde ettigimiz veriler sonucunda B. bassiana tiirlinlin direkt temasta ¢ok daha

fazla Oliimcil etki olusturdugu gozlendi. B. bassiana besine enjeksiyon edilerek C.
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sycophanta larvalari ile muamele edildiginde %16 oraninda 6liime sebep olurken, direkt
temas (daldirma metodu) sonrasinda bu oran %58’e yiikseldi. Entomopatojenik funguslarin
besin yoluyla alinmasina gerek olmadan, dogrudan kiitikiila tabakasindaki hiicrelere penetre
olabildigi ve iirettikleri enzimlerle direkt hemosolde enfeksiyon olusturdugu bilinmekte
(Ferron, 1978, Hajek ve Leger, 1994) ve bu veri bulgularimiz1 desteklemektedir.

Fungal izolatlarin larvalarda olusturdugu mortalite zamana bagli olarak artig
gostermektedir. ilk ii¢ giin sonucunda B. bassiana patojeni %15 o6liim oramyla diger
patojenlere gore daha yiiksek etki gostermektedir. Bu durum da B. bassiana patojeninin daha
kisa siirede daha yiiksek patojenik etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. F.
proliferatum patojeni ilk 3 ve ilk 7 giin sonucunda ¢ok yliksek mortalite gdstermese de
toplam Oliim oranlar1 incelendiginde hemen hemen diger tiirlerle benzer patojenik etki
gosterdi. 15 giin sonucundaki 6liim oranlarina gére B. bassiana %55, F. proliferatum %50,
M. brunneum ise %48 mortalite gosterdi. Ayni deney erginlere uygulandiginda F.
proliferatum %6,2 oraniyla ilk 3 giin sonucunda en yiiksek mortalite gdsteren patojen oldu.
[lk yedi giinliik 6liim oran1 ve toplam 6liim orani incelendiginde en yiiksek mortalite (%8,8
ve %?28,8) B. bassiana patojeninden kaynaklanmaktadir. M. brunneum ise hem 15 giin
sonucundaki 6liim oraniyla (%17,7) hem de ilk 3 giinliik ve ilk 7 giinliik 6liim oranlarinda
en diisiik mortalite gosteren patojen oldu. Bu veriler incelendiginde B. bassiana tiiriiniin C.
sycophanta bireylerinde daha hizli ve daha Olimciil enfeksiyona sebep oldugu
diistiniilmektedir. Ancak temin edilen ergin bireylerin yaslar1 tam olarak bilinmemektedir.
Bu sebeple Omiir faktoriiniin goz Oniline alinarak degerlendirme yapilmasi gerektigi
distiniilmektedir.

Fungal patojenlerin yag doku ve ovaryumlarda ¢ogalmasi, immiin sistemi olumsuz
etkilemesi ve yumurta lretimini saglayan bazi proteinleri baskilamasindan dolay1r C.
sycophanta’nin yasam siiresini kisaltacagi gibi bir sonraki nesli olusturacak yumurta
iiretimini de olumsuz etkiledigi bilinmektedir (Huang vd., 2012). Bu ¢alisma sonucunda M.
brunneum ve B. bassiana tiirlerinin yumurta sayisini %59 ve %56 oraninda azalttig1 tespit
edildi. F. proliferatum tiirii diger iki fungus tiirii kadar etkili olmasa da %15’lik oranla
yumurta sayisint olumsuz etkiledigi goriildii. 2008 yilinda Simelane vd., yaprak bitleriyle
beslenen ve tarim alaninda 6nemli bir predatdr olan C. septempunctata (Coleoptera:
Coccinellidae)’da fungal patojenlerin etkisini incelemistir. Bu ¢alismada, mantarla enfekte
olan yaprak bitlerinin bulundugu ortamda yetistirilen C. septempunctata bireylerinin

yumurta lretiminin ciddi Olgiide azaldigr goriilmiistiir. Ayni1 ¢alismada disi bireylerin
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%]11'inin bir hafta icinde yumurtlamay1 durdurdugu ve sonrasinda 6ldigii rapor edilmistir
(Simelane vd., 2008). Literatiirde yer alan bu veriler, tez c¢alismamizin sonuglarini
desteklemektedir. Entomopatojenik funguslar, Coleoptera takiminda yer alan predator
boceklerden C. sycophanta ve C. septempunctata bireylerinin yumurtlamasi lizerinde benzer
bir olumsuz etki olusturmaktadir. Hem onceki yillarda yapilan ¢aligmalarin hem de bu tez
calismasinin sonuglari, entomopatojenik funguslarin yumurta veriminde ciddi bir diisiise
sebep oldugunu gostermektedir. Bir predatdr bocegin yumurta veriminin azalmasi aktif
avcilik yapan ergin popiilasyonunu dogrudan etkilemektedir. Ozellikle laboratuvarlarda
yetistirilen predator bocekler i¢in bu durum oldukga biiytik bir problem olusturmaktadir.

Butt vd., (1999) ise Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae tiirleri basta olmak
izere bir¢ok fungal patojeni iceren ticari sollisyonlarin mikrobiyal miicadele kapsaminda
kullanilabilecek oldugunu ortaya koymustur. Bu kapsamda, cam agaglarinda primer zararl
olan T. pityocampa ile mikrobiyal miicadelede entomopatojenik fungal patojenler ticari
olarak kullanilirken, C. sycophanta’larin bu patojenlere karsi duyarl olabilecegi de dikkate
alimmalidir.

Laboratuvarlardan numune temini sirasinda tespit edilen yiiksek nem miktari, fungal
patojenlerin gelismesine olduk¢ca uygun bir ortam olusturmaktadir. Nem oraninin
yiikselmesiyle stres altinda yetistirilen C. sycophanta’lar fungal patojenlere kars1 hassas hale
gelmektedir. Uygun kosullar altinda hizla gelisim gosteren funguslar, kisa stirede yiiksek
seviyede C. sycophanta dlimlerine sebep olarak liretimdeki verimi diislirmektedir. Bu tez
kapsaminda izole edilen funguslarin saglikli olan ve olmayan bireyler {izerindeki etkisi
incelendiginde, saglikli olmayan C. sycophanta bireylerinin fungal patojenlere karsi ¢cok
daha hassas oldugu goriilmektedir. Bu durum, yetistirme laboratuvarlarinda bulunan saglikl
olmayan (hastalik belirtisi gosteren veya herhangi bir uzvunu kaybetmis olan) bireylerin
enfeksiyonu hizli bir sekilde saglikli bireylere bulastirabileceginin gostergesidir. Gelisme
ortami bulan fungal enfeksiyonlar konaklarinin istahsizlik, ireme davraniglarinda degisme
ve aktivitede azalma gibi bircok fizyolojik belirtiler sonrasinda bakteri, viriis, nematod,
mikrospor veya parazitoid gibi patojenik organizmalara karsi cok daha hassas hale gelmesine
sebep olmaktadir.

Kitlesel predator bocek tiretimi yapilan laboratuvarlardaki C. sycophanta bireylerinde
tespit edilen patojenler, hem laboratuvarda yiiksek oranda enfeksiyona sebep olarak verimi
diistirirken hem de dogaya salimim sonrasinda diger faydali bocekleri de tehdit

edebilmektedir. Onceki yillarda C. sycophanta’da tespit edilen protozoan ve bakteriyal
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hastalik etmenleri hakkindaki ¢alismalar (Yaman vd., 2018, 2019), laboratuvar verimini
artirma yoniinde atilmis biiyiikk bir adim olmakla birlikte, diger hastalik etmenlerinin de
incelenmesi gerektiginin ciddiyetini ortaya koymaktadir. Ancak giliniimiizde fungal
enfeksiyona sebep olan herhangi bir tiir tanimlanmamistir. Bu tez ¢alismasiyla birlikte C.
sycophanta bireylerinde enfeksiyona sebep olan entomopatojenik funguslar ilk defa tespit

edildi ve tanimlandi.



S.

SONUCLAR

Doktora tezi olarak hazirlanan "Calosoma sycophanta’nin L. (Coleoptera: Carabidae)

Biyolojisini Etkileyen Fungal Patojenlerin Belirlenmesi" isimli bu ¢alismada su sonuglar

elde edildi.

1. Tirkiye’nin ¢esitli illerinde yer alan predator yetistirme laboratuvarlarindan temin
edilen 60 bocekten 3 adet entomopatojenik fungus izolasyonu yapildi.

2. Kitlesel predatdor bocek yetistiren laboratuvarlardaki Calosoma sycophanta
bireylerinde ilk defa tiir seviyesinde 3 farkli entomopatojenik fungus tespit edildi.

3. lzole edilen funguslarin morfolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak tiir tayinleri
yapildi ve bu izolatlarin Beauveria bassiana, Fusarium proliferatum ve
Metarhizium brunneum olduklar belirlendi.

4. Larvalar iizerinde en yliksek mortaliteye sebep olan izolatin B. bassiana oldugu
tespit edildi.

5. B. bassiana izolatinin larvalarla muamele edilme sekline gore karsilastirildiginda
daldirma metodunun %58’lik mortalite ile en yiiksek Oliime sebep oldugu
belirlendi.

6. B. bassiana izolatinin ergin bireylere olan etkisi kontrol grubuyla karsilastirilarak
incelendiginde yiiksek oldiiriicii etkisinin bulunmadig: belirlendi.

7. B. bassiana izolatinin %56 oraninda yumurta sayisini azalttigi tespit edildi.

8. Saglikli olmayan ergin bireyler iizerinde en yiiksek mortalite gosteren izolatin B.
bassiana oldugu belirlendi.

9. Larvalar iizerinde en diisiikk mortaliteye sebep olan izolatin M. brunneum oldugu
tespit edildi.

10. M. brunneum izolatinin larvalarla muamele edilme sekline gore karsilastirildiginda
daldirma metodu ile besine enjeksiyon metodu arasinda fark goriilmedi.

11. Yumurta sayisin1 %59’luk oranla en ¢ok azaltan M. brunneum izolat1 oldugu tespit
edildi.

12. F. proliferatum izolatinin son instar evresindeki larvalarda %100’e varan mortalite

gosterdigi tespit edildi.



13.

14.

15.

16.
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F. proliferatum izolatinin larvalarla muamele edilme sekline gore
karsilastirildiginda daldirma metodu ile besine enjeksiyon metodu arasinda fark
gorilmedi.

Yumurta sayisini %15°lik oranla en az etkileyen F. proliferatum izolat1 oldugu
tespit edildi.

Saglikli olmayan ergin bireylere uygulanan F. proliferatum izolatinin en az
mortaliteye sebep oldugu belirlendi.

Bu sonuglar ile kitlesel predator yetistirilen laboratuvarlarda iiretilen Calosoma
sycophanta bireylerinde entomopatojenik funguslar tespit edilmis olup, bu

durumun {iretim verimini dogrudan olumsuz etkiledigi ortaya koyuldu.



6. ONERILER

Ulkemizde =zararli boceklere karsi genellikle kimyasal miicadele yontemi
kullanilmaktadir. Ancak kimyasal miicadelenin hedef-dis1 organizmalara zarar vermesi
sebebiyle alternatif olarak biyolojik miicadele yontemleri tercih edilmektedir. Bu kapsamda
zararlilarin predator gibi dogal diismanlar siklikla kullanilmaktadir.

Cam ve sedir agaclarinda c¢ok ciddi zarara sebep olan Thaumetopoea
pityocampa/wilkinsoni ile miicadelede predatér bocek Calosoma sycophanta’nin
kullanilmastyla biiyiik basarilar elde edilmistir. Bu sebeple iilkemizin ¢esitli illerinde
predator bocek yetistirme laboratuvarlari kurulmustur. Ancak bu laboratuvarlarda
yetistirilen C. sycophanta’larda meydana gelen enfeksiyonlar iiretim verimini
disiirmektedir. C. sycophanta gibi yararlt boceklerde olusan enfeksiyonlar hem zararlilarla
yapilan miicadeleyi zorlastirmakta hem de maddi kayiplara sebep olmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda C. sycophanta’da istenmeyen enfeksiyon etmenlerden biri olan
fungal patojenlerin varlig1 ve patojenik etkileri arastirildi. Elde edilen sonugclar, izole edilen
fungal patojenlerin C. sycophanta’nin yasam dongiisiinii olumsuz etkiledigini ve yumurta
verimini diislirdiigiinii gostermektedir. Fungal patojenler nem ve sicaklik kosullarina bagh
olarak laboratuvar ortaminda kolaylikla cogalabilen organizmalardir. Bu sebeple laboratuvar
ortaminda optimum kosullarin saglanmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Ayni zamanda gerekli
hijyenin saglanmamasi bir¢ok patojenin olugmasina ortam saglamaktadir. Hem besleme hem
de ciftlestirme kaplarmin sterilize edilmesi ve aseptik kurallara uyularak calisiimasi
olusabilecek enfeksiyonlar1 azaltacaktir. Bu konuda laboratuvarlarda gorevli olan
calisanlarin bilgilendirilmesi sadece fungus degil ayn1 zamanda bakteri, viriis, nematod gibi
bir¢ok patojenik organizmanin olusmasini engelleyecektir.

Tez caligmamizda tespit ettigimiz fungal patojenlerin ¢am keseboceginde de
goriildiigli 6nceki yillarda yapilan ¢alismalarda sunulmaktadir. Bu durum dikkate alinarak
C. sycophanta larva ve erginlerinin beslenmesi icin secilen ¢am keseboceklerinin canli
olmasina ve viicut yiizeylerinde herhangi bir fungal hastalik semptomu gdstermemesine

dikkat edilmesi gerekmektedir.
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Bu calismayla birlikte predator bocek C. sycophanta’daki fungal patojenler ilk kez tiir
seviyesinde tespit edilip tanimlandi. Bu c¢alisma, bu alanda yapilan temel bir arastirma
olmasi sebebiyle diger arastirmacilara ornek bir calisma olacaktir. Yapilacak detayli

arastirmalar sonrasinda laboratuvardaki liretim veriminin artmasi miimkiin hale gelecektir.
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