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OZET

Picea orientalis (Dogu Ladini), Dogu Karadeniz Ormanlarinin en yaygin agag
tirlerinden biridir. Dendroctonus micans ise P. orientalis ormanlarinda saglikli agaclara
saldiran en 6nemli kabuk bocegidir. Kimyasal, mekanik ve biyolojik tiim miicadele
yontemlerine ragmen, D. micans’in ladin ormanlarindaki zarar1 halen etkili bir sekilde
devam etmektedir.

Bu c¢alismada D. micans’a kars1 etkili bir fungal etmen tespit etmek amaciyla;
zararlinin larva ve ergin evrelerinden cesitli dogal fungus suslar izole edildi ve bunlarin
morfolojik (enfeksiyon sekli, koloni morfolojisi, spor sekli) ve molekiiler (ITS1-5.8S-
ITS2 gen bolgesi sekanslar1) karakterizasyonlari yapildi. izolasyon ¢alismalari sonucunda,
zararhidan dort cinse ait 12 fungal sus elde edildi. Bunlar Lecanicillium muscarium (Petch)
Zare ve Gams (ARSEF 9276 ve ARSEF 9268), Isaria farinosa (Holmsk) Fr. (ARSEF
9269, ARSEF 9270, ARSEF 9275, ARSEF 9276, ARSEF 9277 ve ARSEF 9278),
Fusarium sp. (ARSEF 9273 ve ARSEF 9274), Beauveria bassiana Sensu Lato (ARSEF
9271) ve Beauveria sp. (ARSEF 9272) olarak tanimlandi. Bu izolatlardan L. muscarium, I.
farinosa ve Fusarium sp. D. micans’tan ilk kez izole edildi. Ayrica, izolatlarin zararliya
kars1 viriilanslari da belirlendi. Spor siispansiyonlar 1 X 10° konidia mL™ yogunlukta hem
larva hem de erginlere uygulandi. Larvalara kars1 en yliksek 6liim ve mikoz orani %90
olarak 10 giin i¢inde ARSEF 9271 (Beauveria bassiana)’den elde edildi. ARSEF 9271,
erginler lizerinde de %93’liik 6liim ve mikoz etkisi gosterdi. Erginler {izerinde en yliksek
6lim ve mikoz oranmi1 10 giinliik siirede %100 6liim ve %80 mikoz ile ARSEF 9272
(Beauveria sp.) izolatindan saglandi. Bu sonuglar, ARSEF 9271 ve ARSEF 9272
izolatlarinin ileride D. micans’a karsi biyopreparat iiretimi ¢aligmalari igin olduk¢a umut

verici oldugunu gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Picea orientalis, Dendroctonus micans, mikrobiyal miicadele,
entomopatojenik funguslar



SUMMARY

Isolation and characterization of entomopathogenic fungi from Dendroctonus micans
and investigation their microbial control potential

Picea orientalis (Oriental spruce) is one of the most common trees in Eastern Black
Sea Forests. Dendroctonus micans is also the most common bark beetle that attacks
healthy trees in the oriental spruce forests. Despite the chemical, mechanical and biological
methods, the damage of D. micans in the oriental spruce forets is still continues effectively.

In this study, in order to determine an effective fungal agent against D. micans;
variety natural fungus strains were isolated from larval and adult stages of the pest, and
morphological (infection mode, colony morphology, shape of spore) and molecular
characterisations of these isolates (ITS1-5.8S-1TS2 gene sequences) were performed.
Twelve fungal strains were isolated from pest and these were identified as Lecanicillium
muscarium (Petch) Zare and Gams (ARSEF 9276 and ARSEF 9268), Isaria farinosa
(Holmsk) Fr. (ARSEF 9269, ARSEF 9270, ARSEF 9275, ARSEF 9276, ARSEF 9277 and
ARSEF 9278), Fusarium sp. (ARSEF 9273 and ARSEF 9274), Beauveria bassiana Sensu
Lato (ARSEF 9271) and Beauveria sp. (ARSEF 9272). Among these isolates, L.
muscarium, |. farinosa and Fusarium sp. were isolated for the first time from D. micans. In
addition, virulence of these isolates against this pest was determined. Spore suspensions of
1 X 10° conidia mL™ were applied to both larvae and adults. The highest mortality and
mycosis for larvae were obtained from isolate ARSEF 9271 (Beauveria bassiana) with
90% mortality and mycosis within 10 days. ARSEF 9271 also produced 93% mortality and
mycosis on adults. On the other hand, the highest mortality and mycosis for adults were
obtained with isolate ARSEF 9272 (Beauveria sp.), with 100% mortality and 80% mycosis
within 10 days. These results indicate that isolates ARSEF 9271 and ARSEF 9272 seem to
be the most promising potential fungal biocontrol agents against D. micans.

Key Words: Picea orientalis, Dendroctonus micans, microbial conrtol, entomopathogenik
fungi
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Zararli bocekler, basta orman alanlar1 olmak iizere, tarla ve bahge bitkilerinde,
seralarda, siis bitkilerinde, koruma altina alinmis bolgelerde yetisen bitki tiirleri lizerinde,
depolanmis {iriinlerde, veterinerlik ve tibbi alanlarda biiyiik zararlara yol agarlar (Lacey
vd., 2001). Ozellikle diinya ekosisteminin en énemli unsurlarindan biri olan ormanlarda,
zararl bocekler biiylik tahribatlara neden olmaktadir. Zararli boceklerin ormanlarda yol
acmis oldugu zararlar, birden bire ortaya ¢ikmadigi i¢in kamuoyunda orman yanginlari
kadar goze carpmamakta ve dnemsenmemektedir. Bu zararli boceklerin tahribati ancak,
olayin salgin halini almasindan sonra anlasilmaktadir. Eldeki literatiir bilgileri diinya
ormanlarina sadece boceklerin yaptigi zarar toplaminin, orman yanginlarinin yol actig
zararin en az 5 katindan daha fazla oldugunu gostermektedir (Anonim, 2003).

Ulkemiz ormanlarinda énemli zararlara neden olan 50°den fazla zararhi bocek tiirii
yasamakta ve bunlar, ormanlarda cesitli dlgiilerde ve yogunlukta tahribatlar yapmaktadir.
Bu boceklerden en zararlilart floem, kambiyum ve yakin dokularda yasayan kabuk
bocekleridir (Eroglu, 1995). Kabuk bocekleri iginde ladinde zarar yapan Dendroctonus
micans (Dev soymuk bocegi) ve Ips typographus (Sekiz disli ladin kabuk bocegi) ile ladin
ve ¢camlarda zarar yapan Ips sexdentatus (On iki disli gam kabuk bocegi) tilkemizdeki ¢ok
onemli 8 kabuk bdcegi tiiriiniin en tehlikeli olanlaridir. Canli agaglarda zarar yapan bu
kabuk bocekleri icinde, digerlerinden farkli olarak, bireysel saldir1 stratejisiyle
Dendroctonus micans siirekli olarak saglikli agaglara saldirmakta ve bu 6zelligiyle ¢ogu
kez sekonder karakterli olan diger kabuk boceklerinden ayrilmaktadir. Ladin agaglarinin
kambiyum ve kambiyuma yakin dokulariyla beslenerek agacglarin kisa bir zaman diliminde
kurumasina yol agan D. micans’la miicadelede, yakin zamana kadar uygulanan mekanik ve
kimyasal miicadelenin etkisiz kalmasi sonucu, biyolojik miicadele uygulamalarina
baslanmugtir.

Biyolojik miicadele, bir zararli organizmanin popiilasyon yogunlugunu veya etkisini
olabileceginden daha aza indirmek ve daha zararsiz hale getirmek igin baska
organizmalarin kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001). Mikrobiyal miicadele ise biyolojik

miicadele etmenleri olarak bakteri, fungus, protozoa, virlis ve nematod gibi



mikroorganizmalarin kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001; Lacey ve Goettel., 1995;
Demirbag vd., 2008). Entomopatojen olarak adlandirilan bu mikrobiyal miicadele
etmenleri zararli boceklerde hastalik olusturarak bocek popiilasyonlarinin  dengede
tutulmasin1 ve zararlarmin minimuma indirilmesini saglarlar. Bu entomopatojenlerin
biiylik cogunlugu konaga 6zel oldugu i¢in yalnizca miicadele yapilmak istenilen organizma
tizerinde etkindir. Bu o6zelligiyle, faydali ve predator bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi
hedeflenmemis organizmalar iizerinde herhangi bir risk olusturmazlar. Bunlar tamamen
dogal olmalar1 sebebiyle ekosistemde herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Bu 6zellikleri,
gelecekte kimyasal insektisitlerin yerini bu biyolojik etmenlerin alacagini gostermektedir.
Boceklerle miicadelede mikrobiyal etmenlerin kullanimi, 1800’11 yillarda funguslarla
baslamistir (Ogurlu, 2000). Bu etmenlerin boceklerin miicadelerinde kullanimi, ¢ok eskiye
dayanmasina ve genelde olumlu sonuglar elde edilmesine ragmen, mikrobiyal miicadelenin
onemi, 1900’1l yillarin ortalarina kadar anlagilamamis ve fazla gelisememistir. Bu tarihten
sonra siklikla kullanilan kimyasal insektisitlerin zararli etkilerinin ortaya c¢ikmasiyla,
arastirmalar, bocekler {izerinde patojenik etkiye sahip mikroorganizmalarin tespiti ve
zararlilara karst kullamimina yogunlagsmistir. Entomopatojenik funguslar mikrobiyal
miicadele etmeni olarak 100 yili agkin bir stiredir kullanilmaktadir. Genel olarak, birgok
bocek takimi fungal hastaliklara karsi duyarhdir ve entomopatojenik funguslar, zararh
boceklere karst mikrobiyal miicadele etmeni olarak iyi bir potansiyele sahiptir (Roberts,
1989). Entomopatojenik funguslar pek cok zararli bocegin dogal olarak miicadelesinde
onemli bir etmen olup, bu organizmalar zararli bocek popiilasyonlarinda sik sik genis
yayilimli epizootiklere neden olmaktadir. Pek ¢cok entomopatojenik fungus, direkt olarak
bocek kiitikulasindan enfeksiyon yapmaktadir. Bu nedenle, bunlarin konak tarafindan
yenilmelerine gerek yoktur. Bu 0Ozellik entomopatojenik funguslar1 6zellikle bitki
Ozsuyuyla beslenen boceklerin miicadelesinde Oncii aday konumuna getirmektedir.
Giiniimilizde diinya ¢apinda entomopatojenik funguslardan olusan pek ¢ok ticari preparat
bulunmakta ve bunlar ¢esitli zararlilarla miicadelede kullanilmaktadir (Goettel vd., 2005).
Entomopatojenik funguslar Dogu Karadeniz Bolgesi’nin iklimsel 6zelliklerinden
dolay1, diger zararli boceklerin miicadelesinde 1iyi bir potansiyele sahiptir.
Entomopatojenik funguslar gelisebilmeleri icin yiiksek nem ve ortalama 25°C sicakliga
ihtiyag duymaktadir. Bu durum, Dogu Karadeniz Boélgesi’nin iklimsel o6zellikleriyle

uyusmaktadir (Goettel vd., 2005; T.C. Tarim Bakanlig1, 2007).



Entomopatojenik funguslar, memeliler {izerinde herhangi bir toksik etkilerinin
bulunmamasi, boceklerde diren¢ olusturmamalari, biyoteknolojik gelismelere yonelik
yiiksek bir potansiyele sahip olmalari, uygulama sonrasi ¢evrede uzun siire kalarak uzun
stireli miicadele saglamalari, konaklarmin tiim gelisme fazlarimi enfekte etmeleri,
genellikle insektisidlerle birlikte sinerjitik hareket etmeleri ve onlarla beraber
kullanilabilmeleri ve kitle {iretimi problemlerinin iistesinden kolayca gelinmeleri gibi
biyolojik miicadelede kullanilmalar1 acisindan bir¢ok 6nemli avantajlara sahiptir (Wan,
2003; Demirbag vd., 2008).

Su ana kadar yapilan tiim miicadele g¢alismalart sonucunda kabuk bocekleriyle
miicadelede belirli yerlerde bazi basarilar elde edilmistir. Ancak, yiiriitiilen tiim miicadele
calismalarina ragmen, zararli, yayilisint biiylik bir hizla devam ettirmektedir. Zararlinin
kiigiik bir bolgeden baslayan bulagmasinin tiim Karadeniz Boélgesi ladin ormanlarina
yayilmasi engellenememistir. Zararlinin ladin ormanlarinda dogrudan yaptigi zarardan
sonra, zayif diisen agaclar, sekonder zararli diger kabuk boceklerinin bu agaglara
saldirmasina da neden olmaktadir. Kabuk boceklerinin sebep oldugu zararlar nedeniyle her
yil on binlerce metrekiip aga¢ kurumaktadir. Kuruyan agaclar, grup ve kiimeler halinde
kesildigi i¢cin ormanlarda biiyiik agikliklar meydana gelmektedir. Bu acikliklarin genisligi
cogu kez bir aga¢ boyundan daha fazla oldugu icin, bu durum sahanin yabanlagmasina
neden olmaktadir. Yabanlasan sahalarin tekrar eski haline doniistiiriilebilmesi ise diri Ortii
ile miicadele, toprak isleme ve fidan dikimi gibi olduk¢a masrafli caligmalari
gerektirmektedir. Ayrica, bocek kurutmasi sonucu yapilan anormal kesimler planh
isletmeciligi amacindan uzaklastirmaktadir (Eroglu, 1995). Sonug olarak, gercek ve aci
olan durum, bu zararlinin halen etkili bir sekilde yayilmaya ve zararini siirdiirmeye devam
ettigidir.

Dendroctonus micans, yukarida da belirtildigi gibi hem diinya hem de iilkemiz ladin
ormanlar1 agisindan biiyiik bir sorun olarak karsimizda durmaktadir. Bu zararlinin Avrasya
ladin ormanlarindaki mevcut zarar durumu ve potansiyel tehdit konumu, yiiriitiilmekte olan
degisik 6nlemlere ve miicadele yontemlerine ragmen, ¢ok 6nemli bir problem olarak ortada
durmaktadir. Mevcut uygulamalarin bu soruna yeterli bir ¢oziim saglayamamis olmasi,
ilave yeni ¢oziim yollarinin da ortaya konulmasini gerektirmektedir. Bu noktada, zararliyla
miicadelede yeni yaklasim ve entegre yOntemlerin gelistirilmesi ve uygulanmasi artik
kaginilmaz. Bahsedilen yeni agilimlarla, Dendroctonus micans ile miicadelede heniiz

yeterince arastirilmamis ve uygulanabilirligi heniiz denenmemis olan, bu zararliya ait bir



veya birden ¢ok entomopatojenden gelistirilmis bir preparatin kullanilma potansiyelinin
test edilmesini gerektirmektedir. Bilindigi gibi diinyada bdceklerden izole edilen viriis,
bakteri, fungus, nematod ve protozoonlar1 kapsayan cesitli preparatlar zararlilarin
mikrobiyal miicadelesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Boucias ve Pendland, 1998;
Demirbag vd., 2008).

Yilmaz (2004) ve Yilmaz vd. 2006 c¢alismalarinda D. micans’in bakteriyal florasini
belirlediler. Ancak, belirlenen bakteriyal izolatlarin bdcege yedirilmesi bir tiirlii
bagarilamadi. Dolayisiyla, izolatlarin D. micans iizerindeki patojeniteleri tespit edilemedi.
Bu durum, etmenin bdcek tarafindan besinle alinmasi gerektiginden, kabuk bdceklerinin
miicadelesinde diger mikrobiyal etmenlerin kullanilabilecegi alternatif yontemlerin
gelistirilmesi zorunlulugunu ortaya koymaktadir. D. micans’in biyolojisi ve Dogu
Karadeniz Bolgesi’nin iklimsel kosullar1 dikkate alindiginda, bu zararliyla miicadelede en
etkili mikrobiyal yontemin entomopatojenik funguslara ait bir preparatla yapilabilecegi
diisiincesini  dogurmaktadir. Ayrica, zararliyla halen yiiriitiillmekte olan miicadele
programlariyla birlikte, entegre miicadele seklinde de entomopatojenik funguslarin
kullanilabilecegi kuvvet kazanmaktadir. Diger patojenlerin aksine, fungal preparatlarin
bocek tarafindan besinle yenilmesine gerek yoktur. Zaten bu, yukarida da belirtildigi gibi
zordur. Ciinkii, bocek sadece kabuk altinda beslenmektedir. Bakteriyal bir etmenin kabuk
altina ulastirlmas1 da olduk¢a zordur. Fungal etmenlerin bdcek galerilerine
ulagtirllmasinda ergin boceklerin kullanilma potansiyellerinin yiiksek olmasi, bu
etmenlerin kabuk zararlilarina karst kullanilma potansiyellerini arttirmaktadir. Karadeniz
Bolgesinin nem ve sicaklik degerleri fungal sporlarin ¢imlenmesi ve fungal preparatlarin
dogada devamliliklarinin saglanmasi agisindan yeterli goriilmektedir. Aynm1 zamanda,
fungal etmenin bu bélgeden izole edilmis lokal bir preparat olmasi, bolgeye yabanci
olmayan, dogal ve ¢evrede uzun siire kalabilen etkili bir etmenin kullanilmasini
saglayacaktir. Bu durumlar goz oniinde bulundurularak, yapilan bir calismada Sevim
(2010) ve Sevim vd. (2010) Beauveria cf. bassiana’nin D.micans’a kars1 iyi bir miicadele
etmeni olabilecegini belirlemistir. Entomopatojenik funguslarin D. micans’a kars1 biyolojik
miicadele etmeni olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Belirtilen hususlar dogrultusunda, bugiine kadar yeterince 6nem verilmemis olan,
ladin ormanlarimizin en biiylik zararlisi Dendroctonus micans ile miicadele etmek
amaciyla bu zararlidan entomopatojenik funguslarin izolasyonu, elde edilen izolatlarin

morfolojik ve molekiiler yontemlerle identifikasyonu ve bunlarin zararliya karst



mikrobiyal miicadele materyali olarak kullanilabilme potansiyellerinin arastirilmasi

planlanmustir.

1.2. Dendroctonus micans, Dev Soymuk Bocegi (K) (Coleoptera: Scolytidae)

1.2.1. Dendroctonus micans’in Yayilisi

Diinyada bilinen 50 ladin tiiriinden biri olan Avrasya Ladini, Picea orientalis (L.)
Link., dogal olarak Dogu Karadeniz ve Kafkas daglarinda yayilmistir. Toplam alani
297.396 ha olan ladin ormanlarimiz (Konukg¢u, 2001), sirastyla 1960 ve 1980’11 yillardan
bu yana, Avrasya ladin ormanlarinin en tehlikeli kabuk bocekleri olan Dendroctonus
micans (Kug.) (Ladin dev soymuk bdcegi), Ips sexdentatus (Boern.) (Oniki disli kabuk
bocegi) ve Ips typographus (L.) (Sekiz disli kabuk bocegi)’un ¢ok ciddi tehdidi altina
girmistir. Dev Soymuk Bocegi, Dendroctonus micans, Coleoptera takimina ait Scolytidae
(Kabuk Bocekleri) familyasinin en biiyiik bocegidir. Dendroctonus cinsi diinya {izerinde
20 tiirle temsil edilir. Bu tiirlerden iki tanesi Asya ve Avrupa konifer ormanlarinda yasar.
Bu iki tiirden biri olan Dendroctonus armandi Tsai ve Li Cin’de endemiktir. Avrasya
ormanlarinda yayilis gésteren diger bir tiir olan Dendroctonus micans ise ilk kez 1794
yilinda Picea abies iizerinde kesfedilmistir (Brichet ve Severin, 1903). Fakat, yikic1 etkisi
ancak 1852 yilinda fark edilmistir (Fielding ve Evans, 1997). Kuzey Avrasya kokenli D.
micans’in yayilisi, yaklagik son 100 yildir diizenli olarak genislemektedir. Doguda
Sakhalin Adasi ve Kuzey Japonya’dan Kuzey ve Bati Avrupa’ya kadar uzanan alanda
varligini giiclii ve etkili bir sekilde siirdiirmektedir. Belirtilen cografyada, ladinin yetistigi
tim alanlarda bulunmaktadir. Almanya, Avusturya, Belgika, Bulgaristan, Cek
Cumhuriyeti, Cin, Danimarka, Estonya, Finlandiya, Fransa, Giircistan, Ingiltere, Isvec,
Isvigre, Italya, Izlanda, Hollanda, Japonya, Kafkasya, Kazakistan, Kore, Kuzey Amerika,
Litvanya, Liiksembourg, Macaristan, Norveg, Polonya, Romanya, Sibirya, Tirkiye ve
Yugoslavya’da varlig: tespit edilmistir. Fransa, Giircistan, Tiirkiye ve Ingiltere’de yakin
tarihlerde ulastig1 bolgelerde halen siddetli zararmi siirdiirmektedir (Khobakhidze, 1965;
Alkan, 1985; Fielding ve Evans, 1997). Ulkemizde tespit edildigi 1966 yilindan (Acatay,
1968) bu yana ladin ormanlarimizin hemen tamamina yayilmistir. Sekil 1, D. micans’in
tilkemiz ladin ormanlarinda yaptig1 zararin sadece ¢ok kii¢iik bir boliimiinii gostermektedir.

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde ladin ormanlarimin hemen tamaminda bu goriintiiler



kesintisiz bir sekilde tekrarlanmaktadir. Bu durum, bolgede, ormanlardan beklenenin daha
Otesinde bir islev iistlenmis olan ladin ormanlarinin biiyiik bir hizla yok olma tehlikesi ile
kars1 karsiya oldugunu gostermektedir. Ladin ormanlarinda D. micans, . sexdentatus ve I.
typographus’un olusturdugu yikimlar, bocek zararlarinin ortaya koydugu tehdidin, orman
yanginlarina gore ne kadar ileri boyutlarda oldugunun anlasilmasi bakimindan da oldukca

etkili bir 6rnek olmaktadir.

Sekil 1. Hatila Vadisi Milli Parkinda hasarli ladin agaglarindan bir goriiniim
(Fotograflar, 2008 yilinda, arazi ¢alismalar1 sirasinda Dog. Dr. Ismail DEMIR
tarafindan g¢ekilmistir).

1.2.2. Dendroctonus micans’in Zarari

D. micans’in Tiirkiye’deki varligi ilk olarak 1966 yilinda Posof Ormanlarinda ortaya
cikmistir. Ardindan 1971 yilinda Savsat Ormanlarinda tespit edilmistir. Artvin’de 1972-
1985 yillarinda en az 8.000.000 adet ladin agacini kuruttugu hesaplanmistir. Eroglu (1995),
D. micans’in Artvin ve Giresun ormanlarinda agaglarin %36’sina zarar verdigi ve bunlarin

%25’inde zararin stirdiirdiigiinii tespit edilmistir. Giinlimiize bu zararlinin birikimli olarak



ladinlerin %39’una zarar verdigi belirlenmistir (Ozcan vd., 2006). D. micans’in zarari
nedeniyle, 1994-2006 yillarinda Trabzon Orman Bélge Miidiirliigii ladin ormanlarinda
101.671 m®, 1999-2008 yillarinda Magka Orman Isletmesi ladin ormanlarinda 85.000 n’,
1986-2001 yillarinda Giresun Orman Bélge Miidiirliigii ladin ormanlarinda 210.000 m’
ladin agaci kurumustur. Avrasya’daki yayilis alani iginde Picea, Abies, Pinus cinslerine ait
cesitli tiirlerinde de zarar yaptig1 tespit edilen D. micans, iilkemizde Avrasya ladini (Picea
orientalis)’ni tercih etmektedir. Bulagtigi agaglarin floem ve kambiyum katmanlarini
tilketerek 6ldiirmekte; floem ve kambiyum alanlarinin zarar gérme derecesine gore agaglar
ya Olmekte ya da diger kabuk bdceklerinin kolaylikla tireyebilecegi uygun kulugka
ortamlarina sahip olmaktadir (Sekil 2).

Sekil 2. D. micans’in ladin gévdelerinde yaptig1 zarar (Fotograflar, Trabzon ve
Glimighane illeri arasinda bulunan Zigana Dagi’nin Trabzon ili sinirlar
icerinde kalan ladin ormanlarinda Dog. Dr. Ismail DEMIR tarafindan
cekilmisgtir).

Dendroctonus micans erginleri, konukgu oldugu agaclarin kabuklari iizerinde bir
girig deligi acarak kabuk altina girer. Kabuk ve kambiyum arasinda kalan proteince zengin
olan bolgede geliserek galeriler acar. Birkag galerinin bir araya gelmesi sonucu agag biiyiik
6l¢iide yaralanir ve kurur. Dendroctonus micans oncelikle sekonder zararhidir ve ilk etapta
yarali, budanmig veya zayif diismiis agaglar1 tercih eder. Firtina ve taban suyu eksikligi

gibi sebeplerden dolayi gii¢siiz diisen agaclarda kitle halinde iireyerek ¢ok ciddi fizyolojik



zararlara yol acar. Bocek popiilasyonunun yiiksek oldugu alanlarda saglikli agaclara da
giderek primer zararli konumuna geger (Selmi, 1998). Yayilis alaninda bulunan ince ¢aph
agaclar1 (8 cm), bir Dendroctonus micans yuvasi bir yilda kurutabildigi gibi, kalin gapli
agaclart (100 cm), yuva sayisina gore zayif diisirmekte ve ii¢ yil gibi kisa bir siirede
kurutmaktadir (Keskinalemdar, 1986). Bu sekilde zayif diismiis veya kurumus agaglar,
sekonder zararli konumunda olan bagka boceklerin de istilasina ugramaktadir. Bu tarz bir
zarara maruz kalan ladin agaglar1 endiistrinin bir ¢ok dalinda kullanilan degerli bir meta
iken, ancak yakacak olarak degerlendirilebilir duruma gelmektedir.

Saldirdiklart agaglarin kokiin {ist kisimlarindan baslayarak govdenin takriben 8 metre
yuksekligine hatta tepe catisina kadar olan kisimlarinda tirerler ve galeriler agarlar. Kalin

dallar hatta taze kalin siirgiinlerde bile tahribata yol agabilirler (Selmi, 1998).

1.2.3. Dendroctonus micans’in Biyolojisi

1.2.3.1. Yumurta

Dendroctonus micans’in kirli beyazimsi agik renkli, oval veya bir tarafi az sivrice
olan yumurtalar1 olgunlagsmamis hashas tohumunu andirir. Boylart 1095-1125 pm ve enleri

ise 622-655 um arasinda degigmektedir.

1.2.3.2. Larva

Beyaz renkte, ayaksiz ve gozsiiz olan larvalarin boylari 10-13 mm arasindadir.
Viicutlart 3 gogiis ve 9 karin segmenti olmak iizere 12 halkadan ibarettir. Larvalarin

tizerinde cesitli bolgelerde goriilebilen uzun killar vardir (Sekil 3).



Sekil 3. Dendroctonus micans’in larvalar1 (URL-1).
1.2.3.3. Pupa

Bes evre gegiren olgunlasmig D. micans larvalar1 kabuk altinda biriken &giintiilerin
altinda ve diri oduna hafifce dokunmus olarak hazirladiklar1 pupa besiklerinde pupaya

yatarlar. Beyaz renkli olan pupalar ergine benzer.
1.2.3.4. Ergin

Avrasya’da yasayan kabuk boceklerinin en biiyiigii olan D. micans’n erginleri 5,5-9
mm uzunlugunda, 2,2-2,5 mm enindedir. Koyu kahverengi veya siyahimsidir. Geng
erginlerin iizerinde grimsi sar1 renkte killar vardir. Viicutlart silindirimsi bir yapida olan
erginlerin 6ne dogru daralan boyun kalkanlarinin eni boyundan fazladir. Antenlerin sapi ile
topuzu arast bes parca olup, ikinci parca daha uzundur. Anten topuzu yassi ve dort
parcadan olusmustur. Topuzun birinci pargasi diger ii¢ parcanin uzunlugu kadardir (Sekil

4).
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Sekil 4. Dendroctonus micans’in ergini (URL-2).

1.2.4. Dendroctonus micans’in Yasam Dongiisii

Scolytidae familyasina ait tiirlerin en biiyiigii olan Dendroctonus micans, ¢ogu diger
scolytid tiirlerinden farkli karakteristik bir hayat dongiisiine sahiptir (Fielding ve Evans,
1997). Dendroctonus micans’in geng erginleri kabuk altinda floem tabakasini yiyerek 30
giin i¢inde olgunluk yiyimini tamamlar. Ciftlesme ergin bocekler tamamen kitinlesmeden
once, disilerin kardes erkekler tarafindan dollenmesiyle kabuk altinda gergeklesir
(Insectuous c¢iftlesme). Disilerin ayni yumurta galerisinden ¢ikan erkekler tarafindan
dollenmesi, popiilasyondaki erkeklerin sayisinin disilerden daha az olmasini agiklar
(Genellikle 1:10, baz1 durumlarda 1:45°e kadar diisebilir). Disilerin ¢iftlesmeden Once
erkekleri cezbetmesi gerekmez. Bu nedenle ergin aggregasyon feromonu yoktur.
Dollenmis disiler kabukta bir ¢ikis deligi acgarak, yeni agaclara ya da bulunduklar
agaclarin farkl kisimlaria saldirir. Eger kosullar ugus icin elverigli degilse, ergin disiler
kabuk altinda uzun siire kalabilir (Fielding ve Evans, 1997).

Ucus, mayis ve eyliil aylar arasinda, cografi farkliliklara bagli olarak 18-23°C
arasinda gerceklesir (Vouland vd., 1985; Fielding ve Evans, 1997 ). Ugus, sadece ¢ok sicak
yazlarda olmasina ve ender gerceklesmesine ragmen, tiirlin dogal yayilis1i ve karasal
dagilim1 agisindan 6nemlidir. Yalniz disiler ugar ve konukcu agaclari aramaya baglar. Disi
ergin, konuk¢u agacit buldugunda kabugu delmesi 5-7 giin siirebilir. Girig deliginde

agaclarin olduk¢a kuvvetli recine salgilamalarina ragmen, ¢cogu kez bdcek kambiyuma
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girmeyi basarir. Kabuga girisi sirasinda salgilanan regineleri arka bacaklariyla disariya
dogru atarak Ogiintiiyle karisik bir regine hunisi olusturur. Bu huninin ortasindaki giris
deligi biraz yukariya doniiktiir. Diismanlarin girisini engellemek i¢in giris deligi ¢ogu kez
Oglintliyle kapatilir. Bu nedenle, bocegin konak agaca girdigi ilk donemlerde predatorlerle
iligkisi oldukga azdir (Yiksel, 1997).

Disi kambiyuma ulasinca yukariya dogru 2 cm’lik bir oyuk acar ve burada igersine
100-150 yumurta birakacagi yumurta odacigini olusturur (Fielding ve Evans, 1997). Birkag
disi ayn1 agag iizerinde birbirine yakin alanlara yumurta koydugunda, genellikle kulucka
sistemleri birlesir ve aga¢ biiyiik oranda yaralanir. Yumurtadan g¢ikan Dendroctonus
micans larvalarinin kabuk bocekleri igersinde ender goriilen bir 6zelligi vardir. Larva
donemlerinin neredeyse tamamini kabuk altinda gecirirler. Larvalar bireysel galeriler
olusturmak yerine bazen 50’den fazla bireyden olusan beslenme hatti olusturarak floeme
dogru yan yana oyuk agarlar. Bu davranisin, larvalarin konukgu agacin regine savunma
mekanizmasinin iistesinden gelmesine yardimci oldugu diistiniilmektedir (Fielding ve
Evans, 1997).

Larvalar 5 evre gegirir. Olgunlasan larvalar birbirlerinden ayrilarak her biri 6giintiiler
icerisinde uzun bir pupa besigi olusturur. Pupa donemi 2-3 hafta siirer. Pupadan ¢ikan
erginler lireme yerini terk etmez ve larva yiyim yerinin bir kenarindan baslayarak, kabukla
odun arasinda bir yol acarak olgunluk yiyimini yaparlar (Yiiksel, 1997).

Kis1, her yasam evresinde 50 cm’ye kadar topragin i¢cinde veya agacin kok bogazina
yakin olan kisimlarinda gecirir. Ugma zamani, yumurta doneminde kiglamasi halinde
Eyliil, larva doneminde kiglamasi halinde ise temmuz ve agustos, pupa doneminde
kislamas1 halinde de may1s ve haziran bas1 olarak tespit edilmistir. Ozellikle may1s ve ekim
aylar arasinda herhangi bir giinde, konak agagta yumurta, larva, pupa ve ergin evrelerinde
goriilmeleri miimkiindiir (Fielding ve Evans, 1997). Yilda bir dol verir.

D. micans’in hayat dongiisii, yayildigi cografya, iklim kosullar1 ve yiikseklige goére
biiylk bir ¢esitlilik gosterir. Gozlemler D. micans’in hayat dongiisiinii 1-3 yilda

tamamladigini gostermektedir (Lempériéré, 1994; Fielding ve Evans, 1997).

1.2.5. Dendroctonus micans ile Miicadele

D. micans iilkemizde ilk defa 1966 yilinda Ardahan Orman Isletmesi, Posof
Ormanlarinda goriilmiistiir. ilk yillarda (1966-1970 yillar1 arasi) zararliyla yapilan
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miicadele kesilen agaclarin kabuklarinin soyularak yakilmasi seklinde gergeklestirildi. Bu
miicadele yontemiyle yeterince basari saglanamayinca, 1970 yilinda bocekli agaclarin
gbvdelerinin kimyasal maddelerle ilaglanmasi seklindeki kimyasal miicadele ¢aligsmalari
baslatilmig ancak, bu yontemde de herhangi bir basar1 saglanamamustir. Ayrica, tamamen
kimyasal kokenli ilaglarin dogaya verilmesi seklinde olan bu miicadele yontemi, hem ¢ok
pahal1 olmus hem de ormanlara verilen kimyasallar bu zararlinin miicadelesi i¢in yeterince
uygun olmadig1 gibi, pek cok yararli bocek ve diger canlilar1 (parazitoid ve predator
bocekleri, bal arilarini ve kuslart) da 6ldiirmiis ve biiyiik bir ¢evre kirliligine yol agmustir.

D. micans ile yapilan en etkili miicadele yontemlerinden biri de Rhizophagus grandis
(Gyll.) (Coleoptera: Rhizophagidae) adli kinkanath bir predator (yirtict = avci) bocegin
insektaryumlarda (laboratuar) iiretilerek, zararli bocegin yogun oldugu sahalardaki
bulasikli agaclara verilmesiyle yapilan biyolojik miicadeledir (King vd., 1991). Bu yontem,
komsu tilke Giircistan'da 1963 yilinda biiylik boyutlu bir biyolojik miicadele programiyla
uygulamaya konulmustur (Khobakhidze, 1965; Khobakhidze vd., 1970). Daha sonra ayni
yontem 1983 yilinda Ingiltere ve Fransa’da uygulandi (Gregoire vd., 1984; Gregoire vd.,
1989). Son olarak da 1984 yilinda iilkemizde uygulanmaya baslandi (Alkan ve Aksu,
1990; Fielding vd., 1991a; Eroglu, 1995; Eroglu, 1997). Artvin, Trabzon ve Giresun
Orman Bolge Miidiirliikleri basta olmak {izere cesitli bolge miidiirliikkleri biinyesinde
yapilan ¢alismalar sunucunda tretilen 8.000.000 adetten fazla R. grandis boécekli ladin
agaglarina verildi (Eroglu vd., 2010). R. grandis’in laboratuarda iiretilmesi, predatoriin
ormandaki zararli yuvalarina verilmesinin ¢ok zahmetli bir ¢aligma olmasi ve biiyiik
Olcide insan giicii ve maliyet gerektirmesi, bu uygulamanin dezavantajlarinm
olusturmaktadir. Uretim esnasinda zaman zaman ¢esitli sebeplerden dolay1 ¢cok sayida R.
grandis larva ve erginin O6limii meydana gelmekte, bu da maliyeti arttirmakta ve
miicadelenin basar1 sansini azaltmaktadir.

Yukarida da belirtildigi gibi, Yilmaz (2004) ve Yilmaz vd. (2006) calismalarinda D.
micans’in bakteriyal florasim1 belirlemis olmalarina ragmen, belirlenen bakteriyal
izolatlarin bdcege yedirilmesi bir tiirlii basarilamadi. Dolayisiyla, izolatlarin D. micans
tizerindeki patojeniteleri tespit edilemedi. Sevim (2010) ve Sevim vd. (2010) ¢esitli toprak
orneklerinden izole ettikleri Beauveria cf. bassiana’nin D. micans’a kars1 iyi bir biyolojik
miicadele etmeni olabilecegini belirlediler ve fungusun D. micans’a karsi biyolojik

miicadele etmeni olarak kullanilabilecegini ortaya koydular. Bu durum, entomopatojenik
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funguslarin zararlinin miicadelesinde alternatif yontemlerin birisi olarak kullanilabilecegini

ortaya koymustur.

1.3. Zararh Boceklerle Miicadele Yontemleri

Dogada yararli ve zararli olarak tanimlanan ¢esitli bocek tiirleri bulunmaktadir.
Dogaya ve insana zararli olan ¢ok az sayida bocek tiirii bulunmasina ragmen, 6zellikle bu
zararli bocek tiirleri tarim alanlarinda biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hizl
niifus artis1 ile birlikte tarim alanlarinda meydana gelen {irtin kayiplart iilkemizi her gegen
gilin disa bagimli hale getirmektedir. Zararlh bocek tiirlerinin olusturdugu zarar nedeniyle
Tiirkiye birgok iilkeden tarim iiriinleri ithal etmektedir.

Zararli bocekler ile miicadele, kitle liremesi yapan veya yapma yeteneginde olan
bocek popiilasyonlariin sayisinin artmasini engellemek i¢in gerceklestirilen ¢aligmalar
olarak bilinir. Tarimda ve ormancilikta uygulanan c¢esitli zirai miicadele yontemleri
bulunmaktadir (Demirbag vd., 2008; Eilenberg vd., 2001). Bu miicadele yontemlerini
cesitli gruplara ayirmak miimkiindiir.

e Dogal miicadele: Insanin herhangi bir yardimi olmadan dogal kuvvetlerle bocek
popiilasyonlarinin  kontrol altinda tutulmasidir. Cevre direncinin bir sonucu olarak
boceklerin 6nemli bir kismi ya ¢ogalmadan ya da ¢ogaldiktan sonra 6liirler.

® Yasal miicadele: Yasal yollardan yararlanarak, zararlilarin yayilmasini 6nlemektir.
Karantina, ambargo, muayene ve sertifika uygulamak bunlarin basinda gelir.

e Mekanik miicadele: Bocekleri gesitli yontemlerle toplamak, pusuya diisiirmek, yem
tuzaklar1 kurmak, feromonlar kullanmak, tuzak odunlar1 hazirlamak veya gida degisimi
yapmak sureti ile yapilan miicadele seklidir.

e Fiziksel miicadele: Sicaklik ve nemden yararlanarak boceklerin Sldiirtilmesi,
elektrik veya radyoaktivite kullanarak boceklerin kisirlagtirilmast islemlerini igeren
miicadele yontemidir.

e Kiiltiirel miicadele: Toprak bakimi, islenmesi ve giibrelenmesi, yabanci ot ve
atiklarin temizlenmesi ve bitki ndbetlesmesi gibi toprakla ilgili yapilmasi gereken isleri
kapsar.

e Kimyasal miicadele: Cesitli kimyasal maddelerin toz veya sulu halde kullanilmas1
sureti ile yapilan miicadeledir. Ulkemizde ¢ok yaygin olmasina ragmen, ¢evreye verdigi

olumsuz etkilerden dolay1 giiniimiizde, gelismis llkelerde yavas yavas bu yontemden
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vazgecilmektedir. Bu miicadele iilkemiz findik bahcgelerinde en ¢ok kullanilan miicadele
yontemidir. Bu miicadele uygulanirken, bircok yan etkileri ortaya ¢ikmaktadir ve bu
yilizden bir¢ok canli grubu zarar gérmektedir.

e Biyolojik miicadele: Zararli bocek popiilasyonlarinin dolayisiyla bdceklerin
zararin1 azaltmak i¢in canli organizmalardan (mikroorganizmalar, predatorler, parazitoid
bocekler, omurgasizlar, omurgalilar, feromonlar, bocek biiyltime diizenleyicileri, bitkisel
maddeler ve genetik kontroller) faydalanilarak yapilan ekonomik, giivenilir ve basaril1 bir

miicadele yontemidir.

1.3.1. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele, bir zararli organizmanin popiilasyon yogunlugunu veya etkisini
olabileceginden daha aza indirmek ve daha zararsiz hale getirmek i¢in canli organizmalarin
kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001). Biyolojik miicadelenin ilk uygulama dénemleri ¢ok
eski tarihlere dayanmaktadir. Asya’da avci karincalardan bu hususta yararlanildigi ve M.S.
900-1200 yillar1 arasinda narenciye zararlilaria karsi kullanildigt bilinmektedir. Bunlara
ilave olarak, 1200’li yillarda Yemen’de palmiye agaglarindaki zararlilara karst
karincalarin  kullanildigi ve Arabistan’da her yil daglardan getirilen avcl karinca
kolonilerinin, hurma agaglarinda zarar yapan bir diger karinca tiiriine karsi kullanildigt
kayithdir (Canakgioglu, 1998).

Biyolojik miicadelede kullanilan organizmalar biiylik bir cesitlilik gostermektedir.
Bunlar, akarlar, oriimcekler, diger c¢esitli avci ve parazitoid bocek tiirleri, kuslar,
memeliler, kertenkeleler, amfibiler, siirlingenler, baliklar ve patojen organizmalardir.

Mikrobiyal miicadele ise biyolojik miicadele de zararli boceklere karsi etmen olarak
nematod, fungus, virilis, bakteri ve protozoa gibi mikroorganizmalarin kullanilmasidir

(Eilenberg vd., 2001; Lacey ve Goettel, 1995).

1.3.1.1. Entomopatojenik Funguslar (EPF)

Entomopatojenik funguslar, funguslarin ¢esitli sekillerde boceklerle ve diger
artropodlarla birlikte hareket eden genuslarini ihtiva eder. Bunlar, bocek konaklariyla
saprofitik, kommensalistik, parazitlik veya patojenik iliskiler kurabilir. Entomopatojenik

funguslar bocek popiilasyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir. Bes farkli sinif
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icerisinde farkli bir dizilis gostermekte olan entomopatojenik funguslar spesifik bocek
tiirlerini enfekte eden zorunlu patojenler, pek c¢ok bocek tiiriinli enfekte edebilen genel
patojenler ve fakiiltatif patojenler olarak gruplandirilabilir. Fungal epizootikler baz1 bocek
tiirlerinde yaygin olmasina ragmen, bazi1 bocek tiirlerinde ise nadir goriiliir (Goettel vd.,
2005). Entomopatojen funguslara olan ilgi ¢ok eski donemlere dayanir. Lepidoptera
larvalarin1 enfekte eden Cordyceps ilk olarak eski Cin’de belirlenmistir. Funguslar tarihi
siiregte Misir, Roma, Yunan, Cin gibi eski medeniyetlerde tibbi ve beslenme amagh
kullanilmistir. Simdilerde ise entomopatojenik funguslardan tibbi bilesikler izole edilip

kullanilmaktadir (Butt vd., 2001).

1.3.1.1.1. Entomopatojenik Funguslarin Simiflandirilmasi

Fungi alemi icerisinde 700’den fazla entomopatojenik fungus yer almaktadir.
Bunlardan pekcogu Ascomycota ve Zygomycota bdoliimleri igerisinde bulunmaktadir.
Ascomycota igerisinde ise pek ¢ok tiir Hypocreales, Zygomycote ve Entomophthoralean
takimlar1 igerisinde yer almaktadir (Roy wvd., 2006). Entomopatojenik funguslarin
sistematik pozisyonlarina dayanarak ortaya cikarilan gruplandirmada entomopatojenik
veya entomoparazitik funguslar Blastocladiomycota (Coelomomyces spp, Coelomycidium
simulii), Entomophthoromycotina, Kickxellomycotina (Harpellales ve Asellariales),
Eurotiomycetes (Ascosphaera ve diger cinsler), Laboulbeniomycetes (ektoparazitik
ascomycetes), Dothideomycetes (Myriangium), Sordariomycetes (¢cogunlukal Hypocreales
icerisinde) ve Pucciniomycetes (Septobasidium ve akrabalari) gruplar icerisinde yer

aldigin1 sdylemek miimkiindiir (Humber, 2008).

1.3.1.1.2. Entomopatojenik Funguslarin Biyolojileri

Entomopatojenik funguslarin yasam dongiileri ¢ogunlukla konaklarinin gelisme
sathalariyla es zamanli olarak gerceklesmektedir (Shah ve Pell, 2003). Fakat, pek ¢ok
entomopatojenik fungus, hayat dongiilerinde bircok benzerlige sahiptir (Roy vd., 2006).
Bakteri ve viriislerden farkli olarak, funguslar konaklarini yalnizca bagirsaktan degil, aym
zamanda bdceklerin solunum deliklerinden ve integumentin ylizeyinden de enfekte
edebilir. Bu 06zellik entomopatojenik funguslari boceklerin beslenme aktivitelerinden
bagimsiz olarak dogrudan enfekte edebilecegi gercegini dogurmaktadir (Ferron, 1978). Bu

durum bitkilerin 6zsivis1 (basta afidler) veya hayvan kani ile beslenen bdceklerin
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mikrobiyal miicadelesinde entomopatojenik funguslara onemli avantajlar saglamaktadir
(Lacey ve Goettel, 1995). Entomopatojenik funguslarin yasam dongiilerinde ilk olarak
fungus enfektif bir spor iiretilir ve bu spor konagin kiitikulasina tutunarak penetre olur.
Penetrasyondan sonra spor c¢imlenerek germ tiipiinii olusturur ve bunu takiben
appressorium olusumu meydana gelir. Bu penetrasyon islemi siklikla integiimentin
enfeksiyon bolgelerinde melanizasyon reaksiyonuna yol ag¢maktadir (Ferron, 1978).
Melanizasyon siklikla ge¢ olur veya yeterli biiylikliikkte olur. Bu da patojenin yavas
biiylimesini veya giiclinii durdurmasina yardimci olur (Hajek ve Leger, 1994). Bundan
sonra, fungus konagin hemoseline ulagarak konagi istila eder ve konagi toksin tiretimi veya
cogalma gibi nedenlerle oldiiriir. Uygun kosullar altinda bécegin 6liimiinden sonra, fungus
konaktan disar1 dogru sporlasmaya baglar ve bu sporlasma ya da konidiyogenezis
kadavranin dis ylizeyinde meydana gelir (Goettel vd., 2005; Shah ve Pell, 2003). Alternatif
olarak, fungus primer konagin olmadig1 zamanlarda taksonomik olarak birinci derecede
iliskili bir baska konag1 enfekte edebilir. Benzer olarak, alternatif konagin
enfeksiyonundan sonra konak 6liir ve iiretilen sporlar primer iliskili diger bireyleri enfekte
edebilir. Bunun haricinde, enfeksiyon i¢in uygun olmayan cevresel kosullarda, fungus, bu
kosullara dayanikli dinlenme yapilarini (resting spores) olusturur. Bu yap1 ¢evrede konak
olmadig1 zaman uzun bir siire varligini siirdiirebilmektedir. Dinlenme yapilarinin kendisi
enfektif 6zellige sahip degildir. Fakat, yeniden enfektif spor olusturabilir. Sporlagsmadan
sonra ¢evreye yayilan sporlar baska konaklar1 enfekte eder. Normal olarak bu yasam
dongiisiiniin pek ¢ok istisnalart bulunmaktadir. Fakat, 6nemli olan g¢evresel faktorlerin

fungusun liremesi ve hayatta kalmasi i¢in son derece dnemli olmasidir. (Goettel vd., 2005).

1.3.1.1.3. Fungal Enfeksiyon

Entomopatojenik funguslar diger bocek patojenlerinden farkli olarak konagin
integlimentinden enfeksiyon yapabilir. Bu nedenle, konak tarafindan yenilme gerekli
degildir ve bdylece enfeksiyon, ¢igneyici agiz yapisina sahip bocekler ile sinirli kalmaz
(Fuxa, 1987). Genellikle eseysiz olarak iireyen sporlar enfeksiyondan sorumludur ve
enfeksiyondaki baglangi¢ agsamasi pasif veya spesifik olmayan tutunmadir (Castrillo vd.,
2005; Shah ve Pell, 2003). Bu adim bocegin kiitikulasina temas igin birgok farkli yol
icermektedir. Ornegin, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ve Nomurae rileyi
durumunda, tutunma islemi sporlarda yer alan iyi organize olmus fasikiil rodletler ve bocek

kiitikulas1 arasindaki hidrofobik iliskinin sonucu olarak meydana gelir. Sucul ortamlarda
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yasayan entomopatojenik funguslarda ise tutunma islemi zoosporlarin kese olusturmasi ile
takip edilir (Castrillo vd., 2005). Tutunma islemini takiben, sporlar konagin cesitli
bariyerlerinin iistesinden gelmek amaciyla fungusa yardimci olan appressorium yapisini
olusturmak i¢in ¢imlenmeye baslar (Hajek ve Leger, 1994). Bundan sonra, ¢emlenmis
spor, kiitikulanin igerisine penetre olur. Penetrasyon sathasinda, proteaz, kitinaz ve lipaz
gibi kiitikulay1 pargalayan bazi enzimler konaga giriste 6nemli rol oynamaktadir (Clarkson
ve Chamley, 1996). Penetrasyonu takiben, hemoselin igerisindeki filament6z fungus
yapilar1 maya benzeri hifal yapilara veya protoplastlara (blastospor) gegis yapar. Bu yapilar
hemolenf igerisinde dolasirlar ve tomurcuklanma ile cogalirlar. Daha sonra tekrar
filamentdz yapilara gegis yapilarak fungus i¢ dokular1 ve organlari istila eder ve sonunda
bocek oliir (Castrillo vd., 2005). Son olarak fungus, 6lii bocek lizerinde sporlasir ve yeni
olusmus sporlar baska bir konag1 enfekte edebilir. Uygun kosullar altinda, bu durum aym

sekilde devam eder. Fungal enfeksiyon isleminin ayrintil semasi Sekil 5’de verilmistir.

Penetrasyon
kancasi

Kiitikula

Ikincil hifal
yapilar

3 @ @) Hemosel

Blastospor

Sekil 5. Bocek kiitikulasindaki fungal enfeksiyon basamaklari. 1. Bocek kiitikulasi
ve spor arasindaki fiziksel temastan sonra fungusun konagi tanimasi spor
¢imlenmesini ve appressorium olusumunu baglatir. 2. Penetrasyon kancasi
ve c¢esitli hifal yapilar kiitikulay1 ve epidermisi gecer. 3. Fungusun hemosele
girmesinden sonra blastospor olusumu baslar ve fungus konagi istila eder
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1.3.1.1.4. Entomopatojenik Funguslarin Etki Sekilleri

Entomopatojenik funguslar, farkli metabolitler lireterek konaklarini birgok farkli
sekilde etkiler ve Oldiirtirler (Zimmermann, 2007b). Kimyasal olarak farkli toksik
metabolitler Beauveria, Fusarium, Gliocladium, Metarhizium, Paecilomyces ve
Verticillium gibi biyolojik miicadele etmenlerinde tanimlanmistir. Bu metabolitlerden
bazilarinin 6nemli patojenite etmenleri oldugu bilinmektedir (Strasser vd., 2000). Simdiye
kadar bir¢ok arastirmaci Beauveria spp. ve M. anisopliae tarafindan {iretilen metabolitler
tizerine odaklanmistir. Ciinkdi, bu iki fungus en 6nemli mikrobiyal miicadele etmenleridir.
Entomopatojenik funguslar tarafindan iretilen bazi metabolitler Tablo 1’de verilmistir

(Zimmermann, 2007a; Zimmermann, 2007b; Strasser vd., 2000).

Tablo 1. Entomopatojenik funguslar tarafindan iiretilen bazi metabolitler

Fungus Metabolitler
Beauverisin, bassianin, bassianolide,beauverolidler,
tenellin, oosporein, oksalik asit, bassiakridin

Beauveria bassiana

Beauveria brongniartii Oosporin

Metarhizium anisopliae Destruksinler (28 tip), swainsonie, sitokalasin C
Metarhizium sp. Hidroksifungerin A ve B

Paecilomyces fumosoroseus  Beauvricin, beauverolidler

Verticillium lecanii Dipicolonik asit, hidroksikarboksilik asit, siklosporin
Hirsutella thompsonii Hirsutellin A, hirsutellin B, fomalakton

Beauveria spp. beauverisin, bassianin, bassianolide, oosporin, destruksin B gibi in
Vivo ve in vitro ortamda pek ¢ok toksik bilesik tiretmektedir (Zimmermann 2007a). Ayrica,
destruksinler (28 tip), sitokalasin C ve hidroksifungerin A ve B gibi metabolitler ise
Metarhizium spp. tarafindan tretilmektedir. Simdiye kadar entomopatojenik funguslarin
hastalik sirasinda herhangi bir toksini tiretip tiretmedikleri veya viriilans i¢in toksin gerekip
gerekmedigi belirlenmemistir. Quesada-Moraga ve Vey (2003) B. bassiana’nin ¢ekirgelere
kars1 patojenik olmasi icin toksin iiretimine gerek duymadigini belirtmistir. Bazi
durumlarda, toksin iiretiminden siiphelenilmesine ragmen, kesin olarak belirtilmemektedir.
Coelomycidium, Coelomomyces cins ve Entomophthoralean ordosuna ait bir kisim
funguslar bazi ¢ok zayif toksinlere sahip olabilir. Fakat, biiyiik ihtimalle, bu funguslar
konaklarin1 hayati dokulari istila ederek oldiiriirler (Goettel vd., 2005). ilave olarak, fungal
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enfeksiyon konak hareketlerinde ates artmasi, yiiksek yerlere ¢ikma, aktivitede artis veya
azalma, semikimyasallara karsi azalmis cevap ve iireme davranislarinda degisme gibi

degisiklikler meydana getirebilir (Roy vd., 2006).

1.3.1.1.5. Entomopatojenik Funguslarin Ozgiilliigii ve Konak Segiciligi

Entomopatojenik funguslarin 6zgiilliigii cinsler arasinda, bir cins igerisinde ve hatta
bir tiiriin suslar1 arasinda bile farklilik gosterebilmektedir (Goettel vd., 2005). Ozellikle,
Entomophthoreales ordosuna dahil funguslarin, dar konak araligina sahip olduklar: bilinir
(Zoophthora radicans istisnadir) ve bunlar, genelde yaprakla beslenen bdocekler ve
akarlarda goze carpan epizootiklerle iligkilidir. Bunun tersine Hyphomycetes funguslar
(son siniflandirmaya gore su anda Sordariomycetes olarak biliniyor) daha genis bir konak
araligina sahiptir (Verticillium lecanii ve Hirsutella thompsoni istisnalari ile birlikte) ve
genelde topraktaki bocek popiilasyonlarinda epizootik yaparlar (Pell vd., 2001). Her iki
grubun da istisnalart bulunmaktadir. Ornegin, Sordariomycetes smnifina ait iki tane iyi
bilinen fungus tiiri olan Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae genis konak
araligina sahiptir. Simdiye kardar B. bassiana’nin 707 adet konaga sahip oldugu
bildirilmistir (Zimmermann, 2007a). Bu sayt 521 cins, 149 familya ve 15 ordoyu
kapsamaktadir. B. bassiana Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Diptera,
Hemiptera, Orthoptera, Siphonaptera, Isoptera, Thysanoptera, Mantodea, Neuroptera,
Dermaptera, Blattariae, Embioptera takimlarinda patojen olarak etki gosterir
(Zimmermann, 2007a). M. anisopliae’nin konak araligi B. bassiana’dan daha simirli
olmasina ragmen, bu tilirlin de Symphyla, Orthoptera, Dermaptera, Isoptera, Homoptera,
Heteroptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Siphonaptera, Lepidoptera, Malacostrata
(Amphipoda), Acari, Ephemeroptera, Dermaptera, Heteroptera, Diptera, Coleoptera,
Hymenoptera ve Lepidoptera ordolarina ait bocekleri enfekte ettigi bildirilmistir
(Zimmermann, 2007b). Bu iki tiir birgok bocek tiiriinii enfekte etmelerine ragmen,
izolatlarin alan uygulamalarinda laboratuar kosullar ile karsilastirildiginda daha spesifik
olabildikleri goriilmektedir. Bu da patojene kars1 duyarliliktan daha ¢ok diger faktorlerin
dogadaki hastalik olusmasinda 6nemli oldugunu gostermektedir. Baz1 durumlarda, fungus
sadece zayiflamis ve strese girmis bocekleri 6ldiirebilir (Goettel vd., 2005).

Pek cok Entomophthoreales fungus konaga 06zgiildiir ve hedef dis1 organizmalar
lizerinde bazi istisnalar hari¢ herhangi bir etki géstermez. Ornegin, Entomophthore muscae

Lepidoptera takimina ait bireyleri enfekte ederken, Zoophthora radicans’in Diptera,
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Coleoptera, Lepidoptera ve Homoptera takimlarina ait 80’in iizerinde konag1 enfekte ettigi

bildirilmistir (Hajek vd., 1999; Goettel vd., 2005).

1.3.1.1.6. Entomopatojenik Funguslarin Dagilimi ve Yayilim

Hyphomycetler ve diger baz1 gruplarin bulagsmasinda, ¢ok sayida omurgasiz, yagmur,
riizgar ve sporlar rol oynamaktadir. Genellikle, konidyalarin yayiliminda en biiyiik rol
oynayan etmen ise riizgardir. Nomuraea rileyi’nin yayilabilmesi i¢in 2.7 km/saat olarak
hesaplanan minimum hava akimi gerekmektedir.

Entomophthoralar genellikle primer konidyay1 serbest birakarak, kisa siireli yasayan
bu konidyanin yayilimini arttirmaktadir. Ayrica, bazi Entomophthoralarin spor formlari,
iirettigi sapsiz kapillikonidyalar ve primer serbest birakilan konidyalar da dahil olmak
lizere, yayllmaya yardimci olmaktadir. Yaprak biti patojeni olan, Neozygites fresenii her
kadavraya yaklasik 3000 primer spor birakmaktadir. Steinkraus vd. (1999) Lousiana
pamuk ekinlerinde aksam saatleri siiresince, havanin her bir metre kiipiinde 90 000 kadar
primer konidya teshis etmislerdir. Bu da hava akiminin yayilmada ne kadar etkili oldugunu
gostermistir. Ancak, N. fresenii infeksiyonlari, ¢evreye daha direngli olan primer
konidyalardan ziyade kapillakonidyalardan meydana gelmektedir. =~ Zoophthora
phalloides’in ise hareketli, konaklarini diisiik diizeyde enfekte edebilecek ideal bir spor tipi
olusturdugunu, yaprak bitlerinin yaprak yiizeylerinde yiiriidiikleri zaman ayaklar1 {izerine
kapillakonidyalar1 nasil topladiklar1 tanimlanmustir.

Hifalarin kadavra diginda gelisimi ve yayilmasina yardim eden farkli bir mekanizma
daha vardir. Cordyceps spp. ve bunlarin bazi1 anamorflari, 30 cm’den daha fazla genislikte
olan bir stroma (bag doku) ile birlikte, seksiiel ya da aseksiiel sporlar liretmektedir. B.
bassiana gibi daha yaygin olan aseksiiel tiirler, toprakta bulunan enfekte kadavradan birkag
santimetre kadar uzakta gelismektedir. Toprakta bulunan sporlarin hareketi, su ya da hava
igindeki sporlarin yayilimindan daha sinirhidir.

Bocek hareketleri de yayilmaya yardimer olmaktadir. Bazi mantarlar, ‘pik (zirve = en
yiiksek) hastalik’ durumunda iken, enfekte ¢ekirgelerin davranislarinda farkliliklara neden
olmaktadir ve sonug olarak, bu boceklerin 6lmek i¢in bitkilerin tepe kismina tirmandiklar
bildirilmistir. Bu durum, sporlarin yayilmasina yardimci olmaktadir. Ayn1 zamanda konak
enfeksiyonunun azaltilmas: i¢in kullanilan bir mekanizma ise yiliksek miktarda UV’ye
maruz birakmaktir. Les ile beslenen bdceklerin (Ornegin, Collembolas) hareketi, dogal

diismanlar1 (Ornegin, yirtict coccinellidler ya da parazitler) ve tozlasma saglayicilar
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(Ornegin, bal arilar1), mantar inokulumunun yayilmasinda etkili olabilmektedirler. Aslinda
baz1 durumlarda, bocekler kadavralarin bozulmasina da neden olmaktadir. Ornegin; olgun
Rhagonycha fulva’nin kadavra gruplarimi ziyaret ettigi gozlenmistir. Vega vd. (2000),
mikrobiyal miicadele etmenlerinin yayilmasinda, bdceklerin kullanilmasinin faydali
olabilecegini ileri siirmektedir.

Ayrica, bocek davraniglari, enfeksiyondan kaginmayir da saglamaktadir. Bazi
boceklerin  aktif olarak entomopatojenik mantarlarin  sporlarindan  kagindigr da
kanitlanmistir. Scarab (bok bocegi) larvalarmin M. anisopliae miselleri ile kontamine
olmus topraktan uzaklastiklari, ancak konidyalarin bulunduklar1 topraklardan
uzaklagmadiklar1 bulunmustur. Ayni tiirler yumurtlamak i¢in misellerin bulundugu
bolgeleri tercih etmektedir. Ciinki, bitki kokleri gelisimi, misellerin solunumunu taklit
ettigi diisliniilmektedir. Bir arada yasayan bdcekler, hastaliklardan kaginmak icin belirli
davranis metotlar1 olusturmuslardir. Ornegin, termitler M. anisopliae konidyalarindan
kaginma davraniglar sergilemektedir ve yaygin olarak bulunan esekarilar1 ve bal arilar
yuva yaparken hastalik bulasma riskini azaltmak i¢in hasta bireyleri, hijyenik bir davranig
gostererek ortamdan uzaklastirmaktadirlar.

Bir ¢ok mantarin bulagmasinda rol oynayan en biiyiikk faktor dinlenme halinde
bulunan sporlarin iretilmesiyle elverissiz ¢evre kosullarindan uzaklasarak, sporlarin
konaga ge¢cmesidir. Entomophthorales’in bir ¢ok tiirii sekronize sekilde dinlenme halindeki
sporlar1 olusturamamaktadir. Inokulumun zamanla yayilimi artmakta ve mantar, yeni
konaga ge¢me firsati bulmaktadir. Bu sporlarin yagam siiresi uzundur.

Massospora’nin dinlenme sporlarinin iiretilmesinin zaman almasi nedeniyle agustos
boceginde bir enfeksiyon 17 yilda meydana getirirken (Soper vd., 1976), E. maimaiga
dinlenme sporlarinin, orman topraginda 6 yila kadar varligini siirdiirebildigi bildirilmistir
(Weseloh ve Andreadis, 1997).

Karada yasayan mantarlarin bir ¢ogunda etmenin konaga geg¢mesi i¢in, konidyalarin
iiremesi ve sporulasyonunda gerekli olan nem yiliksek oranda bulunmalidir. Mantarin
sabahin erken saatlerinde olusan ¢ig damlalarinda yavas yavas gelismesi nedeniyle,
konagin Sliimiiniin uzun siirmesine neden olmasi sasirtict degildir. Gece alacakaranlikta
baslayan ve sabahin erken saatlerine kadar sporulasyon ig¢in uygun nemin olmasi
entomophthoraleanslarin bir cogunda, 6liimiin zaman almasina neden olmaktadir. Nadiren,

tirtinlerin {izeri golgelendigi zaman Pandora neoaphidis ve Entomophthorales konidyalari
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aktif olarak serbest birakilmasina ragmen, riizgarin yardimiyla 1 m’den daha fazla hareket
edemezler.

Multiple (¢oklu) hayat evreleri de hastaliklarin bulasmasinda olduk¢a 6nemli bir
durumdur. Kanatli bdcekler, 6zellikle grup olarak yasayanlar, hastaligin yayilmasindan
sorumlu olabilmektedir. Sivrisinek patojenleri olan su mantarlarinin, bulunduklar
yerlerdeki hareketleri sivrisineklerle saglanabilir. Bu durumda sivrisinekler ya spor
tastyicisi konumunda ya da enfekte durumdadir. Ornegin, Coelomomyces ile infekte olgun
disi sivrisinekler normal olarak ¢iftlesir ve kan emerler ancak, yumurtlayacagi zaman
yumurta yerine sporogonialart serbest birakirlar. Memeliler ve kuslar hasta kadavralardan
sindirim sistemine aldiklar1 enfektif sporlar1 yayarlar. Kaym agaci kinkanatlilarindan
diamondback pervanelinin, Zoophthora radicans ve Platyphus (Coleoptera)’nin B.
bassiana ile efekte edilmesi sonucunda bazi Hyphomyceteslerin larva ve erginlerde nasil
bulastigi tanimlanmistir.

Sulak alanlarda, Coelomomyces spp. ve Lagenidium giganteum’un zoosporlar1 gibi
hareketli olan sporlar, konag1 bulmak iizere su icerisinde hareket etmektedir. Dinlenme
asamasinda olsalar dahi, zoosporlar ve sporagonialar, hareketli olan ve uzun siire yagsamini
sirdiiren zoosporlar1 iiretebilmektedir.  Zoosporlar, L. giganteum i¢in ana yayilma
asamasidir ve sivrisinek larvalar vasitasiyla ¢ekici 6zelligi olan kemotaktik ajanlar1 aktif
olarak yaymaktadir. Coelomomyces spp. zoosporlari sudaki larvalari kendilerine
cekmektedir (kemotaktik ajanlarla). Zoosporlar, fiziksel bir bariyer olmadig: siirece dogal
sistemlerde metrelerce, durgun sularda ise 10 cm’ye kadar hareket edebilir. Ancak,
entomopatogenik tiirlerin sulak ortamlardaki tek yayilma ve konagi enfekte etme metodu
bu degildir. Sulak alanlarda bulunan ve buralarda 8 giin kadar kaliciligin1 koruyabilen,

Culicinomyces’ler ise konag1 enfekte etmek i¢in sapsiz sporlarini kullanmaktadir.

1.3.1.1.7. Entomopatojenik Funguslarin Avantaj ve Dezavantajlar:

Entomopatojenik funguslarin mikrobiyal miicadelede bazi1 avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. insektisit olarak funguslarin kullanim avantajlar1 sdyle siralanabilir:
1. Birgok bocek bir veya daha fazla fungus tarafindan etkilenebilir ve bazi
durumlarda funguslar yegane mikrobiyal miicadele etmenleridir.
2. Memeliler iizerine herhangi bir olumsuz etki gostermezler.

3. Cevre kirliligi gibi insektisit uygulamalari sonucu karsilasilan zararlar1 azdir.
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4. Funguslar genellikle konaklarinin tiim gelisme fazlarin1 enfekte ederler ve bu
nedenle, herhangi bir uygun fazda kullanilabilirler.

5. Biyoteknolojik arastirmalar ile gelistirilmeye uygundurlar.

6. Uygulama sonrasi ¢evrede uzun siire kalirlar ve boylece, uzun siireli miicadele
saglanir (Wan, 2003).

Oteyandan, funguslarin insektisid olarak kullanimlarinin bazi dezavantajlar1 da
bulunmakatadir:

1. Kimyasal insektisitler bocekleri sadece 2-3 saatte oldiirlirken, entomopatojenik
funguslar daha uzun bir siire gerektirmektedir (bazen 10-15 giin).

2. Uygulamalar yiiksek nem, diisiik zararli sayis1 ve fungisitlerin kullanilmadig:
periyod da olmalidir.

3. Bazen yiiksek seciciliginden dolayr ilave miicadele etmenlerinin kullanilmasi
gerekebilir.

4. Uretimleri nispeten pahalidir ve sporlarin saklanmasi ig¢in soguk ortamlar
gereklidir.

5. Zararli popiilasyonlar1 {izerine entomopatojenik funguslarin etkinligi ve
devamlilig1 farkli konaklarda farklilik gdstermektedir ve boylece, bocege 6zgiil uygulama
tekniklerinin optimizasyonu uzun siireli ¢alisma ve arastirma gerekmektedir.

6. Bagisiklik sistemi baskilanmis insanlara karsi bazen potansiyel risk olusturabilirler
(Wan, 2003).

7. UV 1sininin ve desikasyonun fungal sporlarin iizerinde olumsuz etkileri vardir
(Klingen vd., 2002).

8. Funguslarin neden oldugu epizootikler ¢evresel faktorlerden (sicaklik, nem gibi)
etkilenir.

9. Bitki hastaliklarinin  kontroliinde yaygin olarak kullanilan fungusitlere

duyarhdirlar (Demirbag vd., 2008).

1.3.1.1.8. Entomopatojenik Funguslarin Mikrobiyal Miicadelede Kullanimi

Entomopatojenik funguslar, diger dogal bocek diismanlariyla birlikte baslica (1)
klasik, (2) inokiilatif salinim, (3) inundatif salinim ve (4) konzervatif olmak iizere dort
genis biyolojik miicadele stratejisinde kullanilabilirler (Eilenberg vd., 2001; Shah ve Pell,
2003).
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Entomopatojenik funguslarin klasik biyolojik miicadelede biiyiik bir kullanim
potansiyeli mevcuttur. Funguslarin klasik ve inokiilatif biyolojik miicadele de kullanimlar1
acisindan pek cok tercih nedeni 6zellikleri vardir. Hizli bir sekilde epizootiklere neden
olabilir, dar konak araligimma sahiptir, ¢cevrede ve bodcek popiilasyonlarinda uzun siire
varliklarini stirdiirebilirler (Goettel vd., 2005). Bunlar, ayrintili bir sekilde yukarida
belirtilmistir.

Klasik biyolojik miicadele uzun siireli bir miicadele saglamak amaciyla, biyolojik
miicadele etmeninin dogal olarak bulunmadigi bir yere (genellikle bu organizma konaga
gore zaman igerisinde degisiklige ugramistir (co-evolved)) istege bagli olarak
birakilmasidir (Eilenberg vd., 2001). Bu miicadele stratejisinde, ilgili zararlinin miicadelesi
zararlinin miicadelesinin gerektigi alana dogal olmayan uygun bir biyolojik miicadele
etmeninin birakilmasina baghdir. Boylece, klasik biyolojik miicadele ekzotik bir
organizmanin salinimini gerektirmektedir (Eilenberg vd., 2001). Klasik biyolojik miicadele
programlar1 genelde uzun siire siirdiiriilebilir ve ekonomik bir miicadele saglanabilir (Shah
ve Pell, 2003). Entomopatojenik funguslarin klasik biyolojik miicadele de kullanimlarina
yonelik ¢ok sayida oOrnekle karsilasmak miimkiindiir. Amerika’da Entomophaga
maimaiga’nin Lymantria dispar’a ve Zoophthora radicans’in Therioaphis trifolii’ye karsi
uygulanmasi bu alanda en giizel o6rneklerdir (Hajek vd., 1990; Pell vd., 2001; Milner vd.,
1982; Shah ve Pell, 2003).

Inokiilatif biyolojik miicadele ise biyolojik miicadele etmeni olan canli bir
organizmanin, miicadele bolgesine salinarak uzun bir siire zarfinda ¢ogalmasi sonucu
zararlh bocegi kontrol altina almasidir. Fakat, bu miicadele kalic1 degildir. Bu uygulama
stratejisinde salinan organizmanin sayist onemli degildir. Aksine biyolojik miicadele
etmeninin salinan alanda ¢ogalmasi 6nemlidir. Genellikle alana diisiik sayida miicadele
etmeni salinir. Bu kismen de olsa salinan organizmanin kabul edilemez masraflarindan
kaynaklanmaktadir. Bdcek patojenleri inokiilatif miicadele i¢in kullanilabilir. Ornegin,
Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch (Deuteromycotina: Hyphomycetes) mayis bocegiyle
(Melolontha melolontha L. (Coleoptera: Scarabaeidae)) miicadele etmek icin Isvigre’de
kullanilmistir. Buradaki amag, salinan fungusun zaman igerisinde ¢ogalarak uzun siireli bir
miicadele elde eldilmesiydi (Keller vd., 1997; Eilenberg vd., 2001). Bununla birlikte,
Entomophaga maimaiga Amerika’da Lymantria dispar popiilasyonlarinda epizootik
baslatmak amaciyla inokiilatif olarak kulanilmistir (Hajek ve Webb, 1999; Goettel vd.,
2005).
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Ucgiincii biyolojik miicadele stratejisi olan inundatif biyolojik miicadele de ise
miicadele yalnizca canli organizmanin kullanilmasiyla saglanmaktadir (Eilenberg vd.,
2001). Bu uygulama stratejisinde, biyolojik miicadele etmeni kisa donemli bir miicadele
icin genellikle biiyiik miktarlarda salinir ve ikinci bir enfeksiyon beklentisi yoktur (Shah ve
Pell, 2003). Siklikla biyopestisit, biyolojik pestisit veya mikopestisit olarak bilinen terimler
funguslar ile yapilan inundatif biyolojik miicadeleyi tanimlamak i¢in kulanilmaktadir
(Goettel vd., 2005). Hyphomycetes funguslar inundatif biyolojik miicadele agisindan
biiyiik bir 6neme sahiptir. Ciinkd, kitle iiretimleri ve formiilasyonlart nispeten kolaydir ve
geleneksel sprey uygulamalariyla kolaylikla uygulanabilmektedirler. Pek ¢ok ticari tirlin
farkli tarim alanlarinda zararlilar ile miicadelede kullanilmaktadir.

Konzervatif biyolojik miicadele ise zararli bocegin etkisini azaltmak icin ¢evresel
veya mevcut uygulamalarda degisiklikler yaparak alanda bulunan dogal diismanin veya
diger organizmalarin korunmasidir (Eilenberg vd., 2001). Bu stratejide etmen salinimi
yoktur fakat, tarim sistemleri ve uygulamalar1 dogal olarak mevcut olan diismani1 korumak
veya sayisini arttirmak i¢in modifiye edilir. Bu sayede zararli bocek popiilasyonunun zarar
esiginin altinda tutulmasi amaglanmaktadir (Goettel vd., 2005). Bu uygulamada ilk 6rnek,
Neozygites fresenii’nin Amerika’da bulunan pamuk tarlalarindaki uygulamadir. Cifeiler
topladiklar1 afidlerin %15’inin bu fungusla enfekte oldugunu bulduklar1 zaman mevcut
patojeni korumak icin herhangi bir insektisid uygulamasi yapmadilar. Bdylece, hem
zamandan hem de paradan tasarruf ederek, cevresel kontaminasyonu azaltarak yararl

bocekleri de korumus oldular (Shah ve Pell, 2003; Pell vd., 2001).

1.4. Tezin Amaci

Bu c¢alismada, Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki ladin ormanlarinda ¢esitli zararlar
olusturan dev soymuk bocegi, Dendroctonus micans (Kug.) ile miicadelede etkin, giivenli,
ekonomik ve ¢evreye duyarli fungal mikrobiyal miicadele etmenleri izole etmek, bunlarin
morfolojik ve molekiiler karakterizasyonlarini yapmak ve hedef zararliya kars1 insektisidal

etkilerini belirlemek amacglanmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bocek Orneklerinin Araziden Toplanmasi ve Laboratuara Getirilmesi

Dogu Karadeniz Bolgesi farkli ladin orman alanlarindan Dendroctonus micans
(Dev soymuk bocegi) toplamak icin arazi ¢aligsmalar1 yapildi. Zararlinin bulundugu ladin
agaclarinda govde kabuklarn kiiciik baltalarla acild1 ve kabuk altindaki galerilerde bulunan
ergin ve larvalar suluboya fir¢alariyla plastik kutularin i¢ine toplandi. Galerilerde ol
olarak bulunan ergin ve larvalar mikrosantrifiij tiiplerinde laboratuara getirildi. Béceklerin
beslenmelerine devam etmeleri i¢in kutu igerisine aga¢ kabuklar1 da birakildi. Karadeniz
Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Mikrobiyoloji laboratuarma getirilen
kutularin i¢indeki bocekler incelendi. Makroskobik incelemelerde 6lii olanlar ayrildi. Canli

ve hastalik semptomlar1 gosterenler tespit edildi.

2.2. Boceklerden Fungus izolasyonu

Laboratuara getirilen bocekler belirli bir siire laboratuar ortaminda uygun besinlerle
beslenirken oOlenler, 6lim nedenlerinin fungal enfeksiyon olup olmadiginin arastirilmasi
icin incelemeye alindi. Ayni incelemeler, arazi ¢alismalari sirasinda 6lii olarak bulunan
larvalara da uygulandi. Bunun i¢in ilk olarak 6lii bocekler %1°lik sodyum hipoklorit
soliisyonuyla 3 dk. ylizey sterilizasyonu yapildiktan sonra, 3 kez distile su ile yikandi. Daha
sonra bu bdcekler, igerisinde nemli filtre kagidi bulunan steril petrilere alinarak, 25°C’de
inkiibasyona birakild1 (Ali-Shtayeh vd., 2002). Inkiibasyon neticesinde eksternal fungal
bliylime goriinen orneklerden 6ze yardimi ile funguslarin saflastirilmasi gerceklestirildi
(Vannien ve Husberg, 1989). Saflastirma sirasinda ilk besiyeri olarak PDAY [%] yeast
ekstrakt ilave edilmis Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyeri] kullanildi. Bakteri
kontaminasyonunu engellemek icin besiyerine 50 pg/ml ampisillin, 20 pg/ml oraninda
genis spektrumlu bir antibiyotik olan tetrasiklin ve 200 pg/ml oranlarinda streptomisin

ilave edildi (Ihara vd., 2001).
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2.3. Funguslarin Depolanmasi

Izole edilen funguslarin herbirinin saf Kkiiltiirleri olusturuldu. Bunun icin
funguslardan 1 x 10* spor/ml oraninda spor siispansiyonu hazirlandi ve PDAY (Patates
dekstroz agar + % 1 maya ekstrakti) besiyerlerine yayma ekimleri yapildi. Bir giinliik
inkiibasyondan sonra goriilen koloniler alinarak saf kiiltiirler elde edildi. Tek spordan
tireyen fungus oOrneklerinden saklama islemi yapildi. Saklama i¢in funguslar PDA
besiyerinde biiylitiildiikten sonra, belirli oranda sporlar1 alind1 ve 5:1 oraninda gliserol
stoklar1 yapildi. Elde edilen stoklar -80°C’de muhafaza edildi. Petrilerdeki saf kiiltiirler ise
+4°C’de bekletildi. Bu kiiltiirlerden 6 ayda bir pasaj yapildi. Ayrica, biitiin izole edilen
funguslarin ARSEF (ARS Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures, Ithaca, New
York, USA) kiiltiir koleksiyonuna kayitlart yapildi.

2.4. Funguslarin Tiir Tayinleri

2.4.1. Morfolojik Tiir Tayini

Funguslarin morfolojik tiir tayinleri Dr. Richard Humber (USDA-ARS Collection
of Entomopathogenic Fungi, Ithaca, NY, USA) tarafindan yayinlanan “Entomopathogenic
Fungal Identification” adli kaynaga gore yapildi (Humber, 1997). Tiir tayinlerinde ilk 6nce
boceklerde meydana gelen enfeksiyon sekli ve enfeksiyonun gelisim seyri degerlendirildi.
Stereomikroskop ile bocek kadavralar iizerinde biiyiiyen patojenlerin koloni incelemesi
yapildi. Funguslarin daha ayrintili incelenmeleri i¢in mikroskobik preparatlar ‘Scotch tape’
ve ‘Slide mounts’ tekniklerine gére hazirlandi ve aseto-orsein boyasi ile boyandi (Sekil 6).
Hazirlanan preparatlar mikroskop altinda incelendikten sonra hiflerin 6zelligi, havai olup
olmadigi, iireme organlarmin gelisme devreleri, konidiyoforlarin yapisi, varsa cap ve
boylarinin dlgiileri, sporlarin dlgiileri ve renkleri incelendi ve bu karakterler tiir tayininde
kullanildi (Humber, 1997). Tiir tayinlerinin dogrulanmasi Dr. Richard Humber tarafindan
gergeklestirildi.

Preparatlar su sekilde hazirlanmistir: Cam petri kaplart ve kiirdanlar steril
edildikten sonra, 2 adet kiirdan birbirlerine paralel olacak sekilde steril petri kaplarina
yerlestirildi. Kiirdanlar iizerine steril lamlar konuldu ve bu sekilde diizenek tekrar steril
edildi. Daha sonra, kare seklinde kesilmis kalin bir agar pargasi (en az 0,5 cm kalinlikta)

hazirlanan diizenegin igerisindeki lamin {izerine yerlestirildi ve agar parcasinin dort bir
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yanina igne uclu 6ze ile ekimler yapildi. Ekimden sonra mikroskop lamelleri alkol ile steril
edildikten sonra inokiilasyonu yapilmis agar parcalarinin lizerine hafifce konuldu. Son
olarak, drnekler 1 hafta boyunca 25-28°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda lameller nazik¢e kaldirilarak bir damla aseto-orsein boyasi igceren lam iizerine

kapatildi ve mikroskopta incelendi (Sekil 6).

Agar
Petr1
Kiirdan
W
’ 4 o Ureyen
Lamel
Lam

Sekil 6. Fungal 6rneklerin ‘Scotch tape’ teknigiyle mikroskobik incelenmesi

2.4.2. Molekiiler Karakterizasyon

2.4.2.1. DNA izolasyonu

Funguslardan DNA izolasyonu i¢in kiiltiirler ilk olarak PDAY besiyerine ekildi ve
1 hafta boyunca 28°C’de inkiibasyona birakildi. Sonra bu kiiltiirlerden koloniler alinarak
50 ml PDB (Patates dekstroz sivi) besiyerine inokiile edildi ve 1-2 hafta boyunca 28°C’de
ve 250 rmp’de kuru calkalayicida inkiibasyona birakildi. Biiyliyen kiiltiirler steril filtre
kagidiyla siiziildiikten sonra sivi azot icerisinde Ogiitlildii. Daha sonra {iretici firmanin
Onerileri dogrultusunda DNeasy Plant mini Kit (50, QIAGEN) ve NucleoSpin Plant Kit
(50, Clontech) kitleri kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA’lar %1°lik
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etidyum bromiir igeren agaroz jelde yiiriitiillerek UV 15181 altinda goriintiilendi. Elde edilen
DNA ornekleri kullanilincaya kadar -20°C’de muhataza edildi.

2.4.2.2. rRNA ITS1-5.8S-ITS2 Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

18S ve 28S rRNA alt iiniteleri arasinda kalan ITS1-5.8S-ITS2 bolgelerinin PCR ile
cogaltilmasi i¢in forward olarak ITSS5: 5°- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG - 3’ ve
reverse olarak ITS4: 5’TCCTCCGCTTATTGATATCG- 3’ primerleri kullanildi (Sekil 7)
(White vd., 1990). ITS1-5.8S-ITS2 bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR
reaksiyon karigimi, her bir ANTP’den 200 uM, her bir primerden 50 pmol, 2,5 unite Tag—
DNA-polimeraz, 5 ul 10X Taq DNA polimeraz reaksiyon tamponu, 50 ng genomik DNA
icerdi. Son hacim ddH,O ile 50 pl’ye tamamlandi. PCR kosullari; 95°C’de 5 dakikalik
denatiirasyondan sonra 95°C’de 1 dakika, 50°C’de 45 saniye ve 72°C’de 2 dak. haline 35
dongii ve son adim olarak 72°C’de 10 dak. olacak sekilde gerceklestirildi (Muro vd., 2005).
PCR reaksiyonu sonucu elde edilen iiriinlerden 5’er pl alinarak 0,5 pg/ml etidyum bromiir
katkili %1°lik agaroz jelde 90 V’de 45 dakika elektroforez edildi. Geri kalan PCR f{iriinleri
Qiaquick PCR 50 (Qiagen GmbH, Leusten, the Netherlands) kiti ile saflagtirildi ve DNA
dizi analizi i¢in VIB Genetic Service Facility (Antwerp, Belgika) sirketine gonderildi. Elde
edilen DNA dizileri tiir tayinlerini dogrulamak icin NCBI GenBank’ta yer alan DNA

dizileri ile karsilastirildi..

ITSS
P 5.05 Im—— ..
Kigik alt birim (18S) ‘ Buyul alt birim (28S)

ITS4

Sekil 7. ITS1-5.8S-ITS2 bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerlerin pozisyonlar1. ITS5
forward ve ITS4 revers primer olarak kullanilmistir.
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2.4.2.3. PCR Uriinlerinin Dizi Analizi

PCR iiriinleri sekansa gonderildi. Olast polimorfizmleri ortaya ¢ikarmak igin
de her izolattan hazirlanan 3 klon sekans edildi. Elde edilen veriler gen bankasinda

blastlandi.

2.5. izole Edilen Funguslarin Patojenite Testleri

Izolatlar, her ne kadar bdcekten izole edilmis olsa da bunlarin entomopatojenik

olup olmadiklarini dogrulamak ve viriilanslarin1 belirlemek i¢in patojenite testleri yapildi.

2.5.1. Spor Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi

Patojenite testlerinde kullamlan fungal izolatlarm 1 x 10° spor/ml’lik stok
solusyonlarindan PDAY besiyeriye 100 pl yayma ekim yapildi ve 25°C’de 2-3 giin
boyunca inkiibasyona birakildi. Bilyiime peryodunun sonunda, tek koloniler secilerek
baska bir PDAY besiyerine transfer edildi ve 25°C’de 4 hafta boyunca inkiibe edildi.
Biiyiime peryodunun sonunda, petri tizerine 10 ml steril % 0,1’lik Tween 80 eklendi ve
cam baget ile kazinarak sporlar elde edildi. Spor siispansiyonlar1 iki katl tiilbent ile 50
ml’lik steril Falkon tiiplerine siiziilerek misel ve agar parcalarmin uzaklastiriimasi
saglandi. Elde edilen siispansiyonlar 5 dak. vortekslenerek homojen hale getirildi. Spor
konsantrasyonlari Neubauer hemositometresi ile arzu edilen konsantrasyonlara ayarlandi.

Sporlarin yasayabilirligi, 100 ul spor siispansiyonun PDAY agar iizerine yayma
ekim yapilmast ve 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra ¢imlenme 0Ozelliginin
belirlenmesiyle test edildi. Germ tiipli spor ¢apindan biiyiik olan sporlar ¢imlenmis olarak
kabul edildi. Bunun sonucunda %95 oraninda cimlenen sporlar patojenite testlerinde

kullanildi.

2.5.2. Dendroctonus micans’a Karsi Biyotestler ve Entomopatojenik
Funguslarin Belirlenmesi

Biyotestlerde kullanilan D. micans larva ve erginleri Trabzon’un g¢esitli orman
alanlarindan toplanarak laboratuara getirildi ve saglikli larva ve erginler segilerek

biyotestlerde kullanildi. Spor siispansiyonlar1 Bolim 2.5.1.°de belirtilen sekilde
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hazirlandiktan sonra, konsantrasyon 1 x 10° spor/ml olacak sekilde Neubauer
hemositometresi ile ayarlandi.

D. micans’in biyotestlerinde hem larva hem de ergin bocekler kullanildi. Larvalarin
biyotestlerinde, her bir tekrar i¢in 10’ar larva kullanildi. Larvalar 2-3 saniye i¢in spor
siispansiyonuna batirilarak yeterli miktarda sporun larvalara bulagmasi saglandi. Kontrol
grubu ise steril %0,1°lik Tween 80 ile muamele edildi. Larvalar spor siispansiyonuna
batirildiktan sonra, ortasinda kare seklinde bir ¢ukur olusturulan yas ladin kabugunun
(yaklasik 20 mm uzunlugunda ve 10 mm eninde) i¢ine trasfer edildi. Sonra, ayni boyutta
diger bir yas ladin kabugu birincisinin iizerine kapatildi ve bir arada tutunmalari agisindan

lastik bantla ¢evrildi (Sekil 8).

Sekil 8. D. micans larvalariin patojenite testlerinde kullanilan biyotest diizenekleri ve
enfekte olmus larvalar. A: Icerisinde D. micans larvalari bulunan lastik ile
sarilmis ladin kabuklari. B: Ortasinda kare seklinde ¢ukur acilan ve larva bulunan
ladin kabugu. C: Kabugun igerisine girmis larvalar. D: Beauveria bassiana ile
enfekte olmus larvalar

Erginlerin biyotestlerinde de 10’ar adet ergin bocek her bir tekrar i¢in kullanildi.

Ergin bocekler de 2-3 saniye i¢in spor siispansiyonuna batirilarak yeteri miktarda sporu
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almalar1 saglandi. Kontrol grubu ise steril %0,1’lik Tween 80 ile muamele edildi. Muamele
edilen bocekler plastik bir kutu igerisine (15 mm) konuldu ve kiigiik bir parca ladin kabugu
da (10 mm) besin olarak kutunun igine birakildi (Sekil 9). Biitlin deneyler 3 defa tekrar
edildi. Bu sekilde hem larva hem de erginler i¢in biyotest diizenekleri hazirlandiktan sonra,
deney diizenekleri 20°C’de 12: 12 (I:K) 1s1k periyodunda 15 giin boyunca inkiibasyona
birakildi. Incelemeler 6. ve 15. giinlerde yapildi ve 6. giin sonunda 6lii larvalar sayild1 ve
ylizde oliim degerleri hesaplandi. Yiizde mikoz degerini hesaplamak i¢in ise 6lii bulunan
larva ve erginler %1°’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile yiizey sterilizasyonu yapildikdan
sonra 3 kez steril ditile su ile yikand1 ve steril nemli filtre kagidi igeren petrilere alindi.

Bunu takiben sporlasan larva ve erginler sayilarak ylizde mikoz degerleri hesaplandi.

Sekil 9. D. micans larvalarinin patojenite testlerinde kullanilan biyotest diizenekleri ve
enfekte olmus erginler. A ve B: Igerisinde D. micans erginleri ve ladin kabugu
bulunan biyotest kab1. C: Kabugun igerisine girmis erginler. D: Beauveria
bassiana ile enfekte olmus erginler



3. BULGULAR

Bu ¢alisma, Dendroctonus micans’tan entomopatojenik fungus izolasyonu, izolatlarin
morfolojik ve molekiiler yontemlerle karakterizasyonu ve zararliya karst mikrobiyal

miicadele materyali olarak kullanilabilme potansiyellerini aragtirmak amaclanmustir.

3.1. Toplam Fungus izolasyonu

Bu calismada, 2008 ve 2009 yillar1 arasinda Trabzon’un farkli bolgelerinden (Macka
ve Zigana), yaklasik 120 agagtan 430 adet D. micans larvasi, 400 adet D. micans ergini
toplandi. Toplanan D. micans (Coleoptera: Scolytidae) larva ve erginler entomopatojenik
fungus varlig1 yoniinden incelendi. Bu incelemeler sonucunda erginlerde enfeksiyon orani
erginlerde %?2,7, larvalarda ise enfeksiyon oran1 %0,23 olarak belirlendi.

Erginlerden izole edilen 7 izolatta, laboratuarda dldiikten sonra enfeksiyon goriildii.
Dort izolat ise toplanilan alanda 6lii bulundu. Larvadan yalnizca bir izolat elde edildi ve
laboratuarda 6ldiikten sonra fungal enfeksiyon goriildi. Boylece D. micans’tan 4 farkli
cinse ait toplam 12 adet fungus izolat1 elde edildi ve bu izolatlar Dm-1, Dm-2, Dm-3, Dm-

4, Dm-5, Dm-6, Dm-7, Dm-8, Dm-9, Dm-10, Dm-11 ve Dm-12 olarak numaralandirildi.
3.2. izolatlarin Morfolojik Tiir Tayinleri
Izole edilen fungal érnekler ilk olarak boceklerde meydana gelen enfeksiyon sekline

gore degerlendirildi. Buna ilave olarak izolatlarin agar besiyerinde meydana getirdikleri

koloni morfolojileri de ayn1 sekilde degerlendirildi (Sekil10).
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Sekil 10. D. micans’tan izole edilen fungus cinslerine ait koloni morfolojileri. A:
Lecanicillium muscarium. B: Beauveria bassiana. C: Fusarium sp. D:
Isaria farinosa

Izolatlarin mikroskobik yapilar1 (spor, konidioforlar vb.) ‘Scotch tape’ ve ‘Slide
mounts’ tekniklerine gore hazirlanan preparatlarin 40X’lik objektifte incelenmesiyle
sagland1 (Sekil 11). Bunun sonucunda elde edilen veriler ile ‘Entomopatojenik Fungal
Identifikasyon’ isimli teshis anahtar1 (Humber, 1997) kullanilarak morfolojik olarak tiir
tayinleri yapildi. Izolatlarn morfolojik tiir tayinlerini dogrulamak acisindan biitiin érnekler
bu konuda uzman bir aragtirmaci olan Dr. Richard Humber’a (USDA-ARS Collection of
Entomopathogenic Fungi, Ithaca, NY, USA) gonderilip, teyit edildi. Funguslarin birer
ornegi ARSEF te stoklandi. Laboratuarda 6len erginlerden izole edilen 7 izolat, Beauveria
bassiana (ARSEF 9271), Beauveria sp. (ARSEF 9272), Fusarium sp. (ARSEF 9273),
Isaria farinosa (ARSEF 9269, ARSEF 9270), Lecanicillium muscarium (ARSEF 9267 ve
ARSEF 9268), dogada 6lii bulunan 4 izolat ise I. farinosa (ARSEF 9275, ARSEF 9276,
ARSEF 9277 ve ARSEF 9278) ve larvadan izole edilen bir izolat ise Fusarium sp.
(ARSEF 9274)’dir (Tablo 2). L. muscarium, Fusarium sp. ve |. farinosa D. micans’tan ilk
defa izole edildi.
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Sekil 11. Cesitli entomopatojenik funguslarin mikroskobik yapilari. A: L.
muscarium’un konidioforlar1. B: B.bassiana’nin konidiofor yapilar1. C:
Fusarium sp. konidioforlar1. D: I. farinosa’nin konidioforlari

Tablo 2. Fungus izolatlarinin morfolojik tiir tayinleri

izolat No Kaynak Tiir Tayini ARSEF No Toplama Tarihi
Dm-1 Ergin Lecanicillium muscarium ARSEF 9267 25.10.2008
Dm-2 Ergin Lecanicillium muscarium ARSEF 9268 25.10.2008
Dm-3 Ergin Isaria farinosa ARSEF 9269 25.10.2008
Dm-4 Ergin Isaria farinosa ARSEF 9270 25.10.2008
Dm-5 Ergin Beauveria bassiana ARSEF 9271 25.10.2008
Dm-6 Ergin Beauveria sp. ARSEF 9272 25.10.2008
Dm-7 Ergin Fusarium sp. ARSEF 9273 20.06.2009
Dm-8 Larva Fusarium sp. ARSEF 9274 20.06.2009
Dm-9 Ergin Isaria farinosa ARSEF 9275 20.06.2009
Dm-10 Ergin Isaria farinosa ARSEF 9276 20.06.2009
Dm-11 Ergin Isaria farinosa ARSEF 9277 20.06.2009
Dm-12 Ergin Isaria farinosa ARSEF 9278 20.06.2009

Lecanicillium cinsinde koloniler beyaz veya soluk sari, pamuk gibi, demetler
halinde hiflerden olusur. Beauveria bassiana 25° C’de iireyebilirken 35° C’de iireyemez.

Orta hizda yiizeyi tozsu olan pamuksu goriimde koloniler olusturur. Koloni baslangicta
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beyaz, sonralari pembe-ten rengi bir renk alir. Fusarium cinsi toz seklinde koloniler
olusturur. Beyaz olan koloniler, daha sonra pembemsi bir renk alir. Isaria cinsinin agar
kolonileri, toz seklinde ya da gdze ¢arpan sar1 sinnemalar seklindedir. 11k basta beyaz olan
koloniler parlak sar1 ya da krem rengine dontigebilir.

Lecanicillium cinsine ait misel ve konidioforlar saydam veya parlak renklidir;
konidiumlar saydam veya renklidir. Konidiumlar; kisa konidioforlarin ucunda olusur.
Fusarium cinsi ince ve dallanan konidioforlarla ortiiliir, konidioforlar sadece kiigliik
elipsoid ve saydam konidiumlar tasirlar. Beauveria cinsinin konidiyajen hiicreleri
(konidiya tiireten hiicreler) globoz ya da sise seklinde ve ¢ogunlukla zig-zag’li bir yapi
olusturmalariyla karakteristiktir. Cok sayida, ufak, mikrokonidyumlar konidyoforlar
cevresinde kiimeler olusturabilir. Isaria cinsinde uzun olan konidioforlar, sikisik bir siitun

halinde bir arada bulunurlar, bu siitun halindeki konidioforlara sinnema denir.

3.3. izolatlarin Molekiiler Karakterizasyonlari

Fungal izolatlarin molekiiler karakterizasyonlarinin gergeklestirilmesi amaciyla B.
bassiana izolatlart i¢in ITS1-5.8S-ITS2 gen bdlgesinin yaklagik olarak 558 bp’lik,
Lecanicillium muscarium izolatlar1 i¢in yaklasik 528 bp’lik, Isaria izolatlar1 igin yaklasik
578 bp’lik ve Fusarium sp. izolatlar1 i¢in yaklasik 556 bp’lik gen bolgesi PCR ile
cogaltildi (Sekil 12) ve sekans analizleri yapildu.
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Sekil 12. Entomopatojenik fungus izolatlarinin rRNA ITS1-5.8S-ITS2 bolgesinin
PCR ile ¢ogaltilmasi. M1: 100 bp DNA ladder M2: 1 kb DNA ladder 1:
Dm-1, 2: Dm-2, 3: Dm-3, 4: Dm-4, 5: Dm-5, 6: Dm-6, 7: Dm-7, 8: Dm-8§,
9: Dm-9, 10: Dm-10, 11: Dm-11, 12: Dm-12

Elde edilen ITS DNA dizileri NCBI GenBank’ta blastlanarak izolatlarin GenBank’ta
yer alan diger entomopatojenik fungus tiirleriyle yiizde benzerlik oranlari1 belirlendi.
Morfolojik bakimdan Lecanicillium muscarium olarak tanimlanan 2 adet izolatin
morfolojik karakterizasyonlarin1 dogrulamak acisindan bu izolatlarin ITS bdlgesinin DNA
dizi analizi yapildi ve NCBI GenBank’ta blastlanarak GenBank’ta yer alan diger
Lecanicillium tiirleri ile karsilastirilarak tiir tayinleri dogrulandi. Buna gore, biitiin
izolatlarin %100 oraninda L. muscarium ile homoloji gosterdigi belirlendi (Tablo 3).
Morfolojik tiir tayinlerine gore 6 izolat Isaria farinosa olarak tanimlandi. Bu izolatlar
GenBank’ta yer alan diger Isaria tiirleri ile karsilastirildi ve buna gore biitiin I. farinosa
izolatlarinin %100 ile homoloji gosterdigi belirlendi (Tablo 3). Morfolojik olarak

Beauveria bassiana olarak tanimlanan 2 adet izolat Beauveria tiirleri ile karsilagtirildi ve

650
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biitlin izolatlarin %100 oraninda B. bassiana ile homoloji gosterdigi belirlendi (Tablo 3).
Morfolojik tiir tayinlerine gore 2 izolat Fusarium sp. olarak tanimlandi. GenBank’ta yer

alan diger Fusarium tiirleri ile karsilastirildi ve tiir tayinleri dogrulandi.

Tablo 3. Fungus izolatlarinin rRNA ITS1-5.8S-ITS2 dizisine gore tiir tayinleri

ITS1-5.8S-
izolat ITS1-5.8S-ITS2 gen dizisi ITS2 gen Accession No
benzerligi
Drm-1 Lecanicillium muscarium sus LEC16 %100 EF679162
Lecanicillium muscarium sus LEC11 %100 EF679161
Dm-2 Lecanicillium muscarium sus LEC16 %100 EF679162
Lecanicillium muscarium sus LEC11 %100 EF679161
Dm-3 Isaria farinosa izolat POC0701 %99 HQ115724
Isaria farinosa izolat SY17-a %99 HM242261
Dim-4 Isaria farinosa sus CBS 262 %99 AY624179
Isaria farinosa sus CBS 240 %99 AY624178
Dm-5 Beauveria bassiana izolat KTU-68 %100 FJ792830
Beauveria bassiana izolat KTU-66 %99 FJ792828
Dm-6 Beauveria bassiana izolat KTU-66 %100 FJ792828
Beauveria bassiana izolat KTU-67 %99 FJ792829
Dm-7 Fusarium sp. JS1337 %100 AM176729
Fusarium sp. NRRL 22389 %99 AF178404
Dm-8 Fusarium sp. JS1337 %99 AM176729
Fusarium sp. NRRL 22389 %99 AF178404
Dm-9 Isaria farinosa sus KVL 07-60 %99 GU354359
Isaria farinosa sus KVL 07-59 %99 GU354358
Dm-10 Isar!a far!nosa sus CBS 262 %99 AY624179
Isaria farinosa sus CBS 240 %99 AY624178
Dm-11 Isar!a far!nosa izolat POC0701 %99 HQ115724
Isaria farinosa izolat SY17-a %99 HM242261
Dm-12 Isaria farinosa izolat POC0701 %99 HQ115724
Isaria farinosa izolat SY17-a %99 HM242261

3.4. Dendroctonus micans’a Karsi Patojenite Testleri

Yiiksek patojeniteye sahip fungal izolatlarin se¢imi ve fungal izolatlar arasindaki
patojenite bakimindan farki belirlemek amaci ile biitiin fungal izolatlar D. micans’a karsi
test edildi. D. micans’a karsi yapilan patojenite deneyleri hem larva hem de ergin bireyler
tizerinde gergeklestirildi. Fungal izolatlarin hem larva hem de erginler {izerinde farkli 6lim
oranlarina neden olduklari tespit edildi (Sekil 13). Larvalar i¢in izolatlar istatistiksel olarak
farkli 6liim oranma sebep oldu (F=4,74, df=11, p<0,05) fakat, biitiin izolatlar kontrol
grubundan farkli bulundu (F=4,59, df=12, p<0,05). B. bassiana (ARSEF 9271) diger biitiin
izolatlardan farkli Oliim orani gdsterdi. Mikoz acisindan ise biitlin izolatlar kontrol

grubundan farkliydi (F=4,96, df=12, p<0,05) ve aralarinda degisik mikoz seviyeleri
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gosterdiler (F=4,38, df=11, p<0,05). I. farinosa (ARSEF 9269, ARSEF 9270), B. bassiana
(ARSEF 9271) ve Beauveria sp. (ARSEF 9272) ayni1 seviyede mikoz iirettiler. En yiiksek
mikoz seviyesi ARSEF 9271 tarafindan tiretildi. Kontrol grubu %?26,6 6liim orani sergiledi
(Sekil 13).

Erginler i¢in tiim islemler kontrol grubundan farkliydi ve hepsi birbirlerine kiyasla
farkli miktarlarda 6liim orami sergiledi (F=3,35, df=12, p<0,05). Beauveria sp. (ARSEF
9272), L. muscarium (ARSEF 9267 ve ARSEF 9268), I. farinosa (ARSEF 9270)
istatistiksel olarak ayniydi ve 10 giin iginde B. bassiana (ARSEF 9272) en yiiksek 6liim
oranina sahip oldu (%100). Tim izolatlar kontrol grubundan ve birbirlerinden farkl
miktarda mikoz iirettiler. Izolatlardan (ARSEF 9271, ARSEF 9268, ARSEF 9270 ve
ARSEF 9272) mikoz iiretme bakimindan benzerlerdi. Kontrol grubu ise %36,6 6liim oran
sergiledi (Sekil 14). Fungal enfeksiyonu goz oniinde bulundurarak larva ve yetigkinleri

karsilastirild1 ve bunun sonucunda yetiskinlerin larvalardan daha duyarli oldugu bulundu.
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Sekil 13. Inokiilasyondan sonra 10 giin icerisindeki D. micans larvalarmin 8liim oran1 ve
mikoz degerleri. Oliim degerleri Abbott formiilii (Abbott, 1925) kullanarak
hesaplandi. Siitunlarin iizerindeki sayilar patojenite degerlerini barlar ise standart
sapmay1 gostermektedir
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Sekil 14. Inokiilasyondan sonraki 10 giin ierisindeki D. micans erginlerinin 6liim orani ve

mikoz degerleri. Oliim degerleri Abbott formiilii kullanarak hesaplandi.
Sutunlarin tizerindeki sayilar patojenite degerlerini barlar ise standart sapmay1

gostermektedir



4. TARTISMA

Ormanlar, sagladiklar1 yararlar agisindan dogal kaynaklarin en 6nemlilerinden olup,
islevlerinin siirekliligi, bunlarin en iyi sekilde korunmalarina baglidir. Canli ve cansiz
bircok etken ormanlarin varligini tehdit etmektedir. Hi¢ kuskusuz zararli bécekler bunlarin
en onemlilerinden biridir.

Dendroctonus micans iilkemiz ladin ormanlarinda ¢ok ciddi zararlara yol
acmaktadir. Bu bocek ile miicadelede mekanik ve kimyasal yontemler uygulanmis, fakat
bunlardan kayda deger olumlu sonuglar elde edilememistir (Alkan, 1992). Zararliyla 1966-
1970 yillar1 arasinda yapilan miicadele, kesilen agaglarin kabuklarinin soyularak yakilmasi
seklinde olmustur. Bu miicadele yontemiyle yeterince basar1 saglanamayinca, 1970 yilinda
bocekli agaclarin govdelerinin kimyasal maddelerle ilaglanmasi seklindeki kimyasal
miicadele c¢alismalar1 baglatilmis ancak, bu uygulamada da herhangi bir basari
saglanamamistir. Ayrica, tamamen kimyasal kokenli ilaclarin dogaya verilmesi seklinde
olan bu miicadele yontemi, hem ¢ok pahali olmus hem de ormanlara verilen kimyasallar bu
zararlinin miicadelesi i¢in yeterince uygun olmadigi gibi, pek ¢ok yararli bocek ve diger
canlilar1 (parazitoid ve predatoér bocekleri, bal arilarii ve kuslar) da 6ldiirmiis ve biiyiik
bir ¢evre kirliligine yol agmistir. Zararlinin ladin ormanlarinda direk olarak yaptig1 etkiden
baska, zayif diisen agaclar, sekonder zararli diger kabuk boceklerinin bu agaglara
saldirmasina da neden olmaktadir. Kabuk boceklerinin sebep oldugu zararlar nedeniyle
her y1l on binlerce metrekiip aga¢ kurumaktadir. Kuruyan agaglar, grup ve kiimeler halinde
kesildigi i¢in ormanlarda biiyiik agikliklar meydana gelmektedir. Bu agikliklarin genisligi
cogu kez bir aga¢c boyundan daha fazla oldugu i¢in, bu durum sahanin yabanlagmasina
neden olmaktadir. Yabanlasan sahalarin tekrar eski haline doniistiiriilebilmesi ise diri Ortii
ile miicadele, toprak isleme ve fidan dikimi gibi olduk¢a masrafli caligmalar
gerektirmektedir. Ayrica, bocek kurutmasi sonucu yapilan anormal kesimler planh
isletmeciligi amacindan uzaklastirmaktadir (Eroglu, 1995). Bunun {izerine, 1984 yilinda
biyolojik miicadele calismalar1 baslatilmigtir ve halen bu miicadele yiiriitiillmektedir. Bu
calismalarda D. micans’in dogal predatérii olan R. grandis ile yapilan biyolojik miicadele,
mekanik miicadeleyle desteklenmektedir. Bu yontem, komsu iilke Giircistan'da 1963
yilinda biiyiik boyutlu bir biyolojik miicadele programiyla uygulamaya konulmustur

(Khobakhidze, 1965; Kobakhidze vd., 1970). Daha sonra ayni yontem 1983 yilinda
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Ingiltere ve Fransa’da uygulanmistir (Gregoire vd., 1984; Gregoire vd., 1989). Son olarak
da 1984 yilinda {ilkemizde uygulanmaya baglanmistir (Alkan ve Aksu, 1990; Fielding vd.,
1991a; Eroglu, 1995; Eroglu, 1997). Bu miicadele yontemiyle, zararli bécegin popiilasyonu
geriletilmis ve ladin alanlarindaki yayilist yavaglatilmistir. Fakat, R. grandis’in
laboratuarda iiretilmesi, predatoriin ormandaki zararli yuvalarina verilmesinin ¢ok zahmetli
bir caligma olmasi ve biiyiik dl¢iide insan giicli ve maliyet gerektirmesi, bu uygulamanin
dezavantajlarim olusturmaktadir. Uretim esnasinda zaman zaman cesitli sebeplerden
dolay1 ¢ok sayida R. grandis larva ve erginin 6limii meydana gelmekte, bu da maliyeti
arttirmakta ve miicadelenin basar1 sansin1 azaltmaktadir.

Yukarida da bahsettigimiz gibi Dendroctonus micans ile miicadelede biyolojik
miicadele yontemleri kullanilmaya baslanmistir. Bilindigi gibi diinyada boceklerden izole
edilen viriis, bakteri, fungus, nematod ve protozoonlari kapsayan cesitli preparatlar
zararhilarin mikrobiyal miicadelesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Boucias ve
Pendland, 1998; Demirbag vd., 2008). Dendroctonus micans ile miicadelede Yilmaz
(2004) ve Yilmaz vd. (2006) ¢alismalarinda D. micans’in bakteriyal florasini belirlediler.
Ancak, belirlenen bakteriyal izolatlarin bocege yedirilmesi bir tiirlii bagarilamadi. Bunun
lizerine baska bir mikrobiyal miicadele yontemi arastirilmis ve D. micans’in biyolojisi ve
Dogu Karadeniz Bolgesi’nin iklimsel kosullar1 dikkate alindiginda, bu zararhyla
miicadelede en etkili mikrobiyal yoOntemin entomopatojenik funguslar oldugu
disiiniilmiistiir. Sevim vd. (2010), Dogu Karadeniz Boélgesi’'nden izole edilen
entomopatojenik funguslarin D. micans’a karsi iyi bir biyolojik miicadele etmeni
olabilecegini gosterdi.

Bu olumsuzlugu gidermek ve zararliyla miicadelede daha etkili bir yontem ve etmen
gelistirmek amaciyla tez calismalarina baslandi. Bu kapsamda 2008-2010 yillar1 arasinda
bolgenin farkli yerlerinden D. micans’a karsi etkili bir mikrobiyal miicadele etmeni
bulabilmek i¢in larva ve erginler toplanarak tiim orneklerde entomopatojenik fungus
taramasi yapildi. Yaklasik 120 agactan 430 larva, 400 ergin bocek toplandi. Alinan bocek
orneklerinden entomopatojenik fungus izolasyonlar: yapildi. Elde edilen fungal izolatlarin
tir tayinleri, karekterizasyonlar1 ve mikrobiyal miicadelede kullanilma potansiyelleri
arastirildi. Fungus izolasyonlar1 sonucunda 4 farkli fungal cinse ait toplam 12 adet fungus
bulundu. Elde edilen 12 fungus izolatlarin ikisinin Lecanicillium muscarium (Petch.) Zare
ve Gams, ARSEF 9267 ve ARSEF 9268 oldugu belirlendi. Entomopatojenik fungus olan

L. muscarium (Petch) Zare & Gams, zararli bocekler ve bitki paraziti funguslari i¢in umut
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verici bir biyolojik miicadele etmeni olarak bilinmektedir. Bu tiir, baska bocekler olmak
tizere farkli ortam ve canlilardan izole edilmistir (Askary vd., 1998; Askary ve Yarmand,
2007). Bu fungus bazi tarimsal ve orman hastaliklar1 i¢in Onemli bir patojendir
(Cuthbertson ve Walters 2005; Cuthbertson vd., 2005; Leal vd., 2008). Lecanicillium
muscarium, Bemisia tabaci , (tatli patates beyazsinegi)’nin en yaygin goriilen fungal
patojenlerinden biridir (Andrew vd., 2005). L. muscarium, Scolypopa australis, kivi
bahgelerinin 6nemli bir dogal diismanidir (Marshall vd., 2003). L. muscarium’un etkisi
Karadeniz Bolgesinde yayilis gosteren Ricania simulans’a karsi da incelenmistir (Gtiglii
vd., 2010).

Izolatlarin altis1 Isaria farinosa (ARSEF 9269, ARSEF 9270,ARSEF 9275, ARSEF
9276, ARSEF 9277 ve ARSEF 9278)’dir. Entomopatojenik fungus Isaria farinosa, 30
yildir Paecilomyces farinosus olarak bilinmekteydi. Global bir dagilimi ve oldukga genis
bir konak alani vardi (Meyer vd., 2008; Zimmermann, 2008). Fakat, bu mantar tiirii D.
micans’tan ilk defa izole edilmistir. Bu Ips typographus (Béern.) ve Trypodendron
lineatum (L.) gibi diger kabuk boceklerinden izole edilmistir (Wegensteiner, 2007). I.
farinosa’nin biyokontrol faktorii olarak kullanilmasi agisindan halen bir bilgi yetersizligi
bulunmakta ve bu konuda aragtirma gerekmektedir. Yalnizca fazla bir sekilde Colorado
patates bocegi, Leptinotarsa decemlineata (Say) iizerinde test edildi (Zimmermann, 2008).

Elde edilen izolatlarin ikisi Fusarium (ARSEF 9273, ARSEF 9274), cinsine aittir.
Izolatlar sadece morfolojilerine bakarak tiir diizeyinde belirlenemedi. Fusarium cinsine ait
cins ve tiirler birkag zayif ve bazi giiclii bocek patojenlerini kapsamaktadir. Bunlar kabuk
boceklerinin de dahil oldugu, degisik bocek tiirlerinden izole edilmistir (Erbilgin vd.,
2008). Hastalikli yaprak bitlerinden (Aphis gossypii) izole edilen Fusarium semitectum
hedef organizma olarak secilen Bombyx mori (Solucan), Apis indica (bal aris1) ve Eisenia
foetida (solucan) iizerinde test edilmistir (Mikunthan ve Manjunatha, 2006). Lymantria
obfuscata’dan (Cingene giivesi) izole edilen Fusarium pallidoroseum biyolojik miicadele
etmeni olarak ayni bdcek iizerinde denenmistir (Munshi vd., 2008). Bu calismada,
Fusarium cinsinden filamentli funguslar D. micans’tan ilk kez izole edildi.

Izolatlarin ikisi ise Beauveria bassiana (ARSEF 9271 ve ARSEF 9272)’dir. B.
bassiana iyi bilinen bir bocek patojenidir ve mikrobiyal miicadele etmeni olarak diinya
capinda bir¢ok bdcek tiirlinde hastalik ve 6liimler gerceklestirir (Lacey vd., 2001; Goettel
vd., 2005; Zimmermann, 2007). B. bassiana’nin pek ¢ok kabuk bocegini enfekte edebildigi

ve cesitli orman zararlilarinin (6zellikle ladin kabuk bdcekleri) miicadelesinde iyi bir
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potansiyele sahip oldugu bilinmektedir (Jankevica, 2004; Kreutz vd., 2004; Draganova,
2006; Batta, 2007). Aym1 zamanda B. bassiana’nin, bir baska 6nemli ladin zararlis1 olan
Ips typographus L. un kontroliinde de iyi bir potansiyele sahip oldugu ispatlandi (Kreutz
vd., 2004).

Segilen oniki izolat D. micans’in larva ve erginlerini farkli diizeylerde enfekte
etmistir. Oliim degerleri test edilen izolata ve bocegin gelisim safhasma gore farklilik
gostermistir. Oliim degerleri bazi izolatlar igin %100’liik bir degere ulasmisken,
bazilarinda etki derecesi ¢ok diisiiktiir. Lecanicillium muscarium (ARSEF 9267) erginlere
karst L. muscarium (ARSEF 9268)’den daha diisiik bir 6lim oranina neden olurken,
larvalarda, ARSEF 9268 izolat ARSEF 9267°den daha diisiik 6liim etkisi gosterdi. L.
muscarium’um, Bemisia tabaci {izerinde yapilan ¢alismalarinda ise larvalarda daha etkili
oldugu bulunmustur (Andrew vd., 2005). Ricania simulans’in enfeksiyon oranlar
incelendiginde yetiskinlere gére nimf evresi daha duyarlidir (Giiglii vd., 2010).

Isaria farinosa’nin enfeksiyon orani erginlerde larvalara gore daha fazladir. Hem
erginlerde hem de larvalarda en yiiksek oran ARSEF 9270 izolatindan saglandi. Fakat,
mikoz oranlari incelendiginde ¢ok diisiik degerler elde edilmistir. I. farinosa su siralar
mikrobiyol miicadele etmeni olarak az Oneme sahiptir(Zimmermann, 2008). Fakat,
Pissodes punctatus’a (¢cam kabugu-pamukkurdu) karsi oldukga Oldiiriiciidiir. Pissodes
punctatus’ta, Langor ve Zhang, %88’1 asan 6liim oranlarina sahiptir. (Leal vd., 2008).

Fusarium sp. izolatlarinin (ARSEF 9273, ARSEF 9274) bu bocege karsi onemli bir
insectisidal etkisi olmadi. Onceki ¢alismalarda Fusarium semitectum’un, Menochilus
sexmaculatus (Ugurbocegi), Amblysius ovalis (Yirtict kene) ve Goniozus nephantidis
(larval parazitoid) lizerinde bir 6liime neden olmadigi bulunmustur. Bombyx mori
larvalarin1 da enfekte etmemistir (Mikunthan ve Manjunatha, 2006). Munshi vd., (2008),
yaptiklar1 bir ¢alismada Fusarium pallidoroseum’un Lymantria obfuscata iizerindeki
insektisidal etkisinin giin ve dozla dogru orantil1 bir sekilde arttigini gézlemistir.

Beauveria bassiana’nin D. micans’ta dogal enfeksiyon yaptigi daha onceki
calismalardan da bilinmektedir. Ancak bunun zararl {izerindeki insektisidal aktivitelerine
yonelik bir ¢alisma yapilmamistir (Fielding ve Evans, 1997). ilk olarak Sevim (2010)
topraktan izole ettigi Beauveria cf. bassiana’nin D. micans’a kars1 iyi bir miicadele etmeni
olabilecegini belirlemistir. Entomopatojenik funguslarin D. micans’a karsi biyolojik
miicadele etmeni olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur. Yapilan c¢alismada ise

bocekten izole edilen B. bassiana’nin zararl tizerindeki insektisidal aktivite denemeleri ilk
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kez bu calismayla gergeklestirilmistir. En yiiksek insektisidal etki, hem larva hem de
erginlerde Beauveria bassiana ARSEF 9271 ve Beauveria sp. ARSEF 9272 izolatlarinda
gozlendi. ARSEF 9272 izolatt ARSEF 9271°den farklidir. Konidium hiicreleri oldukg¢a
carpikti ve B. bassiana gibi demet olusturup, spor toplart olusturacaklarina, ¢cogunlukla
soliterdir. Ayrica, tiiy sap1 oldukca uzundu. Onceki ¢aligmalarimizda, B. bassiana’nin D.
micans larvalarina karsi bir potansiyeli oldugunu belirlenmesine ragmen, erginlere karsi
belirlenemedi (Sevim vd., 2010). Fakat, bu tez ¢alismasinda Beauveria izolatlarinin hem
larvalara hem de erginlere yonelik ¢ok iyi aktiviteye sahip oldugu bulundu.

Onceki ¢aligmada, D. micans larvalarinin erginlere oranla fungus enfeksiyonuna
kars1 daha duyarli oldugunu belirlenmisti (Sevim vd., 2010). Fakat, bu ¢alismada erginlerin
larvaya gore daha duyarli oldugu tespit edildi (P<0.05). Bunun sebebi, her iki ¢calismada da
degisik fungus tiirlerinin ve cinslerinin kullanilmasi ve boceklerin degisik fungus tiirlerine
kars1 duyarliliklarinin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Sonug¢ olarak, Dendroctonus micans’tan izole edilen 12 adet izolat bulundu. Hem
larvada hem de erginde Dm-4, Dm-5 ve Dm-6 numarali izolatlarin %50’nin iizerinde 6liim
ve mikoz oranina sahip oldugu bulundu. Fakat, larva ve erginler tizerindeki 6liim ve mikoz
oranlar1 olarak incelendiginde, en etkili susun Dm-5 numarali izolat oldugu tespit edildi.
Beauveria bassiana ARSEF 9271’in D. micans’a kars1 iyi bir biyolojik miicadele etmeni

olabilecegi belirlendi.



5. SONUCLAR

“Dendroctonus micans’tan  entomopatojenik  funguslarin  izolasyonu,
karakterizasyonu ve mikrobiyal miicadele potansiyellerinin arastirilmasi” baslikli bu
calismada asagidaki sonuglar elde edildi.

1. Trabzon’unu farkli bolgelerinden (Magka ve Zigana) toplanan 430 ergin, 400
larvadan toplam 12 adet fungus izole edildi.

2. Incelemeler sonucunda erginlerde enfeksiyon oram %2,7, larvalarda ise enfeksiyon
orani %0,23 olarak belirlendi.

3. D. micans’tan ilk kez entomopatojenik fungus izolasyonu yapildi.

4. 1zole edilen funguslarin morfolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak tiir tayinleri
yapildi ve izolatlarin Lecanicillium muscariumn (ARSEF 9267 ve ARSEF 9268), Isaria
farinosa (ARSEF 9275, ARSEF 9276, ARSEF 9277 ve ARSEF 9278), Beauveria bassiana
(ARSEF 9271 ve ARSEF 9272) ve Fusarium sp. (ARSEF 9273 ve ARSEF 9274) olduklar1
belirlendi.

5. Bu izolatlar arasindan Lecanicillium muscarium, Isaria farinosa ve Fusarium sp.
D. micans’tan ilk defa izole edildi.

6. D. micans tizerinde ilk kez entomopatojenik fungus deneyleri yapildi.

7. ARSEF 9271’ in larvalarda 6liim ve mikoz oran1 %90, erginlerde 6liim ve mikoz
orant %93, ARSEF 9272’nin ise erginlerde 6liim oran1 % 100, mikoz orani ise %80 olarak
belirlendi.

8. Bu sonuglar ile entomopatojenik funguslarin bu bolgede yayilis gosteren D.
micans’a karsi biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilabilecekleri ortaya konmustur. Bu

hususta B. bassiana’nin oldukga etkin oldugu tespit edildi.



6. ONERILER

Bu tezle entomopatojenik funguslar acisindan bir ¢alisma yapilmis olup, elde edilen
funguslarin Dendroctonus micans’a kars1 oldiiriicii etkilerine bakilmistir. Calismanin
yaygin etkisini arttirmak i¢in agsagidaki hususlar dikkate alinabilir.

1. Yiksek oldiriicti etkiye sahip olan Dm-5 numarali izolatin larva ve erginler
tizerindeki doz denemeleri yapilabilir.

2. Sicaklik ve UV gibi fiziksel faktorlerin, Dm-5 numarali izolatin {izerindeki etkileri
belirlenebilir.

3. Calisma kapsaminda elde edilen funguslarin, spor ¢api veya boyu ve spor sekli,
hem kendi aralarindaki hem de benzerleriyle olan filogenetik iligkileri arastirilabilir.

4. D. micans larva ve erginleri arasinda yayilig sekilleri arastirilabilir.

5. D. micans ile aym agaglarda yasayan ve diger onemli ladin kabuk zararlilar1 olan
Ips sexdentatus ve Ips typographus tizerindeki oldiiriicii etkileri de belirlenebilir.

6. En yiiksek etkiye sahip izolatla enfekte olmus kiitiik icerisindeki performanslar
arastirilabilir.

7. 1zolatin Rhizophagus grandis iizerindeki etkinligi belirlenebilir.

8. Dogu Karadeniz Bolgesi’nin iklimsel kosullar1 dikkate alindiginda bu c¢alismada
elde edilen funguslarin ticari olarak gelistirilmesine yonelik ¢alismalar yapilabilir. Bu
amag dogrultusunda, bu funguslarin kitle iiretimlerinin yapilmasi, bocegin dogal ortaminda
alan uygulamasinin yapilmasi ve ticari preparat haline getirilmesi planlanan g¢aligmalar
arasinda yer almaktadir. Boylece, zararli bocekler ile yapilan kimyasal miicadelenin
olumsuz etkileri ortadan kalkacak ve tilke ekonomisine Onemli Olgiide katkida

bulunulacaktir.
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8. EKLER

Ek 1. Lecanicillium muscarium Dm-1’in ITS1-5.85-1TS2 Gen Bdlgesinin Baz
Sirasi

GGATCATTATCGAGTTTACAACTCCCAAACCCTTATGTGAACATACCTAC
TGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCGGCGTCCGGACGGCCTCGCGCCGCCCGLGEG
CCCGGACCCAGGCGGCCGCCGGAGACCTCTAAACTCTGTATTATCAGCATTTT
CTGAATCCGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCA
TTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACTTCCCTTTGGG
GAAATCGGCGTTGGGGAACGGCAGCATACCGCCGGCCCCGAAATGGAGTGGC
GGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATCCAACTCGCACCGGAACCCCGA
CGTGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGGATCAGGTA
G

Ek 2. Lecanicillium muscarium Dm-2’in ITS1-5.8S-1TS2 Gen Bdélgesinin Baz
Sirasi

TCATTATCGAGTTTACAACTCCCAAACCCTTATGTGAACATACCTACTGTT
GCTTCGGCGGACTCGCCCCGGCGTCCGGACGGCCTCGLCGLLCGLLCLGLGGLLCG
GACCCAGGCGGCCGCCGGAGACCTCTAAACTCTGTATTATCAGCATTTTCTGA
ATCCGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTG
GCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACTTCCCTTTGGGGAAAT
CGGCGTTGGGGAACGGCAGCATACCGCCGGCCCCGAAATGGAGTGGLGGLCC
GTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATCCAACTCGCACCGGAACCCCGACGTGG
CCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGGATCAGGTAGG

Ek 3. Isaria farinosa Dm-3’Un ITS1-5.8S-1TS2 Gen Bdolgesinin Baz Sirasi

TTGTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCC
CAAACCCTTTTGTGAACATACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCGTC
CGGCCGGCCCLCGLCGLCCGGLCLCGLCGGLCCTGGATCCAGGLCGGLCLCGLCCGGAGACCC
CCAAACTCTGTATTCTCAGTATCTTCTGAATCCGCCGCAAGGCAAAACAAATG
AATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTTCAACCCTCGACTTCCCTTTGGGGAAATCGGCGTTGGGGACCGGCCGTATA
CCGCCGGCCCCGAAATGAAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTA
ATCCAACTCGCACCGGAACCCCGACGTGGCCACGCCGTAAAACCCCCGACTTC
TGAACGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
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Ek 4. Isaria farinosa Dm-4’0n 1TS1-5.85-1TS2 Gen Bdélgesinin Baz Sirasi

TTGTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCC
CAAACCCTTTTGTGAACATACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCGTC
CGGCCGGCCCCGCGLCCGGLCCGCGGCCTGGATCCAGGLCGGCCGCCGGAGACCC
CCAAACTCTGTATTCTCAGTATCTTCTGAATCCGCCGCAAGGCAAAACAAATG
AATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTTCAACCCTCGACTTCCCTTTGGGGAAATCGGCGTTGGGGACCGGCCGTATA
CCGCCGGCCCCGAAATGAAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTA
ATCCAACTCGCACCGGAACCCCGACGTGGCCACGCCGTAAAACCCCCGACTTC
TGAACGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAATTTAAACCATATA

Ek 5. Beauveria bassiana Dm-5’in 1TS1-5.8S-1TS2 Gen Bdlgesinin Baz Sirasi

TGTTCCGTAGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCA
AACCCTTATGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCGGAC
GCGGACTGGACCAGCGGCCGCCGGGGACCATCAAACTCTTGTATTATCAGCAT
CTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCCCTTT
GGGGAAGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATGGAGT
GGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAAACCAACTCGCACCGGAACCC
CGACGTGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAG
GTAGGACTACCCGCTGAATTAAGCATATAA

Ek 6. Beauveria bassiana Dm-6’nin 1TS1-5.8S-1TS2 Gen Bdlgesinin Baz Sirasi

GGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCAAACCCTTATG
TGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCGGACGCGGACTGG
ACCAGCGGCCGCCGGGGACCATCAAACTCTTGTATTATCAGCATCTTCTGAAT
ACGCCGCAAGGCAAAACAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGC
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCCCTTTGGGGAAGTCG
GCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGLCGGLCLCCGT
CCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAAACCAACTCGCACCGGAACCCCGACGTGGCC
ACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTAC
CCGCTGAATTAAAGCATATA

Ek 7. Fusarium sp. Dm-7"nin 1TS1-5.8S-1TS2 Gen Bdélgesinin Baz Sirasi

TGTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATTCAACTCA
TCAACCCTGTGAACATACCTAAACGTTGCTTCGGCGGGAATAGACGGCCCCGT
GAAACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCTTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTT
CTGAGTAAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTC
TGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
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TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGCCCCCGGGLCCTGGLGTTG
GGGATCGGCGGAGCCCCCCGTGGGCACACGCCGTCCCCCAAATACAGTGGCG
GTCCCGCCGCAGCTTCCATCGCGTAGTAGCTAACACCTCGCGACTGGAGAGCG
GCGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTCTTCTGAAGTTGACCTCGAATCAGG
TAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATG

Ek 8. Fusarium sp. Dm-8’in 1TS1-5.8S-1TS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TGTTCCGTAAGGGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATTCAACTCA
TCAACCCTGTGAACATACCTAAACGTTGCTTCGGCGGGAATAGACGGCCCCGT
GAAACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCTTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTT
CTGAGTAAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTC
TGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGCCCCCGGGLCCTGGLGTTG
GGGATCGGCGGAGCCCCCCGTGGGCACACGCCGTCCCCCAAATACAGTGGCG
GTCCCGCCGCAGCTTCCATCGCGTAGTAGCTAACACCTCGCGACTGGAGAGCG
GCGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTCTTCTGAAGTTGACCTCGAATCAGG
TAGGAATACCCGCTAAACTTAAGCATAAA

Ek 9. Isaria farinosa Dm-9’un 1TS1-5.8S-1TS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TGTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCC
AAACCCTTTTGTGAACATACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCGTCC
GGCCGGCCCCGLCGLCCGGCCGCGGLCLCTGGATCCAGGCGGLCLCGLCCGGAGACLCCCC
CAAACTCTGTATTCTCAGTATCTTCTGAATCCGCCGCAAGGCAAAACAAATGA
ATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
TTTCAACCCTCGACTTCCCTTTGGGGAAATCGGCGTTGGGGACCGGCCGTATAC
CGCCGGCCCCGAAATGAAGTGGCGGCCLCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAA
TCCAACTCGCACCGGAACCCCGACGTGGCCACGCCGTAAAACCCCCGACTTCT
GAACGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATA

Ek 10. Isaria farinosa Dm-10’un 1TS1-5.8S-1TS2 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

TTGTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCC
CAAACCCTTTTGTGAACATACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCGTC
CGGCCGGCCCCGLCGCCGGLCCGCGGCCTGGATCCAGGCGGCCGCCGGAGACCC
CCAAACTCTGTATTCTCAGTATCTTCTGAATCCGCCGCAAGGCAAAACAAATG
AATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTTCAACCCTCGACTTCCCTTTGGGGAAATCGGCGTTGGGGACCGGCCGTATA
CCGCCGGCCCCGAAATGAAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTA
ATCCAACTCGCACCGGAACCCCGACGTGGCCACGCCGTAAAACCCCCGACTTC
TGAACGTTGACTTCGGATCAGGTAGGATTACCCGCTGAATTTAAACTTATACTT
CTAAACCTTGGGGCAAGC
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Ek 11. Isaria farinosa Dm-11’in ITS1-5.8S-1TS2 Gen Bdolgesinin Baz Sirasi

TGTTCCGTAAGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCC
AAACCCTTTTGTGAACATACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCGTCC
GGCCGGCCCCGCGCCGGCCGCGGCCTGGATCCAGGCGGCCGCCGGAGACCCC
CAAACTCTGTATTCTCAGTATCTTCTGAATCCGCCGCAAGGCAAAACAAATGA
ATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
TTTCAACCCTCGACTTCCCTTTGGGGAAATCGGCGTTGGGGACCGGCCGTATAC
CGCCGGCCCCGAAATGAAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAA
TCCAACTCGCACCGGAACCCCGACGTGGCCACGCCGTAAAACCCCCGACTTCT
GAACGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATA

Ek 12. Isaria farinosa Dm-12’nin 1TS1-5.8S-1TS2 Gen Bélgesinin Baz Sirasi

GGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCAAACCCTTTTG
TGAACATACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCGTCCGGLCLGGLLCCC
GCGCCGGCCGCGGCCTGGATCCAGGCGGCCGCCGGAGACCCCCAAACTCTGTA
TTCTCAGTATCTTCTGAATCCGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCG
ACTTCCCTTTGGGGAAATCGGCGTTGGGGACCGGCCGTATACCGCCGGLCLCCCG
AAATGAAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATCCAACTCGCA
CCGGAACCCCGACGTGGCCACGCCGTAAAACCCCCGACTTCTGAACGTTGACC
TCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATG



OZGECMIS

1984 yilinda Istanbul’da dogdu. Ilkokulu 1990-1995 yillar1 arasinda Gebze Osman
Gazi ilkdgretim Okulu’nda, Ortaokulu 1995-1998 yillar1 arasinda Gebze Inonii {lkdgretim
Okulu'nda ve liseyi 1998-2002 yillar1 arasinda Gebze Anibal Anadolu Lisesi’nde
tamamladi. 2003-2004 Egitim—Ogretim yilinda Karadeniz Teknik Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde lisans Ogrenimine bagladi. 2008 yilinda bu
boliimden mezun oldu. Ayni yi1l Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans 6grenimine basladi. Aralik 2010°da Yiiksek

lisans 6grenimini tamamladi. Orta derecede ingilizce bilmektedir.



	01
	02
	03
	04
	05
	06
	07
	08
	09
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18

