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ONSOZ

“Helicosporidium (Chlorophyta) Patojeninin Rhizophagus grandis (Coleoptera:
Rhizophagidae) Uretim Laboratuarlarindaki Varligr” adli bu tez, Biyolojik miicadele amaclt
olarak Orman Bakanlig tarafindan kurulan predator bocek iiretim laboratuarlarinda
istenmeyen enfeksiyon olan patojenlerin varligi ve dagilimi tizerine yapilan bir calisma olup,
bu caligmanin bu alanda calisacak bir¢ok bilim adamina bir temel 6rnek teskil edecegini
{imit ediyorum.

Tez siiresince Yiiksek Lisans tez danigmanligimi iistlenerek, gerek konu se¢imi,
gerekse calismalarin yiiriitiilmesi sirasinda deneyimlerini benimle paylasan, yardim ve
destegini esirgemeyen saym hocam Do¢. Dr. Mustafa YAMAN’a, tez caligmasi siiresince
yardimlarini esirgemeyen Zooloji II laboratuar ¢alisanlar1 Cicek AYDIN, Nejla OZCAN ve
Hilal BAKIi ‘ye, yardimlarim ve desteklerini hicbir zaman eksik etmeyen sevgili

arkadaslarima, TUBITAK (Proje no: 107T166)’ya ve tez siiresince her tiirlii fedakarlikta

bulunan aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Onur TOSUN
Trabzon 2008
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OZET

Uzun yillar boyunca orman zararlist boceklere karst kimyasal miicadele yontemleri
kullanilarak miicadele yapilmistir. Tiim diinyada kimyasal ilaglarin yerini gelecekte biyolojik
miicadele olarak bilinen bir yontemin alacag: tartisiimaktadir. Onemli bir orman zararlist
olan dev kabuk bocegi Dendroctonus micans Tiirkiye’de Artvin’den Ordu’ya kadar olan
bolgedeki orman alanlarinda 6nemli zararlar yapmaktadir. D. micans’ta bir entomopatojenik
alg olan Helicosporidium sp.’nin varligi tespit edilmistir. Daha sonra ayni patojenin predator
bocek olan Rhizophagus grandis’te de tespit edilmistir. D. micans zararlisi ile miicadele
amaclt Orman Bakanligi tarafindan bircok R. grandis iiretim laboratuarlari kurulmustur. Bu
tez calismasinda Helicosporidium enfeksiyonunun iiretim laboratuarlarindaki varlig
arastirilmistir.

Tez calismasi siiresince Artvin, Trabzon, Giresun ve Ordu illerinde bulunan predator
bocek R. grandis {iretim laboratuarlarindan elde edilen toplam 2963 R. grandis
orneklerinden 93 tanesinde  Helicosporidium  enfeksiyonuna rastlandi  (%3,1).
Helicosporidium patojeninin karakteristik safhasi kist safhasidir, tespit edilen kistlerin cap1
4,78 £ 0,5 um (n = 124) olarak belirlendi. Bu 6l¢iilerin bu bécegin dogal ortamda avi olan D.
micans’tan izole edilen Helicosporidium ile aym Olciilere sahip oldugu belirlenmistir.
Enfeksiyonun bol oldugu numunelerde Helicosporidium patojeninin hayat dongiistindeki
bircok o6nemli saftha gozlendi. Giamsa boyama ve doku preparati calismalart yapildi.
Elektron mikroskobu ¢alismalar ile patojenin karakteristik safhalarn aydinlatildi. Dagilimina
bakildiginda R. grandis boceklerinde en yiiksek enfeksiyona 2008 yilinda mayis ayinda
Trabzon’da rastlandi1 ve %52,6 olarak tespit edildi, 2006 yilinda enfeksiyon %46,6 iken 2007
yilinda %17 civarinda tespit edildi. En diisiikk enfeksiyon ise %0,8 ile Trabzon ilindeki
laboratuarlarda rastlandi. Laboratuar incelemeleri dncesinde ornekler disi ve erkek ayrimina
gore ayrild1 ve cinsiyete gore enfeksiyonun varligi arastirildi. Disilerde enfeksiyon %3,1
erkek boceklerde %3,6 olarak tespit edildi.

Genel olarak enfeksiyon her yil farkli oranlarda artis veya azalma gostermektedir.
Anag¢ bocek alimi i¢in, kiitiiklerde iiretime baslama Oncesi ve sonrasinda uzman kisilerce
boceklerdeki enfeksiyon varlig tespit edilmelidir. Bu ve benzeri stratejilerle enfeksiyonun

varlig1 kontrol altina alinmalidir.

Anahtar Kelimeler: Rhizophagus grandis, Helicosporidium sp., Biyolojik miicadele.



SUMMARY

Presence of Helicosporidium (Chlorophyta) in Rhizophagus grandis (Coleoptera:
Rhizophagidae) Rearing Laboratories

The battle against forest pests have been done by chemicals for a long time. It is
discussed that biological control will supersede chemical pesticides in the world in the
future. Great spruce bark beetle Dendroctonus micans, is one of the important forest pests,
they damage forest areas from Artvin to Ordu in Turkey. Entomopathogenic alg
Helicosporidium sp. was first found in D. micans, later the same pathogen was determined
from predator beetle R. grandis. Several mass-rearing laboratories of R. grandis were build
to fight with D. micans by the Turkish Ministry of Forestry. In this study, presence of
Helicosporidium infection was investigated at the R. grandis rearing laboratories.

During thesis studies a total of 2963 beetles obtained from R. grandis rearing
laboratories from Artvin, Trabzon, Giresun and Ordu provinces. 93 of the examined beetles
were found to be infected with Helicosporidium sp. (3.1%). The characteristic stage of
Helicosporidium infection is the round cyst, which were measured as 4.78 + 0.5 pm (n =
124) in this study. These measurements are the same as the measurements of the
Helicosporidium infecting D. micans, the natural pray of R. grandis. In samples with dense
infections nearly all life stages of the Helicosporidium pathogen were observed. These
samples were dyed with Giemsa to prepare dry smears and also tissue smears were prepared
and both were examined under the light microscope. The characteristic life stages of the
pathogen were studied under TEM and detailed morphology was revealed. Looking at the
distribution of the pathogen, highest infection rate was in Trabzon in May 2008 as 52.6%.
The infection rate in 2006 was 46.6% but in 2007 it was around 17%. Before laboratory
examinations samples of beetles were separated according to gender and the distribution of
the pathogen was studied in terms of gender discrimination. Infection rates of male and
female beetles were found as 3.6% and 3.1% respectively.

In general infection rates are different each year increasing or decreasing in different
ratios. Before obtaining beetles for breeding, the beetle populations in laboratories should be
examined by specialists for prevalence of infection and the healthy beetles should be used

for mass-rearing. The prevalence of the pathogen could be suppressed by such strategies.

Key Words: Rhizophagus grandis, Helicosporidium sp., Biological control
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1. GENEL BIiLGILER

1.1.Giris

Hizl1 niifus artisinin beraberinde getirmis oldugu kentlesmeyle birlikte orman iiriinlerine
olan ihtiyag ta artmaktadir. Tiirkiye topraklarinin % 36’sin da tarim yapilirken % 26’lik alan
orman, % 27’lik alan ¢ayir ve mera, % 11’°lik alan ise yerlesim alan1 olarak kullanilmaktadir.
Mevcut orman alanlari hem bu ihtiyact kargilamak, hem de tarim ve mera gibi degisik
arazilere doniistirmek suretiyle hizli bir sekilde azalmaktadir. Orman varliginin bir tilkenin
gelecegi ve canli hayatinin devamliligi i¢in ihtiva ettigi 6nem oldukga fazladir.

Orman varli§imizin yok olmasina neden olan insan aktiviteleri ve dogal faktorler nedeni
ile arazi Ortiisii hizla degismektedir, enerji kaynaklarinin kullaniminda dogaya zarar
verilmektedir (Tagil, 2006). Tiirkiye ormanlarinda goriilen abiyotik faktorlerden baslica
olanlar; firtina, kar, c18, yiiksek sicaklik ve yagmur (sel) olarak goriilmektedir. Tiirkiye
ormanlarinda abiyotik zararlilardan dolay1 goriilmekte olan orman kaybi oldukga yiiksek
miktarlardadir (Kanat, 2000). Biitiin bu dogal kayiplarin yaninda biyotik zararlilardan biri
olan orman zararlis1 boceklerin ormanlara verdigi zararlar ve neden olduklar1 kayiplar oldukca
yiikksek seviyelere gelmistir. Zararli bdceklere karsi bitkilerin korunmasi i¢in daha cok
kimyasal insektisitler kullanilarak yapilmaktadir. Kimyasal insektisitler kullanilirken,
bunlarin bircok yan etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Bir¢ok yonden bazi canli gruplarina ciddi
zararlar vermektedirler (Ecevit, 1988). Zirai miicadele ilaclarindan bugiin ig¢in
vazgecilememesinin nedeni, bu ilaglara alternatif bir miicadele yonteminin tam anlamiyla
gelistirilememesidir. Kimyasal miicadelenin disindaki miicadele metotlarinin yeteri kadar
gelistirilememesinden ve gelistirilen metotlarin zararli, pahali ve ilkel olmasindan dolay1 zirai
miicadele ilaglarmin uygulanmasinin daha uzun yillar devam edecegi diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte, tiim diinyada kimyasal ilaclarin yerini gelecekte biyolojik miicadele olarak

bilinen bir yontemin alacag tartisilmaktadir.



1.2. Orman Zararlis1 Bocekler ve Etkileri

Bocekler dogal hayatin devamliligi i¢in 6nemli canlilardir, oldukca fazla gesitlilige
sahiptirler, ekonomi ve tarim gibi bir¢cok alanda bir¢ok yararli bocek varliginin yaninda
ekonomik, tarimsal ve insan sagligi acisindan zararli bocekler de vardir. Bocekler zararl ve
faydali olusuna gore ikiye ayrilir;

Faydali Bocekler:

Faaliyetleri ile insanlarin faydalanabildikleri veya ekonomik amaglarina ara¢ olan
boceklerdir.

Zararli Bocekler: Sebep olduklar hastalik ve zararlarla insanlarin dolayl veya dogrudan
engel olan ve sagliklar icin tehlike olusturan boceklerdir.

Asagida Tirkiye orman alanlarindan Dogu Karadeniz bolgesinde 6zellikle ladin
ormanlarinda ve gen¢ agaclandirma sahalarinda sik¢a goriilen ve ciddi zararlara neden olan
onemli ii¢c bocek tiirii verilmistir:

Ips typographus L.

Ips typographus cesitli etmenler tarafindan zayif diigsmiis (riizgar, don, diger bocekler)
kalin kabuklu 70 yas ve tizeri agaglarin oliimlerine neden olmaktadir. Ladin ormanlar i¢in en
tehlikeli bocek tiirii olarak kabul edilmektedir.

Ips sexdentatus Boerner

Pinus silvestris, Pinus nigra, Pinus heldreichii, Pinus pinaster, Pinus cembra, Pinus
sosonowskyi, Pinus laricio, Pinus brutia, Pinus mugo, Pinus jeffreyi, Pinus muricata, Picea
orientalis, Picea abies, Abies alba, Abies nordmanniana, Pseudotsuga menziesii, Larix
decidua ve Larix sibirica gibi igne yaprakli agaclarda yagamakta ve onemli kitlesel zararlara
neden olmaktadir.

Dendroctanus micans Kug.

Dev kabuk bocegi D. micans (Kugelann) (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae) genis
bir yayilis alanina sahiptir, agaclarin kabuk bolgelerinde zarar yapmaktadir 6zellikle saricam
ve ladin ormanlarinda 6nemli tahribatlar yapmaktadir.

Bu zararlilardan biri olan ve biiyiikk orman kayiplarina neden olan D. micans 6zellikle
Tiirkiye’de Dogu Karadeniz bolgesinde onemli bir zararhidir ve miicadelesi icin biilyiik caba
ve ekonomik yaptirim uygulanmaktadir.

Diinyada bilinen 50 ladin tiirlinden biri olan Dogu ladini, Picea orientalis Link, Dogu
Karadeniz ve Kafkas daglarinda dogal olarak yayilmis durumdadir. Toplam alan1 286.851 ha

olan ladin ormanlarinin (Konukg¢u, 2001), sirasiyla 1960 ve 1980’1i yillarindan bu yana, ladin



ormanlart en tehlikeli kabuk bocekleri olan D. micans, I. typographus ve I sexdentatus
(Coleoptera: Scolytidae)’un varligr nedeniyle ¢ok ciddi yok olma tehdidi altina girmistir
(Ozcan vd., 2006). Ozellikle son yillarda D. micans’m neden oldugu zarar hizla artmaktadur.
Bu zararli ile miicadelede kimyasal miicadele yontemleri orman alaninda yasayan diger
canlilara ve insanlar iizerinde istenmeyen olumsuz etkiler olusturmaktadir. Bu bocegin yaptigi
zarart engellemek icin yapilan mekanik miicadele yontemleri yetersiz kalmaktadir. Bu
noktada alternatif miicadele yontemi olarak biyolojik miicadele ¢alismalar1 yapilmaktadir. Bu
caligmalar kapsaminda cesitli bolgelerde 6zel laboratuarlar kurulmustur ve biyolojik

miicadele metotlar1 arastirilmaya ve calisilmaya devam etmektedir.

1.3. Zararh Boceklerle Miicadele Yontemleri

Zararli boceklerin bitki florasina yaptiklar zararlari, gerek dogal olarak gerekse insan
yardimiyla Onlenmesine veya azaltilmasina yonelik ¢alisma stratejilerine zararli boceklerle
miicadele yontemleri denir.

Yapilan calismalar1 8 baglik altinda incelemek miimkiindiir:

Dogal miicadele: Dogal olarak olusan etmenlerin bocekler iizerindeki etkisinden
yararlanilarak yapilan miicadele yontemidir.

Yasal miicadele: Yasal yollardan yararlanilarak zararlilarin yayilmasini énleme. Ornegin
karantina, ambargo, muayene vb.

Mekanik miicadele: Zararli bocekleri toplama, fenomen tuzaklar1 kullanma, boceklerin
saldirist altindaki bitkiyi yok etme.

Fiziksel miicadele: Bocek istilas1 altindaki alam1 yakmak ve sicaktan, radyoaktiviteden
ve elektrikten faydalanarak zararlinin yayilisini ve iiremesini engelleme.

Kiiltiirel miicadele: Istila altindaki agaclar1 alandan uzaklastirmak kapalilig1 diizenlemek
mescere kurmak ve yetistirme ile kesim teknigine uyumak, toprak bakimi, dayanikh tiirler
yetistirmek, gida kaynaklarimi degistirmek.

Biyolojik miicadele: Zararli boce8i yok etmek igin cesitli etken gruplarindan
(mikroorganizma, bocek yiyen vertebrata, predator arthropoda, parazit bocekler) ve genetik
yontemlerden yararlanmak.

Kimyasal miicadele: Tozlagsma, piiskiirtme, sisleme, fumigasyon, sterilizasyon, zehirli

yemler vb. kullanarak zararlinin yok edilmesine yonelik caligmalar.



Entegre miicadele: Cevre ve orman sahibi icin uzun vadede en az masrafla en iyi
faydalar1 saglayabilecek olan ve popiilasyon dinamigine dayanan yontemlere onem verilerek,
miicadele yontemlerinin kombine edilmesi sonucu yarar elde etmektir.

Bu miicadele yontemlerinden iilkemizde en yaygin olarak kullamilan1 kimyasal
miicadeledir. Kimyasal ilaglar kullanilirken, bunlarin yan etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Birgok

yonden bazi canli gruplar ciddi zararlar gormektedirler.

1.3.1. Kimyasal Miicadele ve Yan Etkileri

Zararli boceklerin yok edilmesinde yaygin olarak kullanilan kimyasallar insektisitlerdir.
Bu insektisitler yalmzca bocekler lizerinde degil, bitkilerde ve ¢cevrede bulunan diger canlilar
lizerinde de bircok zararli etkiler meydana getirmektedirler. Insektisitlerin zararlarini

bocekler, insanlar ve cevre iizerine olan etkileri olarak baslica ii¢ baslik altinda toplayabiliriz.

1.3.1.1. insektisitlerin Boceklere Etkisi

Insektisitler zararli boceklerin oldiiriilmesinde ve yayilisginin kontrol edilmesinde
kullanilan kimyasal maddelerden yapilmis bocek yok edici ilaclardir. Her zaman zararh
boceklere karsi tam bir etki saglayamazlar, ¢iinkii zamanla insektisitlerin ilk uygulandiklari
zamanki etkili dozlarindan daha az etkilenebilen bocek 1rklarinin ortaya ¢ikmasiyla ilk bagtaki
etkilerini kaybetmekte ve uygulamadaki hedef bdcege olan etkisini kaybetmektedirler. Bu
olaya boceklerin mukavemeti adi verilmektedir. Ekolojik ve evrimsel agidan bakildiginda bu
sasirtic1 degildir. Boceklerdeki diren¢ mekanizmalari, genetik faktorler, fizyolojik haller ve
biyokimyasal mekanizmalar, diren¢ mekanizmalarinin kombinasyonu ve davranisla ilgili
mekanizmalar olmak iizere 5 grupta toplanmaktadir. flac uygulamasi altinda yetisen yeni
nesiller ilacin oldiiriicii etkisine karsi koyabilen yeni fertler olugsmasina neden olmaktadirlar.
Dolayisiyla bu yeni fertlere karsi kullanilan insektisitler daha cok c¢evredeki ilacin
uygulanmasindaki hedef boceklerin disinda kalan yararl canlilar1 ve insanlar etkilemektedir
(Ecevit, 1988).

Insektisitlerin yalmzca istenilen zararh bocege etki etmesi gibi bir imkén yoktur. Zararl
boceklerin iizerinde yaptig1 etkinin yaninda yararli boceklere de etki etmektedir. Dolayisi ile
zararli boceklerin yaninda yararli bocekler iizerinde istenmeyen Oliimlere neden

olmaktadirlar. Bununla birlikte insektisitler etkileri bakimindan irdelendiginde faydali



bocekler olarak kabul edilen pradatdor bocekler ve parazitler insektisitlerden daha fazla
etkilenmektedirler (Ecevit, 1988).

Ayrica insektisitlerin kullanildig1 alanlarda dogal olarak yasayan polinatdr canlilarda
yok oldugu icin, bu alandaki zirai {liriinlerde tozlasma orani azalmaktadir. Bunun sonucunda
bilyiik verim diistikliigii ortaya ¢ikmakta hem ekonomik hem de ekolojik agidan tamiri zor

olan olumsuz etkiler meydana gelmektedir.

1.3.1.2. insektisitlerin insanlara Etkisi

Insektisitler dogrudan ve dolayli olarak insan sagligim etkilemektedirler (Ecevit, 1988).
Bu etki akut ve kronik zehirlenmeler olarak iki grup altinda toplanabilir.

Akut zehirlenmeler; Zirai miicadele amagh kullanmilan ilaglarin imalati, tasinmasi ve
kullanilmasi esnasinda ilagla insan metabolizmasinin direk temasi ile olan ani zehirlenmeler
olarak tanimlanir (Ecevit, 1988).

Kronik zehirlenmeler; ilacin kullammi sonrasi toprakta veya bitkinin boliimlerinde
kalinti halinde kalan ilacin bu bitkilerle beslenen hayvanlardan veya direk bitkilerin
tilketilmesi ile insan viicudunda birikerek yavas ilerleyen bir zehirlenmeye neden olmasi
olarak tanimlanabilir. Her ne kadar ilaclarin hasattan ne kadar once kullanilmasi gerektigi
biliniyor ve uygun sekilde kullanimi yapiliyor olsa bile, bir miktar ila¢ ve ayrigsma iiriinleri

bitkilerde veya toprak ta kalmaktadir. Buna ilacin kalintis1 denilmektedir (Ecevit, 1988).

1.3.1.3. insektisitlerin Cevreye Etkisi

Insektisitler kullanildiklari cevrede yaban hayatim degisik oranlarda etkilemektedir.
Agaclardaki bazi zararlilarin miicadelesinde kullanilan bir¢ok ilacin toprakta birikme yaptigi
ve bunun sigircik gibi boceklerle beslenen kuslarin popiilasyonunu azalttigi tespit edilmistir
(Ecevit, 1988).

Insektisitlerin kullanilmas1 sonrasinda zehirli sahalarda hayvanlarin beslenmesi ile
birlikte zehir hayvanlara ge¢cmektedir. Arazide tatbik edilen ilaglar yagmurlarla yikanarak
derelere, oradan da deniz ve gollere tasginmakta, bu yolla da baliklar {izerinde etki
yapmaktadirlar. Bu yollarla ilagtan etkilenen hayvan ve bitkilerle beslenen insanlar dolayl

olarak insektisitleri viicuduna almig olurlar.



Insektisitlerin kullamldigi ¢evredeki bal arilari da en fazla etkilenen canlilar
arasindadir. Bal arilar1 bal, ar1 siiti ve balmumu gibi iiriinleri olusturmalarinin yam sira
bitkilerin tozlasmasini da saglamaktadirlar (Ecevit, 1988).

Insektisitler kullanildiklar1 alandaki bitkilerin ¢imlenmesi, vejetasyonu ve iiremesi
tizerinde de olumsuz etkiler yaparlar. Bazen bitkilerin belirli doku kisimlarinda, yanma
denilen bir takim lekeler ile renk degismelerinin meydana gelmesine sebep olurlar. Hatta
bazen tiim bitkilerin 6ldiigti goriiliir. Biyolojik miicadele bu kapsamda alternatif bir yontem
olarak arastirilmakta ve calisilmaktadir. Insektisitlerin yan etkilerinden dolayi, kimyasal
miicadelenin yerine giiniimiizde miimkiin oldugunca biyolojik miicadelenin kullanilmasi

gerekmektedir.

1.3.2. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele biyolojik kontrol olarak da adlandirilir. Biyolojik kontrol, zararh
boceklerin yapmis oldugu zararlar1 en aza indirmek icin bu boceklerin tabii diigmanlarinin
kullanilmasi olarak tanimlanabilir. Tabii diigman terimi, parazitler ve predatorlerle birlikte
hastalik olusturan mikroorganizmalart da kapsamaktadir (Poinar, 1978; Peter, 1984). Son
yillarda yeniden giincellik kazanan biyolojik miicadelenin heniiz yeterince yayginlasmadigini,
bazi basarilarinin ise pek duyulmadigim agiklamak yerinde olur.

Biyolojik miicadele ile ilgili yazili belgelere goz attigimizda, Aristo ve Pliniy'nin
eserlerinde ilk bocek patolojisi kavramlarina rastlamaktayiz. Aristo, "Historia Animalium"
adli eserinde, Galleria mellonellamin peteklerdeki zararini agiklamis ve kovanlarda hastalik
meydana getirdigini ifade etmis keza, balarilarinda goriilen diger bir hastaligin belirtilerini de
tamimlamistir. Canlilarin miicadele amaciyla kullanilmasina ait ilk 6rnek, M.S. 900 yilinda
yaymlanan bir Cin kitabinda aciklanan Cinli turunggil yetistiricilerinin bahgelerinde predator
karincalar1 kullanmalar1 ve bunlarin pazarlarda satilmasidir. Uzun yillar sonra, Avrupa’da
bocekler ile ilgili kayda deger gozlemler yapilmaya baslanmistir. Bu caligmalar giiniimiize

kadar biiyiik bir gelisme gostererek ilerlemistir.
1.3.2.1. Biyolojik Miicadelenin Kimyasal Miicadeleye Gore Avantajlari
Hedef zararliya olan etkisi acisindan biyolojik miicadelenin kimyasal miicadeleye gore

daha saglikli ve etkili bir yontem oldugu kesindir. Giiniimiizde kimyasal miicadelenin insanlar

ve diger canlilar iizerindeki olumsuz etkileri g6z Oniine alindiginda biyolojik miicadele



yontemlerinin kimyasal miicadeleye gore daha avantajli ve daha saglikli oldugu bir gercektir.

kimyasal ve biyolojik miicadelenin avantajlar1 ve dezavantajlar1 Tablo 1’de karsilagtirilmistir.

Tablo 1. Biyolojik Miicadelenin Kimyasal Miicadeleye Gore Avantajlart

Biyolojik Miicadele

Insan ve cevre sagligina olumsuz etkisi
yoktur

Dogal diismanlar1 korur
Dogal diismanlar konukgularina
ozellesmistir

Potansiyel zararlilar1 baski altinda tutar

Uygulamada kullanilacak etmenlerin ¢ogu
dogada vardir

Miicadele maliyeti ucuzdur

Miicadele dogal denge bozulmadig: siirece
kendi halinde gelisir

Dayaniklilik problemi yaratmaz

Dogal diismanlar etkili olduklar1 zararliy1
baski altina alirlar

Kimyasal Miicadele

Insan ve cevre saghigini tehdit eden Gnemli yan
etkileri vardir

Dogal diigmanlar1 yok eder

[laclarin pek ¢cogu segici degildir, ortamdaki
biitiin canlilan oldiiriir

Potansiyel zararlilar ana zararli konumuna
gecebilir

Tarim ilaglar1 her uygulamada tekrar
kullanilmak zorundadir

Miicadele maliyeti pahalidir

Tarim ilaglarinin her uygulamasi dogal dengeyi
biraz daha bozar

Dayaniklilik problemi yaratabilir

Uygulama hatalar1 nedeniyle her zaman
beklenen sonug alinmayabilir

1.3.2.2. Biyolojik Miicadelede Predator Bocek Kullanim

Predatorliik durumu olduk¢a 6nemli bir biyolojik olay olmasina ragmen, mekanizmasi
ve populasyonlar iizerinde etkiler hakkinda bilgiler oldukca azdir. Predatdor bocek terimi
bitkiye zarar veren canlilarla beslenerek zararlilarla miicadeleye katki saglayan canlilar olarak
tanimlanir. Bunlar iki grupta toplanabilir. Bir kism1 sadece belli boceklerle beslenirken diger
predatorlerin beslenmesi ¢ok cesitli bocekleri kapsamaktadir. Bunlar sadece bir konukguya
bagh olmayip, hayatlar1 boyunca birden fazla konukcu iizerinde beslenen ve konukgularim
arayarak bulan boceklerdir. Hem erginleri hem de ergin oncesi donemlerinde avlan ile
beslenirler. Predator erginleri yumurtalarim avlarimin  bulundugu yerlere birakir ve
yumurtadan cikan larvalar avlarimi arayarak bulur ve beslenirler. Beslenme ya c¢igneyerek
avin1 yeme veya avint emme seklinde olmaktadir.

1968 yilinda Tiirkiye ladin Ormanlarina giris yapan D. micans bugiin itibariyle tiim

ladin ormanlarimiza yayilarak dogal yayilis alanin1 tamamlamistir. Bu bocekle 1985 yilindan



itibaren, laboratuar sartlarinda onun 6zel yirticist olan Rhizophagus grandis adl1 yirtict bocek
tiretilerek biyolojik miicadele yapilmaktadir. 1985 yilindan 1989 yilina kadar deneme {iiretimi
arastirma asamasinda siirdiiriilerek 1989 yilindan itibaren kitle iiretimine gec¢ilmistir. Ancak
ladin ormanlarimizda ayn1 agagta birden fazla kabuk boceginin zarar yapmasi sonucu, ladin
ormanlarimiz zayif diismekte ve dolayisiyla D. micans bu olumsuz sartlardan faydalanarak,
bazi sahalarda sayica yogunluk bakimindan artis gostermektedir. D. micans’in sahalarin
genelinde dogal denge sinirina indirilebilmesi icin, R. grandis’in bocekli sahalardaki
yogunlugunun arttirilmas1 gerekmektedir. R. grandis predator bocegi iiretim laboratuarlar
arttirlmali ve iiretimdeki verim diisiikliigii problemleri ¢oziilmelidir. Daha saglikli ve etkin
predator iiretimi igin laboratuarlardaki potansiyel zararli patojen ve parazitler arastirilarak

kolaylikla iireyebilen saglikli R. grandis tiretim metotlar1 ¢alisiimalidir.

1.4. Dendroctonus micans

Morfolojik olarak bakildiginda diger kabuk boceklerinden belirgin farkliliklara sahip
olan D. micans boceklerinin en belirgin farki boyutsal olarak biiyiik yapili olmalardir.
Erginleri 6-8 mm boyunda olan D. micans bocekleri, gelisimlerinin son safhasinda
govdelerinin her yerde esit mat koyu kahverengidir (Sekil 1 A). Tiir tespit anahtari
kullanilarak Dendroctonus tiirlerinin ayrimi yapilabilir (Wood, 1963). Yumurtalarin
birakildigi galeri regine ve digki dolu genis bir tiip seklindedir. Yumurtadan ¢ikan larvalar 5
instar safhas1 boyunca beyaz renkte ve C harfi seklindedir. Belirgin kizil renkte bas kisimlar
ve koyu renkli agiz bolgeleri kolaylikla gozlemlenebilir (Sekil 1 B). Bacaksiz larvalar grup
halinde genis bir oda kazarak grup halinde beslenirler. Diski artiklarindan adaciklar
olusturmalart ve bu odaciklarda grup halinde galeri olusturarak istila ettikleri agacta kabuk

altinda beslenmeleri karakteristiktir (Bevan 1987).

L a v >
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Sekil 1. D. micans’1n ergin ve larvalari.



Diinya iizerinde 20 dolayinda tiirle temsil edilen Dendroctonus cinsinin, Avrupa ve
Asya ormanlarinda 2 tiirii yasamaktadir. Bu tiirler D. micans (Kug.) ve D. armandi Tsai ve
Li'dir (Grégoire, 1988; Lempériere, 1994; Fielding ve Evans, 1997). Bu iki tiirden, D. micans
batida Fransa ve Ingiltere'ye kadar Avrasya’nin konifer ormanlarinda yayilmis bulunmaktadir.
Mevcut yayihsimi siirekli genisletmekte olan bu bocek Fransa, Giircistan, Ingiltere ve
Tiirkiye'de yakin tarihlerde ulastigi bolgelerdeki siddetli zararimi siirdiirmektedir (Sekil 2).
(Bevan ve King, 1983; Grégoire, 1984; Serez, 1984; Alkan ve Aksu, 1990; Fielding vd.,
1991; King vd., 1991; Eroglu, 1995, Yiiksel, 1998; O'Neill ve Evans, 1999; Alkan, 2000). D.
micans Avrasya'daki genis yayilis alan icinde ¢ogunlukla Ladin (Picea excelsa, P.sitchensis,
P.orientalis) mescerelerinde biiyiik kayiplara neden olmakta, bazen de sarigam (Pinus

silvestris)'da zararli olmaktadir (Sekil 3).

Sekil 2. D. micans’m diinyada’ki dagilimi

Tiirkiye'de ilk defa 1966 yilinda (Acatay, 1968) tespit edilen D. micans, Artvin ve
Giresun Orman Bolge Miidiirligii ladin ormanlarinin hemen hemen tamaminda; Trabzon
Orman Bolge Miidiirliigii Pazar Isletmesi Findikli ormanlarinda ve 1998 yilindan buyana
Macka Orman Isletmesi Yesiltepe ve Catak isletme seflikleri ladin ormanlarinda yayilmis
durumdadir (Alkan, 2000 ve 2001; Kostak, 2001; Alkan-Akinci vd., 2004). D. micans'a karsi
yiiriitiilen biyolojik ve mekanik miicadele caligmalarina ragmen ¢ok biiyiik bir hizla yayilisini
arttirmaktadir.

D. micans diger kabuk bocegi tiirlerinin ¢ogundan farkli hayat dongiistine sahiptir.

Ciftlesme, ergin bocekler kabuktan ¢ikmadan 6nce kabuk altinda gergeklesir, disiler ayn1 dole
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ait erkekler tarafindan dollenir (Ozcan vd., 2006). Yilin herhangi bir zamaninda, iireme
dongiisiiniin  tiim basamaklar1 es zamanli olarak gozlemlenebilir (Lempériere, 1994).
Larvalarinin, kabuk bocekleri i¢inde ender olan bir 6zelligi, bu donemin hemen tamamim
kabuk altindaki kulucka alanlarinda toplu halde gecirmeleridir (Grégoire, 1983). D. micans'in
hayat dongiisii 1 ile 3 yil dir (Lempériere, 1994; Fielding ve Evans, 1997).

Macka Orman Isletme Miidiirliigii kapsaminda D. micans'm ilk olarak goriildiigii
Yesiltepe Orman Isletme Sefligi’nde, 1999 yilinda 204 m’, 2000 yilinda 1768 m’ ve 2001 yili
Haziran ay1 sonu itibariyle 950 m® aga¢ D. micans zarari nedeniyle kurumustur. D. micans
zarar1 nedeniyle Macka Orman Isletme Miidiirliigii ladin ormanlarinda 2001 yilinda 4854 ha
alanda 2541 m® , 2002 yilinda 5161 ha alanda 2513 m® ve 2003 yilinda 5867 ha alanda 4069
m’ agac kesmistir (Alkan-Akinci vd., 2004).

Ozcan vd. (2006) yaptiklar1 calismada D. micans zararhsinin sadece ladin agaclarinda
zarar yaptigim1 vurgulamis, incelenen 1186 agagtan % 66,9 unun ladin oldugunu
belirtmislerdir, Bu agaclarin % 24,6’sina zarar vermis ve bunlarin %11,3’ii kurumustur. D.
micans’1n, ladinlerin % 14’{ine 6énceden zarar verdigi ve % 10,6 sina zarari siirdiirdiigiinii

saptamislardir.

Sekil 3. D. micans’in larva ve erginlerinin Trabzon (Hidirnebi yaylas1) ladin
ormanlarinda bir ladin agacindaki zarar durumu.
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1.4.1. Dendroctonus micans ile Miicadele Yontemleri ve Dogal Diismanlari

D. micans'la en etkili miicadele, Rhizophagus grandis adindaki predatér bdcek
insektaryum (laboratuvar) larda {iiretilerek, zararli bocegin yogun oldugu sahalardaki bocek
istilasina ugramis agaglara verilmesiyle yapilan biyolojik miicadeledir. Bu yontemle
laboratuarlarda 350.214 adet R. grandis iiretilip Artvin ve Giresun'dan alinanlarla beraber
toplam 573.620 adet R. grandis Trabzon Orman Bolge Miidiirliigii Ormanlarina verilmistir.
D. micans'n yogun oldugu ormanlarda, koylillere vahidi fiyatla yuvalardan bocek
toplattirilarak, toplanan boceklerin yirtici iiretiminde kullanilmasi, fazlalarin imha edilmesi
seklinde yiiriitilen mekanik miicadelede basarili sonuglar vermistir.

Avrupa iilkelerindekine benzer sekilde, komsu Giircistan'da 1963 yilinda biiyiik boyutlu
bir biyolojik miicadele programi uygulamaya konulmustur (Khobakhidze, 1965). Bu
programin olumlu sonuglar1 gdzlemlenmis ve iilkemizde 1985 yilinda D. micans'in biyolojik
miicadelesi ¢calismalarina baglanmistir (Eroglu, 1995).

Bu bocegin etkinliginin biiyiik oranda aga¢ govdelerinin ilk bir-iki metrelik kisminda
yogunlasmasi, mekanik miicadele i¢in biiyiik bir iistiinliik ve kolaylik saglamaktadir. Mekanik
miicadele zarar gormiis agacin kabugu soyularak bocek yumurta ve larvalarin toplanmasi ile
yapilmaktadir, fakat bu uygulama agacin zarar gdérmesine ve agacin kurumasina neden
olmaktadir. D. micans ve I. sexdentatus gibi zararlilarin yarali ve kesilmis agaclarda daha ¢ok
zarar yaptig1 diisiiniilirse mekanik miicadele biyolojik miicadeleye kiyasla ormanlara zarar
vermekte ve orman varliginin azalmasina neden olmaktadir. (Eroglu, 1995). Ayrica orman
alanlarina yerlestirilen feromen tuzaklarinin bir mekanik miicadele yontemi olup olmadig
tartisilmaktadir, bilinen bir gercek tuzaklarin boceklerin yok edilmesinde etkilerinin oldukga
az oldugudur. Tuzaklar bocek popiildsyonunun miktarinin ve yogunlugunun tespiti igin
kullanilmaktadir ve bir miicadele yontemi olarak diisiiniilmemektedir.

D. micans'n yayildigi bolgelerin i¢ kisimlarinda diisiik ve zararsiz bir niifus seviyesinde
kaldig1 bilinmektedir (Grégoire, 1988). Bu bolgelerde popiilasyonun ¢cok daha sabit ve diisiik
olusunun en Onemli nedeni olarak bu tiirlin 6zgiin predatérii olan R. grandis Gyll

(Coleoptera, Rhizophagidae) gosterilmektedir (Grégoire vd., 1989).

1.4.1.1. Tiirkiye’de D. micans Zarar Durumu ve Miicadele Calismalari

Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde ladin ormanlarimizda, D. micans zararlisi ladin

ormanlarinin % 39’una zarar vermis ve bu zarar sonucu bu agaglarin % 19,7’si gorevliler
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tarafindan kesilerek yakilmistir. Agaclarin % 8,5°i yaralanmis olup bunlarin % 88’1 bu
bocegin zararma ugramistir. (Ozcan vd., 2006). Ozcan vd., 2006 yilinda yaptiklar1 bu
calisgmada R. grandis’in D. micans lizerindeki aktiiel etkinligi bulundugu galerilerde % 84,
bulundugu deneme alanlarinda % 23,9 ve ornekleme alanlarinin tamaminda % 15,4 olarak
belirlenmistir. Bu oranlar Eroglu’nda (1997) sirasiyla % 87, % 31 ve % 15’dir. R. grandis
ergin ve larvalarinin etkinlikleri sirasiyla % 100 ve % 79 olmustur. Ayrica, R. grandis
erginleri, kabuk altinda ya da pupa olduklar toprakta, uzun siire canli kalabilmekte ve yilin
herhangi bir diliminde rastlanan D. micans popiildsyonlarinin ¢cogu evrelerinden etkili bir
sekilde yararlanmaktadir (King vd., 1991).

Trabzon orman Bolge Miidiirligiinde uygulanmakta olan orman zararlilar ile miicadele
yontemleri D. micans'la biyolojik ve Ips tiirleri ile biyoteknik yontemler olarak tercih
edilmistir. 1972-1985 yilan arasinda Artvin Orman Bolge Miidiirliigiinde D. micans'la
kimyasal yontemle miicadele yapilmistir. Ancak, ilaglanan sahalara birka¢ yil sonra tekrar
bocegin tekrar tahribat yapmasi, kimyasal ilaclarin dogaya zarari, miicadelede basari
saglanamamasina neden olmus ve bu yontem terk edilmistir. 1985 yilindan sonra biyolojik
miicadeleye doniilmiistiir. Biyolojik miicadele, bilinen en etkin yontem olmakla birlikte,
amaca ulagsmak i¢in uzun bir siire¢ gerekmektedir. D. micans ile en etkili miicadele yontemi
R. grandis'in laboratuarlarda iiretilerek zararli bocegin yogun oldugu sahalardaki hastalikli
agaclara verilmesi seklinde gerceklestirilen biyolojik miicadeledir. Bu yontemle 1998-2004
yillar1 arasinda, 350.214 adet R. grandis Trabzon Orman Bolge Miidiirliigii biinyesindeki
laboratuarlarda iiretilerek, 223.406 adet de Artvin ve Giresun Orman Bolge Miidiirliigiinden
temin edilerek toplam 573.620 adet R. grandis Ladin ormanlarina verilmistir. 2004 yil1 sonu
itibari ile D. micans zararlis1 Trabzon Orman Bolge Miidiirliigiinde 194.228 ha. Ladin orman
alaninin %15’ine (28.793 ha.) yayilmistir. Trabzon orman Bolge Miidiirliigii kapsaminda
faaliyet gosteren 3 adet laboratuar bulunmakta olup 2005 yilinda 110.000 adet R. grandis
tiretimi programlanmistir. Trabzon Orman Bolge Miidiirliigiinde 2006 yilinda 103.079 adet R.
grandis iretilmis olup, bunlarin isletmeler itibari ile dagilimi soyledir: Trabzon Orman
Isletme Miidiirliigii 43.830, Magka Orman Isletme Miidiirliigii 10.249, Torul Orman Isletme
Midiirliigii 49.000 adettir. 2006 yilinda 209.515 adet R. grandis predator bocegi D.micans’in
bulastig1 orman alanlarina verilmistir. Oniimiizdeki yillarda da biyolojik dengeye ulasilincaya

kadar miicadeleye devam edilecektir.
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1.5. Rhizophagus grandis ve Biyolojik Miicadele Ajam Olarak Kullamlma
Potansiyeli

D. micans zararlis1 ile miicadele kapsaminda bocegin en etkin predatdr bocegi olan R.
grandis iretimine ve D. micans’in ariz oldugu bolgelere verilmesine yillardir devam
edilmektedir. Predator bocek olan R. grandis erginleri morfolojik olarak irdelendiginde 2,5-5
mm boyundadir. Parlak, koyu, kizil, kahve renkte tiim viicudu kisa tiiylerle kapli kayik sekilli
viicut yapisina sahiptir. Anterior kisimdan bakildiginda viicudun 3/5’ini elitra kaplamaktadir.
Sivri bir bas bolgesi, avlarim parcalamaya yarayan kesici ve parcalayici ¢ene yapisina
sahiptir. Erkekleri disilere oranla daha koyu renkte ve iri yapidadir (Sekil 4 B). Disilerde
abdomenin son kismu erkeklere oranla daha killi bir yapidadir. Cinsiyet ayrimi, abdomenin
son bolgesindeki aedegus iireme organinin erkeklerde yaptigi koseli cikinti varligi ile
gerceklestirilir (Sekil 4 D). Antenleri kisa ve uclarinda topuz benzeri ¢ikintiya sahiptir.
Abdomen 7 segmentlidir, ilk ¢ift bacaklar toraxtan ve diger iki ¢ift bacak abdomenden cikar
(Sekil 4 A ve B). Yumurtadan ¢ikan larvalar 3 instarlik gelisim safhasinda viicut yapisindaki
yapisal dokularin1 korumaktadir. Larvalar sivri kano sekilli acik ve kirli beyaz renktedir. Son
instar safhasinda 5-8 mm boyuna ulasirlar. Ufak yapili ve viicudun alt kismina kalan bag
bolgeleri belirgin sekilde gozlemlenmemektedir. Ik ii¢ segmentde 3 ¢ift bacaga sahiptir,
bacaklar kisa boyludur. (Sekil 4 C).
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Sekil 4.  R. grandis ergin ve larvasi, A: Ergin 6n ve arkadan goriiniim, B ve D:
Disi ve erkek bocek, C: Larva 6n ve arkadan goriiniim.

Hayat dongiileri acisindan irdelendiginde, R. grandis erginleri Nisan ve Temmuz aylari
arasinda yumurtlama donemine girerler ve yavrulari aym yilin Kasim ve Aralik aylarinda
eriskin hale gelirler (King vd., 1991). Bir aylik kulucka evresinden sonra yumurtadan ¢ikan
larvalar ii¢ instar evresi gegirirler, bu siire boyunca siirekli olarak beslenme ihtiyac1 duyarak
D. micans larva ve erginleri ile beslenirler. Tamamen doyuma ulasinca prepupa evresine
gecerek topraga diiserler ve pupa olustururlar. Toprak altinda gecen 40 giinliik pupa evresi
sonrasinda toprakta ergin hale gelen bocekler topraktan ¢ikarak beslenme ve iireme ihtiyaglar
icin ucusa baslar ve yayilma alani olustururlar (Moser, 1989).

R. grandis predatorii, D. micans zararlisinin miicadelesinde biyolojik miicadele ajani
olarak kullanilmasi agisindan oldukca fazla avantajlara sahiptir. R. grandis béceginin hem
erginleri hem de larvalart D. micans zararlisi ile beslenir. Bu 6zellikler potansiyel olarak cok
giiclii olan biyolojik kontrol ajaninin 6zellikleridir (Grégoire vd., 1984a). Bunun yaninda R.
grandis yiiksek bir tarama yetenegine sahiptir ve D. micans galerilerinin %80’inden daha
fazlasinda bulunmaktadir. Esnek bir mevsimsel biiylimesi vardir. Aviyla kiyaslandiginda

dogurganlhig1 yiiksektir. Larvalart avin olgun larvalarm tiiketir. Ergin predator c¢ifti ve
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bunlarin délleri avin dollerinin en azindan 2/3'iinii tiiketir (Grégoire vd., 1985; Grégoire,
1988). D. micans sirillerinden c¢evreye yayilan kimyasal sinyalleri hemen hissederler
(Wainhouse vd., 1991; Grégoire vd., 1992). R. grandis, D. micans’m hem larva hem de ergin
allomonlarim algilama yetenegine sahiptir (Tondeur ve Grégoire, 1979). Bu ozellikleri
sayesinde avinin yerini kolaylikla saptamakta ve avin bulundugu aga¢ ve agag icersinde avin
beslenme ve tireme yaptig1 galerilere kolaylikla miidahale edebilme yetenegindedir. Kabugun
altina girdiklerinde larva sathasinda av bulamazlarsa R. grandis erginleri D. micans
yumurtalariyla beslenebilirler, boylelikle tek tek siiriilerde kayda deger bir varlik azalmasina
yol acarlar (Evans ve Fielding, 1994). Eger D. micans larvast mevcutsa predatorler ciftlesir ve
yumurta birakirlar, ancak R. grandis disileri D. micans’in larva diskisi olmadiginda yumurta
birakmazlar (Fielding ve Evans, 1997, Grégoire vd., 1984b). R. grandis’leri D. micans
galerilerine ceken anahtar allomonlar D. micans erginleri tarafindan iiretildigi sanilan exo-
brevicomin ve D. micans larvalar tarafindan iiretilen (-)-verbenone gibi goriinmektedir
(Tgmmeras vd., 1985). R. grandis’lerin yumurta miktar stiriideki av yogunlugu ile orantilidir,
bu durum biiylik ihtimalle D. micans larvalarinin kiimelesme feromon konsantrasyonunu
yansitmaktadir. Ebeveyn R. grandis’ler yavrularinin ilk beslenmesine 6nayak olmak i¢in D.
micans larvalari yaralarlar. Predator larvalart kurbanlarinin iizerinde kiimelenirler, D.
micans larvalarin yumusak govdelerini yagmalayarak tamamen tiiketirler ve sadece
kabugunu birakirlar. Ug larva instarlar siiresince biiyiirken R. grandis larvalar direk olarak
avlarina saldirr ve tiiketirler. Tamamen doyduklarinda, R. grandis larvalar prepupa safhasina
girerler, agactan atlayarak topraga diiserler ve burada pupa olusturarak sonunda ergin hale
gecerler ve yeni bir nesil olustururlar (Fielding ve Evans, 1997). R. grandis’lerin genis bir

ucus ve yayilis yetenekleri vardir (Moser, 1989).

1.5.1. Rhizophagus grandis’in Laboratuar Sartlarinda Uretilmesi icin Uretim
Laboratuarlarimin Hazirlanmasi

R. grandis iiretimine baslamadan once, iiretimde kullanilacak laboratuarlar %10’luk
formaldehit ile bir hafta siire ile dezenfekte edildikten sonra bol sabunlu su ile iyice
yikanmalidir. Bununla birlikte iiretimde kullanilacak olan tiim alet ve edevatlar formaldehit
ile dezenfekte edilmelidir.

Uretimde kullanilacak kum dere kumu ve yart dighh kum olmali, milli kum olmamali,
ayrica kum mutlaka yikanmalidir. Bu islemden gecirilen kum normal biiyiikliikteki

aliminyum kazanlarda iyice kaynatilarak dezenfekte edilmelidir. Normal nemli kivama gelen
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kum, 6nceden dezenfekte edilmis aliiminyum veya naylon legenlere konularak laboratuardaki
raflara yerlestirilir. Laboratuarlara giines 1s18inin girmesi engellenmelidir. (Goktiirk, 2007)

(Sekil 5).

Sekil 5. R. grandis tiretim laboratuar1 Macka.

1.5.2. Rhizophagus grandis’in Toplanmasi

R. grandis iiretiminde kullanmak i¢in ormandan D. micans’in 2-3’iincii instar evresinde
olan larvalarinin toplanmasi gerekir. Toplanan larvalarin hastalik belirtisi gosteren (belirgin
renk degisimi) ile son gomlekteki larvalar ayiklanir, son gomlekteki larvalar laboratuar
sartlarinda kisa siirede pupa safhasina gececekleri icin, R. grandis larvalan kiitiikte olgunluk
yiyimi yapamazlar ve beslenemedikleri icin pupa sathasina gecemezler, bu yiizden iiretimde
kullanilacak larvalarin 2-3’iincii instar safhasinda olmalarina dikkat edilmelidir. Uretimde

kullanilacak erginlerin yarali ve sakat olanlar1 ayiklanmalidir (Goktiirk, 2007).
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1.5.3. Rhizophagus grandis’in Uretilmesi

R. grandis’in laboratuar sartlarinda tiretilmesinde iki metot uygulanmaktadir:

Bunlardan ilki ladin kiitiiklerine D. micans larvasi verilmek suretiyle yapilan iiretim
metodudur. Bu metod su sekilde uygulanir: Laboratuarda iiretim i¢in kullanilacak kiitiikler,
genellikle D. micans’in isgal ettigi bocekli ladin agaglaridir. Kesilen agacin tiimiinii
kullanmak icin agacin dip kismindan ucuna dogru 35-40 cm boyunda ve 18-30 cm capinda
suyunu kaybetmemis yas ladin takozlar1 alinir, agacin ucuna yakin olan kismi D. micans’in
larvadan iiretilmesine miisait olmadig1 i¢in D. micans’in erginden iiretilmesinde kullanmak
icin 40-60 cm boyunda takozlar alinarak agacin tiimii degerlendirilir. Uygun boliimlere
ayrilan ladin takozlar iyice temizlendikten sonra, kiitiigiin bir tarafi ile kabuktaki yarali ve
catlak kisimlar bir firca yardimu ile s1v1 parafinle kapatilir. Bu iglem kiitiigiin kisa siirede nem
kaybetmesini 6nlemek icin yapilmaktadir. Hazirlanan bu kiitiiklerin parafinli olan kismi bir
keski ve ¢ekic yardimiyla kambiyum ile odun arasinda 1-3 cm derinlikte ve 1-2 cm genislikte
kambiyum saglam kalacak sekilde kiitiiglin her iki tarafindan odun kismindan ayrilacak
sekilde kanal acilarak, legen i¢indeki dnceden sterilize edilmis nemli kuma kiitiigiin parafinli
olmayan kismi 2-3 cm gOmiilmek suretiyle yerlestirilir. Legen igindeki kum 5-8 cm
yiikseklikte olmali, ormandan toplanan D. micans’in larvalan kiitiiglin capina gore acgilan
kanallara 400 ile 1000 adet olmak iizere her iki tarafa verilirler. Kiitiige verilen larvalar 3-7
giin i¢cinde kambiyumu yiyerek Kkiitiige yerlesirler. Bu siire sonunda, kiitiige konan D.
micans’1n larva sayisina gore, R. grandis erginleri 1 ¢ift, 2 cift (2 disi 2 erkek, 2 disi 1 erkek)
hesabi ile ¢calismanin fazla oldugu yerlere kabuk iicgen sekilde yandan agilarak verilir. Acilan
kisim yar kat1 parafinle kapatilir. Yirtici verme isi bittikten sonra kiitiigiin tistten acilan kismi

nem kaybini1 onlemek icin {izeri yar kati parafinle kapatilir (Goktiirk, 2007) (Sekil 6).
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Sekil 6. Macka R. grandis iiretim laboratuar1 boceklerin kiitiikklere verilme asamalari. A:
Araziden toplanan D. micans larvalar1 ayiklanmir, B: Kiitiiklerde kanal agilarak
beslenmeleri i¢in larvalar kiitiiklere konur, C: Beslenme sonrasi iistte kalan digki ve
beslenemeyerek olen larvalar temizlenir, D: Larvalarin ulastign derinlik ve galeri
odaciklart keskin bicak ile ters V seklinde kesilir, E: Disi ve erkek micanslar
larvalarin galerilerine verilir, F: Kesilen bolge macun ile kapatilir, G: Kiitiigiin iist
kismi parafin ile kapatilir.

R. grandis erginleri kiitiikte bir hafta icinde ciftleserek yumurta koyarlar. Bir haftanin
sonunda yumurtadan c¢ikan R. grandis larvalan kiitiikte, 22-30 giin boyunca D. micans
larvalari ile son gomlege kadar beslenirler. R. grandis erginlerinin kiitiige verildikten 22’inci
giinden sonra olgunlagan larvalar pupa sathasina yatmak icin kiitiigtin altindaki nemli kuma
inmeye baglarlar. Kuma inen son gomlek larvalar kiitiigiin altina dogru ilerleyerek ya kiitiigiin
altinda ya da kuma 2-3 cm girerek kendilerine kumda bir pupa besigi hazirlayarak pupa
safhasina yatarlar. Kumda pupa safhasina yatan larvalar 7-10 giinliik istirahat (Diyapoz)
doneminden sonra pupa safthasina gecerler, 10—15 giinliik bir pupa safhasindan sonra geng
ergin safhasina gecerler. Bu siire boyunca kum siirekli kontrol edilerek haftada iki kez pompa

yardimi ile hafif bir sekilde nemlendirilir.
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Kumun fazla nemli olmas1 Beauveria bassiana adli mantarin kolayca iiremesine ve
kumun tiimiine yayilmasina neden olur. Kumu normal nemli diizeyde tutmak gerekir, zira
boceklerin en fazla zayiat verdikleri ve savunmasiz olduklar1 devre pupa sathasidir. Eger
tiretim kiitiiklerinin birinde veya bir kag¢inda B. bassiana adli mantarin iiremesi tespit edilirse,
bu kiitiikkler laboratuardan uzaklastirilir, aksi halde mantar tiim laboratuara yayilir. Kum
nemlendirilmezse bocek pupa safhasinda nemsiz ortamda su kaybeder ve sonunda 6liir.

Olgun larvalar kuma indikten sonra 45’inci giinden itibaren ilk geng erginler goriinmeye
baglar. Erginler ve larvalar beslenme kaplarina alinarak 4-7 giin boyunca laboratuarda
olgunluk ve cinsel giice erismeleri icin beslenmeleri saglanir. R. grandis bocekleri ormana
verilene kadar beslenme kaplar ile birlikte 4°C’de latens halde saklamak i¢in buzdolabina
konulur, ormana verilecek erginler ve larvalar tasima kaplari ile bocekli sahalara gotiiriilerek
D. micans’in yuvalarina verilirler. Pupalar ise icinde hafif nemli kum bulunan cam veya
plastik kaplara konularak laboratuarda erginlesmeleri saglanir.

R. grandis’in laboratuar sartlarinda iiretilmesinde kullanilan ikinci metot ise ladin
kiitiiklerine D. micans erginleri vermek suretiyle R. grandis’in iiretilmesi yontemidir. Metotun
uygulanmasi su sekildedir: bocekli agaclardan elde edilen ladin kiitiiklerinin her iki yanina 4-
6 adet D. micans erginleri film kutulan ile verilir, yada kiitiiklerin yan taraflarindan iki ayr
yerden bir keski yardimu ile tiggen seklinde yarik acilarak D. micans’in ormandan toplanan 5-
10 adet ergini verilir, acilan bu kisim yar1 kati parafinle kapatilir. Bundan sonraki asamalar
larvadan iiretim metodunda oldugu gibidir. Larvadan iiretim metodunun siiresi ortalama 67
giinde olurken, erginden iiretim metodunun siiresi 90-97 giine kadar ¢ikmaktadir. (Goktiirk,
2007).

R. grandis iiretimini olumsuz yonde etkileyen faktorlerin basinda Beauveria bassiana
adli mantar tiirii gelmektedir. B. bassiana bulundugu ortamdan baska ortamlara yayilmasi igin
genellikle R. grandis erginlerinin son abdomen segmentinde bulunan genital organlarin
etrafina yerlesir ve disi yumurta koyarken bu mantar yumurtalara bulagir (Sekil 7 A). Kiitiige
yayilarak diger larvalar iizerinde gelisimini siirdiirerek, larvalar ile kuma inerek kumda nemli
ortamda hizla yayilarak pupa ve larva safhasinda biiyiik ¢apta Sliimler ortaya ¢ikar. Bu
mantarli R. grandis erginleri ve larvalar ormana verildiginde, ormandaki saglikli fertleri de
etkiler ve yapilan caligsmalar biiyiik ol¢iide sekteye ugramis olur. Laboratuarda bulunan bu
tipteki sagliksiz ve mantarli erginler bir lup sayesinde ayiklanarak iiretime sokulmamalidir.

Akarlarin R. grandis erginleri iistiinde toplanarak yumurta koymakta ve ergin bdcegin
zayif diismesine neden olmaktadir. Akarlarin bocegin iistiinden temizlenmesi gerekir (Sekil 7

B).
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Sekil 7. R. grandis’te akar ve mantar enfeksiyonunun makroskobik goriintiisii. A:
Akar enfeksiyonu kaph ergin bocek, B: Ozellikle abdomenin son
kisminda olugan mantar enfeksiyonu.

1.5.4. Rhizophagus grandis’in Ergin ve Larvalarimin Bocekli Sahalara Verilmesi

Kumdan secilen R. grandis’in ergin ve larvalarina beslenme kabinda bir haftalik
olgunluk yiyimi yaptirildiktan sonra, 2 disi 1 erkek, 3 disi 2 erkek hesabi ile secilen erginler
cam tiipler i¢cinde, larvalar ise film kutularn veya cam kaplar ile bocekli sahalara gotiiriiliir. D.
micans’in bocekli agactaki ergin giris hunisinin bulundugu yuvanin 5-10 cm iistiinden bir
keski yardimi ile kabuk iicgen seklinde agilarak R. grandis’ler ciftler halinde hektardaki
bocek yogunluguna gore, D. micans yuvalarina verilir ve acilan yuvalar re¢ine ile kapatilir. R.
grandis erginleri D. micans’in yogun oldugu yerlerde bocekli agaglarin kok kisimlarina da
ciftler halinde birakilabilir. R. grandis larvalar ise D. micans’1n ileri safhasindaki larvalarinin
bulundugu yuvalara verilerek, acilan yuvanin iistii kapatilir. Yaz aylarinda R. grandis’in ergin
ve larvalan bocekli agaclarin her tarafina verilebilirler, ancak sonbaharda iiretilen larva ve
erginlerin agaclarin kok kismina verilmesi gerekir, clinkii bocekler hava sicakliginin diigsmesi
ile kislamak zorundadirlar, gévdede kalan larvalar kigin donabilir. (Goktiirk, 2007).

Bu kadar maddi yiik ve insan giicii gerektiren bu calismada istenmeyen enfeksiyonlar
maddi manevi ve ciddi zaman kayiplarina neden olmaktadir. Bu enfeksiyonlardan en 6nemli

olanlar1 R. grandis erginlerinin iireme bolgelerinde vasil olan ve Tiirkiye’de en fazla goriilen



21

mantar enfeksiyonu Beauveria bassiana, ve diger bir mantar enfeksiyonu olan Metarhizium
anisopliae (Metschinikoff) dir.

R. grandis’in etkili oldugu bu caligmalarin yaninda D. micans ile miicadelede alternatif
yontemlerin varligr arastirilirken D. micans zararlisinda oliimciil patojenik enfeksiyon yapan
Helicosporidium patojeninin varligi tespit edilmistir (Yaman ve Radek, 2005a). ilerleyen
zamanlarda bu patojenin D. micans’m biyolojik miicadelesinde aktif olarak kullanilan
predator bocegi R. grandis’e bulasip bulagsmadigi iizerine calismalar yapilarak
Helicosporidium patojenine R. grandis Orneklerinde de rastlanmistir (Yaman ve Radek,
2007). Helicosporidium enfeksiyonunun hangi iiretim laboratuarlarinda ne kadar yogunlukta
oldugu ve enfeksiyonunun gecis potansiyeli bu yiiksek lisans tezinin temel amacini

olusturmaktadir.

1.6. Helicosporidium sp.

Helicosporidium protisti, plastid genomuna sahip olan bir Entomopatojenik algdir.
Fonksiyonel bir plastid yapis1 Helicosporidium’da goriillmemesine ragmen dejenere bir plastid
varlig1 molekiiler analizlerle desteklenmistir. (Tartar ve Boucias, 2004; Koning ve Keeling,
2004).

Helicosporidium parasiticum 1921 de Keilin tarafindan Ceratopogonid in parazit
larvasinda Dasyhelea obscura (Winnertz) kesfedilmistir. Keilin Helicosporidia’min yeni bir
tip protist oldugunu saptamis ve gegici olarak Helicosporidia’yr Sporozoa igersine dahil
edilebilecegini belirtmistir (Keilin, 1921). Daha sonra Helicosporidia Kuda (1931) tarafindan
Cnidiosporida i¢ine dahil edilmistir. Weiser (1970), tarafindan Helicosporidium’un Protozoa
grubundan Nematosporidia alt familyast ve Saccharomycetaceae familyasi iginde ilkel
Ascomycetes’lere aktarilmasi Onerilmistir. Ayrica Weiser Helicoporidia’larin vejetatif
yapisinin hicbir Protozoa’ya benzemedigini savunmus ve Helicosporidia’lar da yavru
hiicrelerin salinmasi sonrasi hiicre seklinin korunmasin bitkilere benzedigini rapor etmistir.
Kisa bir siire sonra Kellen ve Lindegren (1974) tarafindan Helicosporidium’un ilk biyoassay1
aciga kavusturuldu ve ilk elektron mikroskobu calismasi Lindegren ve Hoffman (1976),
tarafindan yapilmistir. Bu calismalar Helicosporidia’larin hizlica tasma bildigini ve
Ascomycetes’lerin  ¢cogunluguna  benzemedigini  gostermistir.  Helicosporidium’larin
cekirdeklerinin mitoz bolinme gecirdikleri ve golgi aygiti icerdikleri tespit edilmis, bu

karakterlere dayanarak Helicosporidia’lar Protozoa lara daha ¢ok benzedigi diistiniilmiigtiir.
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Helicosporidium baz1 algler ile benzer morfolojik karakterlere sahiptir, outosporulation
ile gerceklesen vejetatif cogalma Prototheca (Bold ve Wynne, 1978) genusunda
Achlorophyllous’a dahil olan Chlorophyta yesil microalglerde de yaygin olarak goriiliir. Bir
plastid yapis1 Helicosporidium da goriilmemesine ragmen dejenere bir plastid varlig
molekiiler analizlerle desteklenmistir (Tartar ve Boucias, 2004; Koning ve Keeling, 2004).
Ultrastructural calismalar hem Helicosporidium da gelismis bir golgi aygiti ve periferal
mitokondri varligin1 ortaya koymustur (Lindegren ve Hoffman, 1976; Nadakavukaren ve
McCracken, 1973). Sistematikde yesil alg oldugu genis molekiiler calismalar ile
kanitlanmistir ve 5 gen sirasi tespit edilmistir; 18S, 28S, ITS1-5.8S-ITS2, Actin ve B-tubulin.
Bu gen sirasi ile Helicosporidium’un sistematik yeri olarak Trebouxiophyceae sinifinin iginde
yesil alg olarak kabul edilmistir (Tartar vd., 2002; Tartar, 2004). Mitokondrial cox3 geninin
Helicosporidium’larda sirali olmasi da yesil alg oldugunu kanitlar. Helicosporidium’ un
fonksiyonel plastidinin evriminin bir konak¢i tarafindan alinmadan 6nce yasamak icin gerekli
oldugu ya da plastidin metabolik cesitliliginin daha Onceki bir ototrof atadan kalinti
olabilecegi de savunulmaktadir (Koning ve Keeling, 2004). Molekiiler analizler
Helicosporidium ile algler arasinda iligki varligim gosterse de Helicosporidium ve Prototheca

ve diger fotosentetik olmayan algler arasindaki iligki tam olarak agiklanamamaistir.

1.6.1. Helicosporidium’un Hayat Dongiisii

Morfolojik olarak bakildiginda Helicosporidium patojeni karakteristik olarak bir pelikiil
zar icersinde iist iiste siralanmis ii¢ ovoid hiicre ve onlan cevreleyerek 3-4 halka olusturan
filamentsi hiicre varligi ile tanmimlanabilir. Bagirsak i¢ sivisinda inkiibasyon durumundaki
kistin uyarilarak yarilip acilmasi ovoid ve flamaentsi hiicrelerin salinmasi ile sonuglanir.
Kistin yarilmasi laterale gore daha ince olan ventral den dorsale dogru bir yarilma hatti
boyunca olur. Kistin a¢ilmasi muhtemelen bir proteaz aktivitesi ve pH ile olmaktadir. Bilinen
bircok Helicosporidium konakgist herbivor dur ve temel bir bagirsak pH’a sahiptir (pH 9-
12), ve bu pH yarilmay1 tetiklemektedir (Boucias vd., 2001). Ayrica mekanik baskinin da kist
acilmasina neden oldugu bilinmektedir. Kist yarilmasi enfeksiyonun baglamasi i¢in gereklidir,
yartlma sonrasi filamentsi hiicre, ovoid hiicreler ve sporoplasma bagirsaga yayilir. Salinim
sonrast ovoid hiicreler ve sporoplasma bagirsakta tek kathi zar yapisina sahip olmalarindan
dolay1 bagirsak i¢ sivi materyali ve pH degeri dolayisi ile bozulur. Salinan filamentsi hiicre
tek cekirdeklidir ve sitoplazmasinda bol miktarda yag bulundurur. Filamentsi hiicre

enfeksiyonu baslatmak igin bagirsak epitelinden gecer, hipotez olarak bagirsak epitelinden
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gecis filamentsi hiicreler iizerindeki kancalarm yardimi ile olmaktadir, filamentsi hiicre
kancalarla Once bazal membrana tutunur sonrast bagirsak liimelinin igine girer. Bu
mekanizmanin aynist fungus ve Mikrosporidia’lardada goriiliir. Viicut bosluguna gecen
Helicosporidium kan ve yag hiicrelerine fagositoz ile yerlesir, degisim siireci filamentsi
hiicrenin boyunda kisalma ve yapica sismesi ile baglamis olur. inokiilasyondan 24 saat sonra
filamentsi hiicrenin kalinligr ilk ince yapisindan (0.9 = 0.03 um) kiyasla 6nemli derecede
degisiklige ugrar ve kalinlasir (1.4 + 0.03 um). Degisimin bu sathasinda filamentsi hiicrenin
uzunlugu ilk salinimdaki boyuna oranla kisalir. (Blidske-Lietze vd., 2006). Ultrastructure ve
florasan boyama teknikleri filamentsi hiicrenin kisalmasi ile nukleus ve sitoplazmanin hareket
ettigini ve bunu takiben nukleusun 2 boliinme gegirdigini ortaya koymustur. Filamentsi
hiicrelerin degisimi kist icindeki durumu ve yeni salinim oldugu zamana kiyasla lipit
yapisinin yok olmasi sitoplazmanin bir pelikiil zar kadar incelmesi (20-26 nm, n510) ile
karakterize edilir (Blédske-Lietze vd., 2006). Nukleus boliinmesini sitoplasma boliinmesi takip
eder, sonrasinda yeni olusan hiicrelerin etrafinda yeni bir pelikiil zar olusur artik toplam 2 zar
vardir biri ignemsi ¢ikintilari olmayan i¢ teki yeni zar biride ignemsi c¢ikintilart olan eski zar.
48 saat sonunda filamentsi hiicrelerin %79 + 4’iiniin zar yapisinin yatay (horizontal) eksen
boyunca yarilip 4 ¢ubuk sekilli yavru hiicrenin salindigi gozlemlenmistir, bu ¢ubuk sekilli 4
hiicre ilk yuvarlak sekilli, tekli vejetatif hiicreleri olusturur. Tekli vejetatif hiicre eski zariin
yirtilmasindan hemen 6nce bir hiicre boliinmesi olmaksizin yeni zar1 salgilar. Hem yeni hem
eski formdaki zar aym kalinliktadir. (yaklasik olarak 30-35 nm, n510, ve 25-35 nm, n510,)
(Blaske-Lietze vd., 2006). Yavru hiicrelerin pelikiil zarlarinin olusumu sitoplazma ve nukleus
boliinmesi ana hiicrenin zari igersinde meydana gelir. Olgunlagma ile yavru hiicreler serbest
kalir, eski zari yirtilmasi ve yavru hiicrelerin salinmasi 1 boliinme ile 2 yavru hiicre olusumu,
2 boliinme ile 4 yavru hiicre olusumu veya 3 boliinme ile 8 yavru hiicre olusumu sonrasi
gerceklesebilir. Vejetatif hiicre bolinme safthasi boyunca inkiibasyondan 3-5 giin sonra
sayisal degeri hizla artan yavru hiicrelerin vejetatif hiicre popiilasyonunun %46 + %5 (n56)
nin tekhiicreli yavru asamasinda ve %24 + %?2’sinin 2 hiicreli %23 + %3’tiniin 4 hiicreli ve
%8 = %1 (n56)’nin 8 hiicreli asamada oldugunu gostermistir. Vejetatif hiicre kiiltiirii
hareketsiz safhaya geldikten sonra ¢ok sayida tek hiicreli asama kaydedilmistir. (%70 £ %4) (
Bliske-Lietze vd., 2006). Vejetatif boliinmeler sonrasi 2,4 veya 8 hiicreli form ana hiicrenin
zar1 i¢inde goriilebilir, ana hiicrenin yirtilmasina nedeni tam olarak bilinmemektedir.
Enfeksiyondan giinler sonra kist olusumu goézlenir ve kist olusumunun konak¢inin
yasami ile orantili oldugu diisiiniilmektedir. Uzun yasayan konakgilarda kist olusumunun

geciktigi bilinmektedir. Kist olusumuna neden olan uyarti heniiz bilinmemekle birlikte,
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yiikksek hiicre boliinmesi ile sivi ortamin yok olmasi kist olusumunda etkili oldugu
goriilmemektedir. Konak¢inin 6liimiiniin kist olusumunda etkili oldugu da kanitlanmamistir.
Kist olusumunun genetik olarak kararli oran iireten 4 hiicreli vejetatif formdan tiiredigi ve 3
hiicre ovoid hiicrelere 1 hiicre filamentsi hiicrelere farklilastig1 bilinmektedir (Keilin, 1921).
In vitro ortamda da 4 hiicreli kist olusumunun gozlemlenmesi de safhalarda konakgiya enjekte
edildiginde kist olusumunun goézlemlendigi de bu varsayimi kanitlamaktadir. Kistlerin dig
ortama salinmasi ile sonraki konak¢i neslinin enfeksiyonu saglanmakta ve kistlerin dagilma

metodu bilinmemektedir.
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1.7. Tezin Amaci

Ladin oranlarinda en onemli zararli bocek tiirlerinden biri olan D. micans bdcegi ile
biyolojik miicadelede kapsaminda predator bocek R. grandis boceginin iiretimi yapilmaktadir.
Bunlarin yaninda yiiriitiilen biyolojik miicadele ¢caligmalar1 kapsaminda alternatif yontemlerin
varligi arastirdmis ve D. micans zararlisinda oOlimciil patojenik enfeksiyon yapan
Helicosporidium patojeninin varligi Yaman ve Radek (2005a) tarafindan tespit edilmistir.
2007 yilinda Helicosporidium patojeninin predator bocek olan R. grandis’te de enfeksiyon
yaptigi tespit edilmistir (Yaman ve Radek, 2007).

Bu yiiksek lisans tezinde ladin ve ¢am ormanlarinda 6nemli bir zararl olan dev kabuk
bocegi Dendroctanus micans (Kugelann) (Coleoptera: Scolytidae)’da enfeksiyon yapan
Helicosporidium patojeninin D. micans ile miicadelede en yaygin olarak kullanilan pradator
bocek olan Rhizophagus grandis (Gyllenhal) (Coleoptera: Rhizophagidae) bocegine
Tiirkiyede Dogu karadaniz bolgesindeki yedi farkli R. grandis tiretim laboratuarlarindaki
Helicosporidium enfeksiyonunun gecis potansiyeli calisilmistir. Ayrica Helicosporidium
patojeninin farkli mikroskobik metotlar ile tanimlanmasinin yan sira R. grandis pradator

bocegindeki dagilimi incelenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

Tez calisma siirecinde Helicosporidium enfeksiyonunun varligi, dagilimi ve predatdr
bocege gecis potansiyeli arastirilmistir. Calisilacak olan materyaller D. micans larva ve
erginleri ile D. micans’in predator bocegi olan R. grandis erginleridir. Bundan dolay1 D.
micans ve R. grandis boceklerinin es zamanli olarak iiretim laboratuarlarindan temin
edilmesine Onem gosterilmistir. Toplanan D. micans larvalarnn ve erginleri iizerinde, tez
caligmasinin temel konusu olan Helicosporidium patojeni belirlenmesi, izole edilmesi,
morfolojik ve karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesi ve predator bocek olan R. grandis’e

gecis potansiyelinin belirlenmesi amaciyla cesitli deneyler yapilmistir.

2.1. Boceklerin Elde Edilmesi

Tez ¢alismasi boyunca ihtiya¢ duyulan 6lii R. grandis ergin bocekleri Trabzon: Macka
ve Salpazari, Artvin Merkez, Ardanu¢ ve Savsat, Giresun Merkez ve Ordu Merkez’de
bulunan R. grandis iiretim laboratuarlarindan elde edildi. Boceklerin elde edilmesi siirecinde

asagidaki yontemler izlendi.

Caligsmalar boyunca bocekler diizenli bir sekilde steril penslerle toplanip siselere
konularak laboratuara aktarildi. Kontaminasyonu engellemek ve enfeksiyon dagilimint dogru
bir sekilde tespit etmek i¢in her bolgeden toplanan bocekler, alindiklar1 bolge, tarih, ve
toplama esnasinda dikkat ¢eken diger bulgu ve 6zellikler gibi bilgiler diizenli olarak yazilarak
toplandi. Numuneler dikkatli ve hizli bir bicimde laboratuara getirildi ve hizli bicimde

calismalara baglandi.

Helicosporidium patojeninin R. grandis predatdr bocegindeki dagilimi caligmalar
sirasinda enfeksiyonun R. grandis erginlerinde erkek ve disi boceklerde ayr ayr enfeksiyon
yogunlugunun c¢alisilmast icin boécekler cinsiyetlerine gore ayrildi. Ayrim R. grandis
erginlerinin abdomen bdlgelerinde son segmentlerindeki c¢ikintinin sekli ile yapilmistir (Sekil
4 D). R. grandis erginlerinde B. bassiana tiirii mantarin abdomenin son segmentinde yogun

enfeksiyon yaptig1 orneklerde cinsiyet ayrimi yapilamadi (Sekil 7 A, Tablo 3).
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2.2. Mikroskobik Calismalar

Tespit edilen enfeksiyonlarin histopatolojisini, morfolojik ve anatomik o6zelliklerini

belirlemek i¢in bir seri 151k mikroskobu ve elektron mikroskobu (TEM) caligmalar1 yapildi.

2.2.1 Isik Mikroskobu Calismalar:

Arazi ve laboratuarlardan elde edilen 6rnekler dikkatli bir bicimde 6nceden hazirlanan
Ringer’s soliisyonu igersinde diseksiyon edildi. Diseksiyon sirasinda patojenin hangi
dokularda etkin oldugunun gozlemlenebilmesi icin bocek dokulan dikkatli bir bigcimde
abdomen ve torax bolgesinden disekte edildi. Daha sonra lam iizerinde hazirlanan preparatlar
151k mikroskobu ( Olimpus CX41) altinda 40x ile 1000x arasindaki biiyiitmelerde incelendi.
Tespit edilen patojen ve parazitler DP-25 dijital kamera ve DP2-BSW resim sistemli aparati
mevcut olan Olympus BXS51 mikroskobu kullanilarak karakteristik olgiimleri yapilarak
fotograflandi.

Ozellikle bocek dokularinda bulunan farkli maddelerin 151k mikroskobundaki
morfolojisi ve 6n ve orta bagirsakta besin artiklarinin morfolojik sekilleri ile bazen olciileri
dahi bir¢ok patojenin spor yapilarina olduk¢a benzerlik gosterir. Bu tez ¢aligmasi sirasinda
tespit edilen patojen ve parazitleri besin artiklar1 ve organik olmayan kristallerden kesin
olarak aymrmak i¢in Giemsa boyama teknigi kullanildi ve enfeksiyonun gerceklestigi
dokularin tespiti i¢in doku preparati ¢calismalar1 yapildi. Giemsa boyama sonrasi gozlenen

sporlar tekrar Ol¢iilerek karsilastirma yapildi.

2.2.1.1. Giemsa Boyama

Giemsa boyasi niiklear ve sitoplazmik hiicresel ayrintilari net olarak ayirabilen farkli bir
boyadir. Bu nedenle patojen ve parazitlerin spor ve vejetatif safhalarinin aydinlatilmasinda ve
teshisinde yardimcidir. Isik mikroskobu i¢in mevcut bir¢ok boya icinde Giemsa boyasi
niiklear yapiy1 koyu mavi renkte doku parcalarini ve zemini ag¢ik mavi ve kirmizi renkte
boyar, bunun yami sira spor duvarini boyamamasi ile patojen ve parazitlerin teshisine
yardime1 olmak amaciyla yaygin olarak kullanilan bir boyadir. Boyama islemi su sekilde
gerceklestirildi; enfeksiyon tespit edilen preparat 6nce oda sicakliginda agik havada kurutuldu

istenmeyen kontaminasyonlarin olusmamasi i¢in %100’liikk metil alkolde 3 dakika bekletildi,
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sonrasinda tekrar oda sicakliginda kurutuldu, dnceden %5’lik saf su ile hazirlanan giemsa
boyada ortalama 10 saat bekletildi, boyama sonras1 steril su akitilarak yikandi ve kurumaya
konuldu daha sonra immersiyon yagi kullanilarak mikrokop altinda 1000x biiyilitmede

incelendi (Toguebaye vd., 1988; Undeen ve Vavra, 1997; Hunter-Fujita vd., 1998).

2.2.2. Elektron Mikroskobu Calismalari

Elektron mikroskobu caligmalar1 patojenlerin gerek dis yiizeyinin, gerekse igyapilarinin
incelenmesinde biiyilk 6nem arz etmekte olup, patojenlerin aydinlatilmasinda cok degerli
veriler saglamaktadir. Bu nedenle bu tez icinde, izole edilen Helicosporidium’un transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak ayrintili yapisi ¢alisildi. Elektron mikroskobu icin
hazirlanan kesitler Philips JM 208 marka elektron mikroskobunda Almanya’da incelendi ve

fotograflar1 ¢ekildi.

2.2.2.1. Resin’e Gomme islemi ve Elektron Mikroskobu Calismasi

Helicosporidium enfeksiyonun gerek elektron mikroskobu gerek doku preparati
caligmalarinda kullanilmasi i¢in diseksiyon sirasinda bocegin abdomen kismi acilarak
bagirsak ve yagdoku incelenmek iizere lam iizerine yerlestirildi, bocegin kalan kism1 ayrildi.
Enfeksiyon tespit edilen numunenin enfeksiyonun gerceklestigi bocek doku parcalari lam
tizerinden alinarak doku preparati ve elektron mikroskobu calismalart icin kullanildi.

Bocek doku parcalarinin elektron mikroskobu ¢alismasi icin Resine gomme islemleri ve
asamalar1 asagida verilmistir.

Doku materyali pH’1 7,2 olacak sekilde 0,1 M cacodylate buffer ile seyreltilen % 2,5’luk
glutaraldehyde igersinde iki saat fiksasyon yapildi. 0,1 M cacodylate buffer pH 7,2 igersinde
10’ar dakika ii¢ kez yikandi. Fiksasyon sonrasi Oy04 ile 2 saat zayiflatildi. Tekrar 0,1 M
cacodylate buffer pH 7,2 icersinde 10’ar dakika ii¢ kez yikandi.

Hazirlanan %30, %50 ve %70’lik etanol ile sirasi ile 15’er dakika ve %90, %96 ve
%100’liik etanol ile ticer kez 10’ar dakika muamele edilerek dehidrasyon saglandi.

1:1 oraninda hazirlanan ERL: etanol karisimi ile 1 saat muamele edildi. 3:1 oraninda
hazirlanan ERL: etanol karigimu ile 4 saat muamele edilerek Epoxy resin numuneye emdirildi.
Saf ERL icerisinde bir gece boyu bekletildi. Taze saf ERL ile beem tiiplerine aktarild1 ve

ortalama 48 saat 70°C’de etiiv icersinde sertlesmeye birakildi. Resinlerden ultra mikrotom
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kullanilarak kesitler alind1 bu kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile boyandi (Radek ve

Fabel, 2000).

2.2.3. Doku Preparati Calismalar:

Doku preparati caligmalari, patojenin bocek viicudu igersinde hangi dokulara etki
ettiginin, hayat dongiisii sirasinda hangi dokulara gectiginin aydinlatilmasinda olduk¢a yaygin

olarak kullanilan bir yontemdir.

2.2.3.1. Doku Preparati Hazirlanma Asmalar1 ve Boyama Islemleri

1 cm’nin altinda normal boyutlu dokular 3 saat Caynoy’un fiksativinde bekletildi
(gerekirse canlinin dis derisine delik agilabilir). 1 cm’nin iistiinde tam bir numune 12 ile 24
saat aras1 bekletildi.

%70’lik alkol icinde yaklagik 1 saat yikandi, bu asamada doku daha sonraki islemler
icin %70’lik alkol i¢inde saklana bilir.

1. Asamada (oda sicakligi) %80 ve %95 etanolde 2’ser saat, %100 etanol de 1 saat
tekrar %100 etanolde 1 saat ve saf etanol: butanolde (1-1) 2 saat bekletildi.

2. Asamada ( 25,5°C’nin iistiinde t-butil alkoliin erime noktasi) %100 butanolde 2 saat
bekletildi, bu asama ii¢ kez tekrarlandi.

3. Asamada (60°C firinda ) butanol: parafinde (1-1) 2 saat, %100 parafinde 2 saat tekrar
%100 parafinde 2 saat (vakum altinda) bekletildi, sonrasinda kaba parafin az miktarda
dokiildii, biraz sogumasina izin verildi, iizerine doku koyuldu, iizeri tekrar parafinle kapatildi
ve hizla sogutuldu. Parafin soguduktan sonra u¢ kismi kesildi ve mikrotom igin hazir hale
getirildi. Mikrotom ile kesim yapildi, kesilen seritler 5°C de 1sitilmus slaytlara yerlestirildi,
5°C lik sicak su icinde parafin erir, seritler slaytlar ile alindi ve kurutuldu.

Parafinin Ksilen veya Hemo-De™ ile uzaklagtirilmasi iglemlerinin adimlart asagida
verilmistir:

Saf ksilen: etanolde (1-1) 3 dakika, Saf etanolde 3 dakika, %95’lik etanolde 3 dakika,
%70’1lik etanolde 3 dakika, %50’lik etanol de 3 dakika, distil suda 3 dakika bekletildi, bu
sirada numunenin kurumasina izin verilmesine dikkat edildi.

Boyama isleminde en yaygin kullamilan Hemotoksilin ve Giemsa boyasidir,
Heidenhais’in Hemotoksilin boyasi niiklear materyali mavi siyah veya kahve siyah boyar,

zaman alan ama dayanikli bir boyadir.
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2.3. R. grandis Predator Bocegine Helicosporidium Patojeninin Bulagma Sekli
Uzerine Yapilan Helicosporidium Biyoassay Deneyleri

R. grandis predator boceginin Helicosporidium patojenini ne sekilde aldigi ve
enfeksiyona yakalanma potansiyeli, enfeksiyondan en az zararla kurtulma c¢alismalar
acisindan onemlidir. Helicosporidium patojeninin D. micans larvalarindan R. grandis
erginlerine bulastign diisiiniilmektedir. Bulagma yolunun bulunmasi i¢in bircok deney
yapilmistir.

Helicosporidium enfeksiyonunun D. micans larvalan ile R. grandis bocegine bulastig
teorisinin kanitlanmasi i¢in Ordu ilinde kiitiikk deneyleri yapildi. Helicosporidium patojeni ile
enfekte edilmis kiitiiklerde D. micans larvalan bir siire beslemeye birakildi, takibinde R.
grandis bocekleri enfeksiyon kapmis D. micans larvalarinin bulunan kiitiiklere verildi. Ayrica
bir kiitiikkte saglikli D. micans larvalarinin bulundugu kontrol kiitiigii olusturuldu, R. grandis
bocegi bu kiitiiklerdeki D. micans larvalan ile beslendi.

Helicosporidium patojeninin biyoassay deneylerinin bir kismi da Zooloji II
laboratuarinda yapildi. Bu deneylerde Ingiltere’deki R. grandis’in iiretim stratejisi (Fielding
ve Evans 1997) ornek alinarak sandvi¢ sistemi uygulandi. Aga¢ kabugu parcgalar igersinde
kontrol gurubu dahil olmak iizere, deney kiitiik kabuklart olusturuldu, kabuklarin bir yiiziine
keskin bir maket bicagi yardimi ile oyuklar acildi. Enfeksiyon bir firca yardimi ile bu
oyuklara bulastirildi. D. micans’m 2, 3 ve 4. instardaki larvalari bu oyuk bolgelerine
yerlestirildi, beslenmeleri icin 10 — 15 giin siireyle iklim dolabina 22°C ve %60’lik nem
oraninda bekletildi (Sekil 8 D,E ve F). Deney sonrasinda deney yapilan kiitiikk kabuklar
acilarak bocekler toplandi. Diseksiyon yapilarak enfeksiyonun miktar1 kaydedildi. Enfeksiyon
miktarinin tespiti sonrasi enfekte D. micans larvalarnn 2 — 3 giin a¢ birakilarak bekletilen R.
grandis’lere verildi. R. grandis’lerin enfeksiyona hangi oranda yakalandig: tespit edildi ve
kayit altina alindi. Ayrica iiretim laboratuarlarindaki kiitiiklerde enfeksiyonun giinliik takibi
icin Magka, Salpazan ve Giresun’daki ii¢ farkli R. grandis tiretim laboratuarlarina iiretim
kiitiikleri yerlestirildi. Boylelikle enfeksiyonun iiretim asamasindaki hareketliligi takip edildi

(Sekil 8 A).



Sekil 8. R. grandis biyoassay deneyleri. A, B, C: Uretim laboratuarlarindan getirilen deney
ve kontrol kiitiikleri, D, E, F: Larvalara Helicosporidium patojeni verilerek yapilan
deneyler.



3. BULGULAR

Tez calismasi boyunca 2963 tane R. grandis ornegi, Trabzon: Macka ve Salpazari,
Artvin: Merkez, Ardanug ve Savsat, Giresun: Merkez ve Ordu: Merkez bolgelerindeki yedi
farklt R. grandis iiretim laboratuarindan elde edildi. Mikroskobik caligmalar ile diseksiyonu
yapilan numunelerde baslica 4 fakli tipte patojene rastlandi. Helicosporidia, Microsporidia,
Neogregarine ve Metschnikowia enfeksiyonlar tespit edildi. Tez siiresince bu patojenlerin
enfeksiyon varligi ve dagilimi ¢alisildi. Tespit edilen patojen ve parazitler ile ilgili ayrintili

bilgi asagida verilmistir.

3.1. R. grandis Boceklerinde Helicosporidium Patojeninin Belirlenmesi

Bu yiiksek lisans tezinde Tiirkiye ormanlarinda 6nemli bir ladin ve ¢am zararlis1 olan D.
micans ve bu zararlinin miicadelesi icin orman bakanlig tarafindan kurulan laboratuarlarda
tiretilen R. grandis predator boceginde patojenik enfeksiyon yapan Helicosporidia’ nin varligi,
dagilimi ve D. micans’tan pradator bocek olan R. grandis’e gecis potansiyeli calisildi.
Helicosporidium patojeninin 151k mikroskobu ve elektron mikroskobu caligsmalart ile

patojenlerin varlig tespit edildi.

3.1.1. Isik Mikroskobu ile Helicosporidium Patojeninin Varhginin Tespit Edilmesi

Laboratuara getirilen boceklerin mikroskobik inceleme sonuclari asagida verilmistir.
Isik mikroskobu calismalar1 direk dokunun incelenmesi, giemsa boyama teknikleri ile
siiphelenilen numunelerin incelenmesi ve tespit edilen enfeksiyonun doku preparati
hazirlanarak incelenmesi olarak ii¢ sekilde gergeklestirildi. Dogrudan taze dokularin
incelenmesi caligmalarinda, enfeksiyonun bulundugu dokulardaki morfolojik farkliliklar
normal dokular ile karsilastirilarak net bir sekilde ayirt edildi. Taze preparatlardaki doku
hiicrelerinde ayrintinin kaybolmasi, o6zellikle yag dokusu ve kan hiicrelerinin yapisal
bozuklugu ile Helicosporidium patojeninin tanimlanmasinda en karakteristik satha olan kist
varliginin - gézlemlenmesi gibi belirtiler ortaya konuldu. Enfeksiyonun bol oldugu
numunelerde Helicosporidium patojeninin hayat dongiisiindeki bir¢ok ©nemli safha;
filamentsi hiicrenin kistten salinim ani, filamentsi hiicrenin kan veya yag dokusuna giris ani,

vejetatif hiicrenin 2-4-8 agamali boliinme sathalar ile tekrar kist olusturmaya basladigi
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safhalar kolaylikla go6zlenebildi (Sekil 9). Helicosporidium patojeni gozlenen taze
preparatlarda yapilan spor ¢apt dlciimleri 5,02 + 0,39 pm (5,9 uym — 3,6 um) (n = 311) olarak
bulundu. Yaman ve Radek (2007)’de R. grandis boceklerinde ilk kez Helicosporidium
patojeninin enfeksiyon yaptigini tespit etmislerdir ve calismalarinda Helicosporidium
patojeninin karakteristik safhasi olan kist yapisim1 5.1 £ 0.3 pm (n = 24) olarak tespit

etmilerdir. Bu dl¢iimler tipik Helicosporidium patojeni boyutu ile uyusmaktadir.
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Sekil 9. Helicosporidium parasiticum patojeni hayat dongiisii: A. Filamentsi hiicrenin
kistten disar1 salimim sathasi; B. Filamentsi hiicre boyunda kisalma ve pelikiil zar
yapisi; C. Filamentsi hiicrenin kan hiicresine girisi; D. Vejetatif hiicelerde 4 ve 8’li
hiicre boliinmeleri ile cogalma safhalari; E. Yeniden kist olusum safhasi; F. Kist ve
vejetatif hiicrelerin beraber goriiniimii. Bar: 5 um.
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Cesitli patojen tipleri, farkli 6zellikteki yapilarinin varligi ile karakterize edilir. Ozellikle
yagdokusu ve kan hiicreleri oval ve yuvarlak sekilleri ile Helicosporidium enfeksiyonun
karakteristik safhast olan kist safhasina benzemektedir. Bunlarin yaninda R. grandis
boceklerinde yaygin bir enfeksiyonuna yapan B. bassiana mantart dikkatli sekilde
irdelenmedigi siirece morfolojik olarak Helicosporidium patojeninin kist yapisina bir nebze
benzerlik gosterir. Bu tiir karisikliklar1 engellemek, Helicosporidium patojenini ayirmak ve
tespit etmek i¢in, degisik boyama metotlar1 kullanildi. Boyama metotlariyla da enfeksiyona
yakalanmig boceklerde Helicosporidium patojeni varligi ayirt edilebildi.

Giemsa boyasi niiklear ve stoplazmik hiicresel ayrintilar1 net olarak ayirabilen farkli bir
boyadir. Giemsa boyasi kalin hiicre zarin1 boyamayan, stoplazmik yapi ile lipit tabakasini acik
renkte, niiklear materyali koyu mavi renkte boyayan bir boyadir. Helicosporidium patojeninde
giemsa boyasinin kist yapisinda hiicre zarin1 ve filamentsi hiicreyi boyamadigi goriiliir, bu
nedenle kist igersinde sarmal olarak kist zarina temas eden filamentsi hiicrenin varligi, giemsa
boyasinda, kistin ¢evresinde beyaz bir halka yapisi olarak goriiliir. Icteki ovoid hiicrelerin
nuklear yapilari koyu yag dokusu acik mavi tonlarinda boyanir. Sirali dizilmis olan ovoid
hiicreler kolaylikla goriilebilmektedir (Sekil 10). Kist yapisinda niiklear materyal koyu renkte
boyanir, vejetatif safhalar ve ovoid hiicrelerin niiklear materyali koyu mavi goriiniir. Vejetatif
hiicreler kistlere nispeten ince bir zara sahiptir ve boya kolaylikla bu zardan gecebilir.
Vejetatif hiicrelerin sitoplazmik yapisit acik mavi hiicrelerin niiklear bolmeleri koyu mavi
renkte goriiliirler. Vejetatif boliinmede en fazla gozlenen safhalar iki yeni hiicrenin olustugu
ilk vejetatif boliinme ile dort yeni hiicrenin olustugu ikinci boliinme sonrasi safthadir. Dort
yeni hiicreli saftha 151k mikroskobunda daima ii¢ hiicreli gibi goriiliir, hiicrelerden biri daima

altta kalir (Sekil 10).



Sekil 10.  Giemsa boyali Helicosporidium patojeni preparati (C: kist, V: vejetatif
hiicre) (Bar: 5 pum).

Doku preparati ¢alismalar hastaligin hangi dokularda enfeksiyon 6zelligi gosterdiginin
bulunmasi, enfeksiyonu yapan patojen ve parazitlerin hayat dongiilerinin calisilmasi ve
vertikal ve horizontal tasinim varligi ile seklinin incelenmesinde olduk¢a yardimci bir
tekniktir. Yapilan calismalarda Helicosporidium patojeninin kas dokusu, gevsek bag dokusu
ve Ozellikle viicut boslugundaki kan hiicrelerinde enfeksiyon yaptigi, filamentsi hiicrenin
bagirsak boslugunda acildigi ve filamentsi hiicrenin viicut bosluguna gectigi tespit edildi.
Vejetatif hiicreler yogun olarak viicut boslugunda, agik kirmizi renkte gozlemlendi. Doku
preparati hazirlanmasi asamalarinda yag dokusunun parcalanmasindan dolay1 yag dokusu tam
olarak gorillememektedir. Doku preparati 6rneklerinde Helicosporidium patojeninin viicut

boslugunda yogun olarak bulundugu gozlemlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. R. grandis doku preparatinda Helicosporidium patojeninin varhg (Bar:
Sum).

3.1.2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile Helicosporidium’un
Incelenmesi

Literatiirde tek bir Helicosporidium patojeni tiirli vardir ve Helicosporidium parasiticum
olarak adlandirilir. Elektron mikroskobu ¢alismalan ile Helicosporidium patojenin varligi ve
Helicosporidium patojeninin karakteristik safhasi olan ii¢ ovoid hiicre ve bir filamentsi hiicre
ihtiva eden kist safthasinin yapilar irdelendi.

Elektron mikroskobu calismalarinda, enfeksiyon temel olarak kist varligi, bunun
yaninda vejetatif safhalarinin varhi§i ve filamentsi hiicrenin ve ovoid hiicrelerin salinmasi
sonrasi bos zar yapisi olarak tamimlanan pelikiiliin varlig1 ile tanimlanir (Kellen ve Lindegren,
1974) (Sekil 12 D). Helicosporidium patojeninin tipik hayat dongiisii safhasi, pelikiil zar
icersinde ii¢ ovoid hiicre ve iic veya dort halka olusturan uzunlamasina filamentsi hiicreyi
bulunduran kist yapisidir (Boucias vd, 2001; Blidske-Lietze ve Boucias, 2005) (Sekil 12 B).
Pelikiil zar lateral bolgede (90 nm, n = 8) dorsal / ventral bolgeye oranla (56 nm, n = 8) daha
kalin yapidadir (Sekil 12). Helicosporidium patojeni karakteristik bir lipit yapis1 bulunan
sitoplazmaya sahiptir (Sekil 12 B). Filamentsi hiicre yilizeyinde yaklasik 375 nm uzunlugunda



38

igne sekilli kancalara sahiptir (Sekil 12 C). Filamentsi hiicrenin hiicre zar1 yaklasik 60 nm
kalinligindadir. Vejetatif hiicreleri ¢evreleyen pelikiil zar 40 — 45 nm kalinlig ile en ince
zardir. Yeni olusan vejetatif hiicrelerin salindig1 hayat dongiisii asamasindan arta kalan pelikiil
zar kesiti genellikle tipik iceri dogru kivrimlar gerceklestirir (Sekil 12 D). Vejetatif satha
pelikiil zar icersinde bir¢ok yeni olusan hiicreleri iceren boliinme safhasidir (Yaman ve Radek

2007) (Sekil 12).

Sekil 12.  Helicosporidium patojeninin TEM elektron microskobu resimleri, A:
Olgun kist (c) ve vejetatif safhalar (v) (Bar 2 um), B: Pelikiil zar icersinde
(p) iic ovoid hiicre (0) ve bir filamentsi hiicre (f) bulunduran kist yapis1 (1
lipit yapis1) (Bar: 1um). C: Filamentsi hiicrenin yiizeyinde kanca benzeri
yapt (Bar: 500 nm), D: Vejetatif hiicre ve etrafindaki eski peliikiil zar (p)
(Bar: 500 nm), E: Vejetatif hiicre boliinerek yeni vejetatif hiicrelerin
olusumu (Bar: 500 nm) (Yaman ve Radek, 2007).
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3.2. R. grandis Predator Bocegine Helicosporidium Patojeni Bulasma Yolu Uzerine
Yapilan Biyoassay Deneyler

Tez calismast siiresince Helicosporidium patojeninin R. grandis predatdr bocegine gecis
yolu iizerine ¢alismalar yapildi. Helicosporidium patojeni Ozellikle hemolenfte enfeksiyon
yapmaktadir. R. grandis ergin ve larvalarinin, D. micans larva ve erginlerinin kan sivisi ile
beslendigi bilinmektedir. Bu durumda enfeksiyonun D. micans boceginden R. grandis
predatoriine bulastigi diisiiniildii ve cesitli deneyler yapildi. Yapilan c¢aligmalar sirasinda R.
grandis tiretim laboratuarlarindan elde edilen D. micans larvalarinin bir kismi kesilerek
enfeksiyon olmayan bolge tespit edilmis ve bir kontrol gurubu dahil 15’er bocek yerlestirilen
kiitiikk sandvi¢ deneyleri hazirlandi. Helicosporidium’un kist olusumu i¢in yeterli siire olan
10-15 giinliikk siire¢ sonrast deneyler acilarak enfeksiyon varligi tespit edildi. Deney
uygulanan kontrol gurubunda beklendigi sekilde enfeksiyona rastlanmadi. Helicosporidium
patojeni verilen kiitiik kabuklarinda canli kalan D. micans larvalarinda enfeksiyon oran1 % 80
cikmustir. Olen larvalarda enfeksiyon % 75 oranindadir. Ergin boceklerde enfeksiyon % 16
oranindadir. Enfeksiyon kapmamis laboratuarlardan elde edilen R. grandis bocekleri, deney
yolu ile enfeksiyon verilen D. micans larvalar ile beslendi. 10-15 giinliik siire sonrasinda R.
grandis bocekleri incelendiginde % 60 oraninda enfeksiyona yakalandig tespit edildi (Tablo
2). Enfeksiyonun R. grandis predator bocegine D. micans zararlisi yolu ile bulastig
kanitlandi. Ordu ilinde yapilan deneylerin sonucglarina bakildiginda, Helicospordium
enfeksiyonu verilen besinlerle beslenen D. micans larvalarimin bulundugu kiitiiklere
yetistirilen R. grandis’lerin Helicosporidium enfeksiyonuna % 13 oraninda yakalandig tespit
edildi. Kontrol gurubu olarak saglikli larvalarin bulundugu kiitiikklerde yetistirilen R.
grandis’lerin enfeksiyona yakalanmadigi gozlemlendi. Ayrica periyodik olarak iiretim
laboratuarlarindan elde edilen D. micans ve R. grandis boceklerinin diseksiyonu sirasinda
Macka’daki R. grandis tiretim laboratuarlarindan 2008 yilinda Mayis ayinda elde edilen R.
grandis larvalarinda Helicosporidium patojeni varligt % 23,5 olarak tespit edildi. Aymi tarih

ve laboratuardan elde edilen D. micans’larda enfeksiyon % 24 olarak tespit edildi.
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Tablo 2. Helicosporidium patojeni biyoassay deneyleri sonug tablosu

Enfekte Msch Msch | Hle
Helicosporidium patojeni edilenbocek + + +Msch
biyoassay deneyi sayisl Bos [Msch |Hlc [Hlc |Nmt |Nmt +Nmt

D. micans bocegi

Deney tarihi 15,04,08,
Diseksiyon tarihi 30,04,08
Ergin bocek canli 31 0 28 3
D. micans bocegi

Deney tarihi 10,05,08,
Diseksiyon tarihi 22,05,08

Ergin bocek canl 18 7 6 2 1 1 1
Larva bocek canli 55 1 15 8 31
Larva bocek olii 36 9 14 3 10

D. micans bocegi

Deney tarihi 10,06,08,
Diseksiyon tarihi 24,06,08
Larva bocek canli 10 2 2 6
Larva bocek olii 14 10 4
R. grandis bocegi

Deney tarihi 25,06,08,
Diseksiyon tarihi 14,07,08
Ergin bocek canli 14 5 9
Toplam 178 22 |75 24 54 1 1 1

Hlc. Helicosporidium.; Msch. Metschnikowia sp.; Nmt. Nematod.

3.3. Helicosporidium Patojeninin R. grandis Popiilasyonlarindaki Dagilimi

Tez siiresince dort farkli ildeki yedi farkli iiretim laboratuarindan gelen bdocekler
incelendi Helicosporidium patojeni varligi ve dagilimi tespit edildi. Her iki bocek tiirtinde de
disi erkek ayrimu literatiire dayanilarak yapild1 ve enfeksiyon dagilimi tespit edildi. Incelenen
2963 R. grandis drneklerinden 93 tanesinde Helicosporidium enfeksiyonuna rastlandi (% 3,1).
R. grandis boceklerinde tespit edilen Helicosporidium patojeni dagilimi Tablo 4’de
verilmistir. R. grandis boceklerinde en yiiksek Helicosporidium patojenine % 46,6 ile 2006
yilinda Artvin de rastlandi. 2007 yilinda genel enfeksiyon oran1 % 1,3 oraninda tespit edildi,
en yiiksek enfeksiyon % 8,3 olarak tespit edildi. 2008 yilinda % 4,8 oraninda bulundu, 2008
yili i¢inde en yiiksek enfeksiyon % 26,3 olarak bulundu. En diisiik enfeksiyon ise % 0,8 ile
Trabzon ilindeki laboratuarlarda rastlandi. R. grandis’te Helicosporidium enfeksiyonunun
2007 yihi i¢i senelik dagilimina bakildiginda, aylara gore dagilimin en yiiksek enfeksiyon
oranina % 2,8 ile Ekim ayinda rastlandi. En diisiik enfeksiyon da Haziran aylinda % 0,3

olarak bulundu.
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Tez siiresince Helicosporidium patojeninin boceklerde cinsiyet farkliligi gozetip
gozetmedigi c¢alisildi. Bu amagla cinsiyet ayrimi yapilarak disi ve erkek bdcekler
Helicosporidium patojeninin dagilimi ag¢isindan ayri incelendi. Helicopsoriduim patojeni
disilerde % 3 oraninda enfeksiyona yol acgtig1 halde erkeklerde bu oran % 3,8 olarak tespit
edildi (Tablo 3).

Tablo 3. R. grandis boceginin disi ve erkeklerinde Helicosporidium patojeninin dagilima.

Laboratuarlar Erkek 3& Disi 29
ve tarihler D E Y D E Y
Artvin 2006 29 9 31,1 30 14 46,6
Merkez 28,08,2007 75 4 5,3 49 1 2,1
02,08,2007 32 0 - 60 0 -
Ardanug 28,08,2007 47 0 - 39 0 -
06,10,2007 27 0 - 48 4 8,3
Savsat 02,08,2007 120 0 - 124 0 -
06,10,2008 16 2 6,3 20 0 -
27,06,2007canli 104 0 - 122 0 -
Trabzon | 27,06,2007610 111 1 0,9 114 0 -
Macka 09,05,2008 2 1 50 5 0 -
25.06.2008 91 5 5,5 98 2 2,1
01,06,2007 122 1 0,8 124 0 -
Salpazari 01,09,2007 41 0 - 120 1 0,8
05,05,2008 30 1 3,3 47 0 -
Giresun 10,07,2007 107 7 6,5 145 3 2,1
09,05,2008 65 9 13,9 47 8 17,1
2006 1, kitik 11 0 - 12 0 -
2006 3, kituk 30 2 6,7 51 8 15,7
19,12,2006 19 0 - 54 0 -
Ordu 25,12,2006 4 0 - 15 0 -
21,02,2008 22 1 4,5 31 0 -
11,04,2008 16 0 - 14 0 -
15,05,2008 21 0 - 4 0 -
Toplam 1142 43 3,8 1373 41 3

D: disekte edilen bocek sayisi, E: enfeksiyon bulunan bocek sayisi, Y: enfeksiyon yiizdesi

Artvin ilindeki R. grandis iiretim laboratuarlarinda Helicosporidium patojeninin 2007
yili i¢in dagilimi incelendiginde, Agustoz ayinda Ardanu¢ ve Savsat’ta enfeksiyon
gozlemlenmedi. Ekim ayinda Artvin merkezde % 5,6 ve Ardanug’ta % 5,3 seviyesindedir.
Trabzon ili icin Helicosporidium enfeksiyonu dagiliminda, Haziran ayinda Macka ve
Salpazart R. grandis iiretim laboratuarlarinda Helicosporidium enfeksiyon yogunlugu

sirasiyla % 0,2 ve % 0,4 oranindadir. Eylill ayinda % 0,6 seviyesinde kalmistir ve Ekim
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ayinda enfeksiyona rastlanmamistir. Giresun ilinde Temmuz ayinda enfeksiyon % 4
oranindadir ve erkeklerde % 6,5 oranina cikmistir. Ordu ilinden 2007 yilinda 6rnek temin
edilememistir. 2008 y1l1 dagilimina bakildiginda Trabzon ilinde enfeksiyon Mayis ay1 icin %
26,3 oranina ¢ikmistir, Haziranda % 3,7 oraninda tespit edilmistir. Giresun ilinde enfeksiyon
Mayis ay1 icin % 15,2 oranindadir. Ordu ilinde Ocak ayinda % 2,3 oranindadir, Subat ayinda
erkeklerde % 4,5 oranina yiikselmistir. Nisan ve Mayis aylarinda enfeksiyona
rastlanmamustir.

3.4. R. grandis Orneklerinden Tespit Edilen Diger Patojenler

Tez siiresince incelenen bocek numunelerindeki Helicosporidium varliginin yani sira R.
grandis drneklerinde bir Neogregarin tiirii; Mattesia sp., bir fungus tiirli Metscnikowia sp. ve
R. grandis icin yeni bir patojen bulgusu olarak Microsporidia sp.’ye rastlandi (Tablo 4). R.
grandis’ten tespit edilen tiim patojenler Sekil 12°de gosterilmektedir. R grandis i¢in yeni bir
patojen varligi olarak tespit edilen Microsporidia patojeni farkli bir tez konusu olarak

calisilmaktadir.

3.4.1. Metschnikowia sp.

Metschnikowia sp. patojeni mantarlar alemine dahil olan konak spektrumu acisindan
diger mantarlardan farklilik gostererek Oonem kazanan bir patojendir. Morfolojik olarak
bakildiginda kayik sekilli yapilann ile 151tk mikroskobunda rahathikla ayirt edilebilirler.
Karakteristik olarak her bir kayik sekilli ascus yapisinin ig¢inde iki adet ortaya dogru
basiklasan iki ucu da igne sekilli ascospor yapist bulundururlar. Niiklear bolge ascosporlarin
orta kisminda kolaylikla ayirt edilebilir. Metschnikowia patojeninin biyolojisi asagidaki
asamalardan olusmaktadir. Agiz yolu ile alinan ascuslar bagirsak liimeninde ascosporlarim
serbest birakirlar. Serbest kalan ascosporlar bagirsak duvarindan gecerek bagirsak epitel
hiicrelerine yerlesirler. Cogalmanin gerceklestigi vejetatif sathada, ilk olusturduklan vejetatif
hiicre tek ¢ekirdekli ve yuvarlak yapidadir. Ilerleyen gelisim safhalarinda, hiicreler
ovalleserek en son olgun ascus yapisinda kayik seklini alirlar. Ascus yapilar bagirsak
epitelinden ayrilmadan ©Once epitel hiicrelerinin i¢inde yaklasik olarak ayni zamanlamada
olgunlasarak, grup halinde bulunurlar. (Weiser vd., 2003; Wegensteiner vd., 2005; Yaman ve
Radek, 2008). Vejetetif gelisim safhalar1 sonrasi olgunlasan ascuslar bagirsak epitel

hiicrelerini parcalayarak hemolenfe dagilirlar. Metschnikowia enfeksiyonu yag dokusunun
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yavag yavas bozulmasina neden olur. Taze preparatlardaki ascuslar ortalama olarak 18,6 + 1,9
pum ( 22,5 um — 14,7 pm) (n = 40) boyunda ve 2,5 + 0,3 ym ( 3,3 pm — 1,62 um) (n = 59)
enindedir (Sekil 13 A ve B). Tez siiresince 2006 — 2008 yillart arasinda yapilan caligmalarda 4
ildeki 7 farkli bolgeden elde edilen drnekler Metschnikowia varligl agisindan detayli olarak
irdelendi. En yiiksek enfeksiyon oran1 Trabzon ilinde Salpazar iiretim laboratuarinda 2008’in
Mayis aymda gozlendi, enfeksiyon oram1 % 53 oranindadir. Giresun ve Ordu illerinden elde
edilen orneklerde enfeksiyona tez siiresince rastlanmadi. Toplam enfeksiyon oram % 1,4

olarak tespit edildi (Tablo 4).

3.4.2. Mattesia sp.

Yapilan calismalar esnasinda tek tiir neogregarine rastlanmistir. Bulunan Neogegarin
Mattesia sp. olarak tamimlanmistir. Genel olarak neogregarinler limon sekilli sporlara sahip
cok oliimciil patojenlerdir. Bu oOzellikleriyle potansiyel bir biyolojik miicadele ajaninin
ozelliklerini tasirlar. Morfolojilerine bakildiginda, limon sekilli sporlar her iki kutupta Giemsa
boyasi ile ¢ok belirgin bir sekilde boyanan, tipa benzeri yapilara sahiptir. Tiirlere gore 2 veya
daha fazla spor ihtiva eden kist yapilar1 olustururlar. Hayat dongiisiine bakildiginda, besin
yolu ile alinan sporlar agilarak trofozoitler bagirsakta serbest kalir. Sizogoni ile cogalarak
mikro niiklear sizontlar olustururlar. Cicek seklinde sitoplazma boliinmesi sonrast micro
niiklear merozoitleri olustururlar. Serbest kalan mikro niiklear merozoitler makro niiklear
sizontlar1 olustururlar. Tekrar sitoplazma boliinmeleri sonrasi rozet sekilli makro niiklear
merozoitler olusur. Serbest kalan makro niiklear merozoitler gametositleri olustururlar.
Gametositler tekrar spor yapisini olustururlar (Lipa ve Triggiani, 1992; Kleespies vd., 1997;
Valigurova ve Bretis, 2006). Viicut boslugunda yaygin olarak hemolenf ve yag dokusunda
enfeksiyon yapmaktadir (Valigurova ve Koudela, 2006). Kist icersinde 2 spor olusturmalari
Mattesia tirii icin karakteristiktir. Mattesia patojeninin taze preparatlarinda morfolojileri
irdelenmistir. Taze preparatlarda yapilan spor Olciimleri ortalama olarak 11,9 + 0,7 um (13,5
— 10,2 um) (n = 60) boyunda ve 6,9 £ 0,4 um (7,7 — 6,2 um) (n = 60) eninde Ol¢iildii. (Sekil
13 G ve H). Bu patojenin dagilimina bakildiginda tez siiresince yapilan ¢alismada sadece iki
bolgede (Artvin ve Giresun) enfeksiyona rastlandi. Enfeksiyon oran1 % 0,2 ile % 5,8 arasinda
degisiklik gostermektedir. Enfeksiyon 2007'nin Temmuz ayinda Giresun ilinde % 11,2

oranina yiikselmistir. Toplam enfeksiyon ortalama % 0,7 olarak bulundu (Tablo 4).
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3.4.3. Microsporidia sp.

Tez calismasi sirasinda R. grandis predatdr bocegi icin yeni bir enfeksiyon olarak
Microsporidia sp. patojenine rastlanmistir. Enfeksiyon ergin boceklerde gozlemlenmistir.
Ergin boceklerin preparatlarinda vejetatif evrelere pek sik rastlanmaz. Microsporidia
patojenleri zorunlu hiicre i¢i parazittirler ve dogada genellikle tek tip konakg¢iyi tercih ederler,
bu ozellikleri ile potansiyel biyolojik miicadele ajan1 6zelligi tasirlar. Microsporidia patojeni
tire Ozgii olarak cok cesit sekillerde olabilirler. R. grandis predatoriinde gozlenen
Microsporidia oval sekillidir ve tek nukleusludur. Microsporidi larin karakteristik hayat
safhasi olan spor yapilarina bakildiginda katmanli bir golgi aygiti veya mitokondri yapisi
bulundurmazlar. Microsporidialar i¢in karakteristik yap1 polar flament yapisin ihtiva ederler,
polar flament spor igersinde kivrimlar olustururlar ve kivrim sayisi tiir tespitinde kullanilan
karakteristik ©zelliklerden biridir. Sporlar ayrica lameller poloroplast ve posteriorvokuol
yapist ihtiva ederler. Hayat dongiilerine bakildiginda: spor igersinde polar falment spor
duvarmma baglanma bdlgesi olan anchoring disk bolgesinden disart cikarak polar tiibii
olusturur, polar tiip konakci bagirsagina enjektor gibi saplanir, daha sonra sporoplasma
yapisim konakgiya birakir. Tki asamali hayat dongiisii vejetetif cogalmanin oldugu merogoni
ve spor olusumunun oldugu sporogoni asamalaridir. Konak igersine birakilan sporoplasma
yapis1 merontlara farklilagir. Merontlar yuvarlak veya oval yapidadirlar ve sporontlara
farklilagirlar. Oval tek cekirdekli sporontlar tek bir sporogonial boliinme ile yuvarlak ve
merkezi tek bir cekirdege sporoblastlari olustururlar. Sporobalastlar olgun sporlari
olustururlar. Microsporidialar 6ncelikle yag dokusu ve Malpighi tiiplerini enfekte etmektedir,
enfeksiyonun bazen farkli dokulardada rastlanmaktadir, 6zellikle orta bagirsakta trakelerin
sonlandig1 hiicreler ve trakesel matriste gozlemlenirler. Bag dokusunun enfekte olmus
hiicreleri aracilifiyla patojen disilerin yumurtaliklarinin yilizey tabakasina girer ve
olgunlastirma ovaryumlarinda Microsporidium gelismekte olan yumurtalarin oositlerini ve
folikiillerini istila ettigi goriilmiistiir. Enfeksiyon yumurta vasitasiyla tasinir ve embriyonun
dokularina bulasir. Olgun yumurtalarda genellikle patojenin olgun sporlart bulundugu
biliniyor (Weiser vd., 1995; Yaman ve Radek, 2003; Yaman vd., 2005; Yaman ve Radek,
2005b; Wang ve Chan, 2007; Kleespies vd., 2007). Taze preparatlarda Microsporidia sporlart
ortalama olarak 4,25 + 0,2 um (4,76 — 3,53 um) (n = 164) boyunda ve 2,4 £ 0,2 um (2,9 - 1,9
um) (n = 182) eninde ol¢iildii. (Sekil 13 E ve F). Bu patojenin dagilimima bakildiginda tez
stiresince yapilan calismada sadece iki bolgede (Artvin ve Trabzon) enfeksiyona rastlandi.

Enfeksiyon orani ortalama olarak % 0,16 olarak bulundu. Enfeksiyon 2007 nin Ekim ayinda
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Artvin ilinde % 10’a yiikselmistir. (Tablo 7). R. grandis predatdr bocegi i¢in yeni bir

enfeksiyon kayd1 olan Microsporidia patojeni bagka bir tez konusu olarak ¢alisilmaktadir.

Sekil 13. R. grandis Orneklerinden tespit edilen diger patojenler; A: Metschnikowia sp
(bar: 10um); B: Giensa boyali Metschnikowia sp. (bar: 10um); C: Mantar (bar:
10 um); D: Mantar sporlan (bar: Sum); E: Microsporidia sp. ( bar: Sum); F:
Giemsa boyali Microsporidia sp. ( bar: Sum); G: Mattesia sp. (bar: 10um); H:
Giemsa boyali Mattesia sp. (bar: 10um); I: 6lii bocekten Nematod paraziti
larvasi (bar: 40um).



Tablo 4. R. grandis boceginden 2006 ve 2008 yillan arasi tespit edilen patojenler.

Disekte Hic [ Hic | Hic | Hic | Mtts | Mits | Msch | Mspr | Mnt | Mnt | Mnt | Spr | Mnt | Mnt Hic
bdcek + |+ + + + + + + + + + + +Nmt | +Akr +Mnt
sayisi | Bos | Hic | Mtts | Msch | Mspr | Mnt | Spr | Akr | Nmt | Akr | Spr | Mnt | Msch | Spr | Akr Mnt | Mnt | Akr [ Nmt | Spr | Akr | +Akr | +Spr +Akr
ARTVIN
2006
Erkek 29 20 9
Disi 30 16 14
2007
Merkez 28.08.2007
Erkek 75 29 4 37 1 3 1
Disi 49 25 1 23
Karisik 16 2 6 7 1
Ardanug 02.08.2007
Erkek 32 13 11 2 1
Disi 60 34 17 1
Ardanug 28.08.2007
Erkek 47 25 1 16 2 2 1
Disi 39 19 20
Karisik 21 16 5 1 1
Ardanug 06.10.2007
Erkek 27 16 8 1 1 1
Disi 48 22 3 18 1 2 1 1
Savsat 02.08.2007
Erkek 120 43 62 2 1 3
Disi 124 40 76
Laboratuar 06.10.2007
Erkek 16 2 1 2 1 4
Disi 20 1 1 2 4 2 1 1
TRABZON
2007
Macka27.06.2007canli
Erkek 104 6 92 1
Disi 122 20 2 93 1 1

9



Tablo 4’iin devami

Macka 27.06.2007 6li

Erkek 111 24 78

Disi 114 45 67 1
Karisik 4 4

Macka 27.06.2007

1nolu kitlk 61

Erkek 1

Disi

2nolu kitik 6l

Erkek 1
Disi 1

2nolu kitik canh

Erkek

Disi 2

3nolu kutik canl

Erkek 4 1

Disi 4 1

4nolu kitlk 6lu

Erkek 13 2 8 2
Disi 26 4 22

4nolu kutlk canlh

Erkek 2 2

Disi 4

Macka 05.10.2007

Erkek 33 17 14 1
Disi 45 6 37 2
Karigik 22 17

Salpazari 01.06.2007

Erkek 122 47 51 13
Disi 124 55 62 6
Salpazari 01.09.2007

Erkek 41 12 28 1
Disi 120 64 52 1

2008

LY



Tablo 4’iin devam

Magcka 09.05.2008
Erkek 1
Disi 5
Larva 17 9 4
Macka 25.06.2008
Erkek 91 73 5 13
Disi 98 43 2 1 50
Salpazar 05.05.2008
Erkek 30 14 6 5
Disi 47 18 18 4
Salpazar 25.06.2008
Karisik | 23 | 21 2

GIRESUN
2007
Giresun 10.07.2007
Erkek 107 15 4 40 17 1 2 13
Disi 145 51 2 78 1 1 1
2008
Giresun 09.05.2008
Erkek 65 33 22 2
Disi 47 24 15 1

ORDU

2006
Ordu 1 kitlk
Erkek 11 1 5 3
Disi 12 8
Ordu 3 kutik
Erkek 30 12 1 2 13 1 1
Disi 51 23 7 12 6 1 1
Ordu 19.12.2006
Erkek 19 8 9 1 1
Disi 54 3 13
Ordu 25.12.2006
Erkek | 4 | 4

87



Tablo 4’iin devami

Disi

|15

2

|13

2008

Ordu 13.01.2008

Karisik | 133 | 81 3 2 40 3 2 1 1
Ordu 21.02.2008

Erkek 22 7 14 1

Disi 31 16 1 14

Ordu 11.04.2008

Erkek 16 14 2

Disi 14 14

Larva 40 40

Ordu 15.05.2008

Erkek 21 10 9 2

Disi 4 3 1

Toplam 2963 122278 |16 |29 1346 |66 |42 13 77 30

Hlc. Helicosporidium.; Mtts. Mattesia sp.; Msch. Metschnikowia sp.; Mspr. Microsporidia sp.; Mnt. Mantar.; Nmt. Nematod.; Spr. Spiroplasma.;

Akr. Akar.

n
O



4. TARTISMA

D. micans, I. typographus ve I. sexdentatus'un Tiirkiye, Gilircistan ve diger Avrupa ve
Asya iilkelerinde ladin ormanlarinda neden oldugu orman Oliimleri goz ardi edilemeyecek
kadar yiiksektir.

D. micans zararlisiyla miicadelede kagimilmaz yontem biyolojik ve mekanik
miicadeledir. Bu amagla predatdr bocek R. garndis iiretim laboratuarlart kurulmustur ve
sadece on yillik bir siirecte genis bir alanda ¢ok biiyiikk zararlara neden olan D. micans
zararlisiyla miicadele amacli ¢cok sayida R. grandis iiretimi yapilarak miicadele calismalarina
baslanmistir. Bunlara ilave olarak farkli bilim adamlar1 D. micans ile miicadelede alternatif
bir yontem gelistirmek igin calismalar baslatmiglardir. Biyolojik miicadele kapsaminda
yapilan bu ¢alismalar sirasinda laboratuar ortaminda D. micans i¢in 6liimciil etkiye sahip olan
bir patojen olan Helicosporidium sp. varligt Yaman ve Radek (2005a) tarafindan tespit
edilmistir. Yaman ve Radek (2007) bu patojenin D. micans zararlisinin predatr bocegi olan
R. grandis boceginde de enfeksiyon yapip yapmadigini arastirmis ve ayni patojenin varligim
tespit etmislerdir.

2006-2008 yillar1 arasinda calisilan bu yiiksek lisans tezinde Coleoptera takimina ait
olan ve 6nemli bir orman zararlis1 olan dev kabuk bocegi Dendroctonus micans (Coleoptera;
Curculionidae, Scolytinae)’de  hastalik olusturan ilk entomopatojenik alg olan
Helicosporidium parasiticum patojeninin D. micans’in biyolojik miicadelesinde aktif olarak
kullanilan predatér bocegi olan Coleoptera takimma ait R. grandis (Coleoptera;
Rhizophagidae)’e gecis potansiyeli ve R. grandis {iretim laboratuarlarindaki varlig
arastirilmistir.

Tez siiresince R. grandis iiretim laboratuarlarinda R. grandis 6rneklerinin yaninda ayni
kosullarda D. micans Ornekleri toplanmis ve ayri bir calismada D. micans zararlisinin
patojenlerinin varligi incelenmistir, bu sayede enfeksiyon varligi iki bocek arasinda
karsilastirilmustir.

Yapilan calismalar sonucunda Helicosporidia’ya ilave olarak farkli patojenlere de
rastlanmig ve ilk kez yeni bir patojenik bulgu olarak Microsporidia sp. varligi tespit
edilmistir. Helicosporidium patojeninin varligi her bir R. grandis iiretim laboratuarlar icin
ayr1 ayr irdelenmistir. Laboratuarlarda R. grandis iretiminin yapildigi Haziran ve Ekim
aylar1 arasinda her laboratuardan Ornekler alinmig ve incelenmistir. Tespit edilen

Helicosporidium patojeninin ¢ap1 4,9 £ 0,4 (5,8 — 3,5) (n = 265) olarak tespit edilmistir. Tez
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siiresince ayrt bir c¢alisma olarak irdelenen D. micans zararlisinda tespit edilen
Helicosporidium patojeninin ¢ap1 4,8 + 0,3 (5,8 — 4,1) (n = 71) olarak tespit edilmistir. Bu
sonuglara bakildiginda R. grandis’ten tespit edilen Helicosporidium ile D. micans’tan tespit
edilen Helicosporidium aymidir. Ayrica Yaman ve Radek (2005a ve 2007) tarafindan yapilan
arastirmalardaki Helicosporidium patojeni ile tez calismasinda tespit edilen Helicosporidium
patojeni aynidir.

Bir yillik siire¢ icersinde aylara gore R. grandis predator boceginde Helicosporidium
enfeksiyonunun dagilimma bakildiginda, 2007 yili icin Artvin ilindeki R. grandis iiretim
laboratuarlarinda Helicosporidium patojeninin Agustoz aymnda Merkezde % 5 oraninda
enfeksiyon varken Ardanuc¢ ve Savsat’ta enfeksiyon yapmadigi gézlemlenmistir. Eyliil ve
Ekim ayinda en yiiksek enfeksiyon % 8,3 oramindadir, bu aylarda enfeksiyon artis
gostermistir. Bu durumun R. grandis ve D. micans’in biyolojisi ile alakali oldugu
diigiiniilebilir. Trabzon ili i¢in Helicosporidium enfeksiyonu Artvin ilinden farkli olarak
Haziran aymnda en fazla % 0,9 oraninda gozlemlendi ve Eyliil ayinda en ¢cok % 0,8
oranindadir, enfeksiyon bir artis gostermemistir ve Ekim ayinda enfeksiyona rastlanmamistir.
2008 y1ili icinde Trabzon ilinde Macka laboratuarinda Haziran ay1 i¢in en yiiksek enfeksiyon
% 5,5 oranina ¢ikmistir. Giresun ilinde en yiiksek enfeksiyon % 17 oranindadir. Ordu ilinde
en yiiksek enfeksiyon % 4,5 dir. Genel olarak 2006 yilinda enfeksiyon % 12,9 oraninda, 2007
yilinda % 1,3 oraninda ve 2008 yilinda % 4,8 oramindadir. Helicosporidium patojenine tiim
tiretim laboratuarlarinda rastlanmigtir. Enfeksiyon varligi ve yogunlugu her sene farkli
sonuclar vermektedir. Bu durumun neden leri arasinda D. micans ve R. grandis’in biyolojisini
dolayl olarak etkileyen etmenlerin varligr diisiiniile bilir. Bu durumda R. grandis tiretimi
yapilacagi zaman ana¢ olarak alinacak R. grandis erginleri oOncelikle Helicosporidium
varliginin tespiti icin uzman kisiler tarafindan donanimh laboratuar ortaminda irdelenmesi
gereklidir, enfeksiyonun en az veya hi¢ olmadigi bolge ve zaman tespit edilerek iiretim i¢in en
uygun bolge secilmelidir.

R. grandis tiretiminde besin kaynag1 olarak kullanilan bocekler araziden toplanan zararh
bocek D.micans larvalaridir. Helicosporidium enfeksiyonunun D. micans larvalan ile R.
grandis bocegine gectigi diistiniilmektedir. Bunun kanitlanmasi i¢in deneyler yapilmistir.
Zooloji I Laboratuarinda R. grandis’in biyoassay1 i¢in gerekli materyal ve aletler 2008 yili
icinde temin edildiginden deneyler 2007 yili i¢inde Ordu ilindeki Cambasi R. grandis iiretim
laboratuarinda yapilmistir. Sonuglar Helicospordium enfeksiyonun R. grandis predatorlerine
D. micans zararlis1 yoluyla bulastigimi kamitlanmistir. Ayrica 2008 yilinin mayis ayinda

Macka R. grandis iiretim laboratuarindan elde edilen D. micans zararlisinda Helicosporidum
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patojeni % 24 oraninda tespit edilmistir, aym kiitiiklerden elde edilen R. grandis larvasi
irdelenmis ve % 23,5 oraninda Helicosporidum patojeni tespit edilmistir. Bu sonuglar R.
grandis larvalarinin Helicosporidium patojenine yakalanmasinin beslendikleri D. micans
boceginden gectiginin kanitidir. 2008 yili igersinde ii¢ farkli iiretim laboratuarindan deney
kiitiikkleri alinip Zooloji II laboratuarina getirilerek enfeksiyon varligi giinliikk olarak
izlenmistir. Ayrica enfeksiyonun R. grandis predatdr bocegine D. micans zararlisi aracilig ile
gectiginin kanitlanmasi i¢in laboratuar ortaminda biyoassay deneyleri yapilmistir. Yapilan
Helicosporidium patojeni biyoassay deneyleri enfeksiyonun R. grandis predator bocegine D.
micans zararlis1 arciligl ile bulastigimi kanitlamistir. R. grandis erginlerinin larvalarimin ilk
besleme asamasina yardimci olmak icin D. micans larvalarim1 boylamasia yardigi
bilinmektedir. Enfeksiyon R. grandis larvalarinda 2 ve 3. instarlarinda rastlanmustir. Ilk
instarda enfeksiyona rastlanmamasi mevcut ilk instardaki larvalarin Helicosporidium
varliginda ¢ok fazla dayanamayarak 6lmeleri ile agiklanabilir. Ayni durum D. micans larvalar
icin de gegerlidir. D. micans larvalarinda enfeksiyon en yogun 3 — 4 ve 5. instarlarda
gozlemlenmektedir. Her iki bocek tiirii i¢in de son instar sathasina kadar yasamay1 basaran ve
enfeksiyon kapmayan bocekler kolaylikla ergin haline gecmek {izere pupa olusturmaktadirlar.
Bunun yaninda prepupa ve pupa evresinde 6rnekler yeterli miktarda elde edilememistir ve var
olan 6rneklerde de Helicosporidium varhigma rastlanmamstir. Ozellikle R. grandis predator
bocegi icin pupa evresinde gecirdigi siire Helicosporidium patojeninin yayilimi i¢in yeterlidir.
Bundan dolay1 pupa evresine Helicosporidium patojeni varligi ile gecis yapan boceklerin
bilyiik ¢ogunlugu ergin hale gecemeden Olmektedir. Ergin hale gecenler ise enfeksiyonu
tekrar beslendikleri D. micans boceklerinden kapmaktadir.

Farkli bir calismada R. grandis iiretim laboratuarlarindan elde edilen D. micans
larvalarinda 2005 — 2007 yillan arasinda enfeksiyon orami toplamda % 9 oraninda tespit
edilmistir (Yaman, 2008). R. grandis’in beslenmesinde D. micans larvalarinin
kullanilmasindan dolay1 aym sekilde D. micans larvalarinin da yeterli miktardaki ornekleri
diizenli olarak irdelenmesi gereklidir. Ayrica enfeksiyonun yillik dagiliminin irdelenmesi icin
diizenli olarak Kkiitiiklere beslenme icin Ornekler koyulmali, bunlar koyulma Oncesi ve
sonrasinda uzman kisilerce irdelenerek enfeksiyonun en az oldugu bolge tespit edilmeli ve
diizenli olarak takip edilmelidir.

Tez calismasi sirasinda 2007 yili i¢inde tiim iretim laboratuarlart i¢in Helicosporidium
enfeksiyonun D. micans zararlisindaki varligi da arastirilmistir. Bu zararhidaki enfeksiyonun
bir yillik siire¢ igersinde aylara gore dagilimi incelendiginde toplam Helicosporidium patojeni

enfeksiyon oram % 6,99 olarak saptanmistir. En fazla enfeksiyona %19,9 ile Eyliil ayinda
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rastlanmigtir. En diisiik enfeksiyon oram1 da %3 ile Haziran ayinda goriilmiistiir. Bunun
nedenleri arasinda D. micans’in biyolojisi dnemli rol oynamaktadir. Ayn1 sekilde 2007 yili
icin R. grandis’te Helicosporidium enfeksiyonun aylara gore dagilimina bakildiginda toplam
enfeksiyon orant %2,6 olarak tespit edilmistir. En fazla enfeksiyona Ekim ayinda rastlanmistir
(%2,8). En diisiik enfeksiyon da Haziran ayinda tespit edilmistir (%0,3). R. grandis’in
biyolojisine bakildiginda Nisan ve Temmuz aylar1 arasinda yumurtlarlar ve Araliktan 6nce
ergin hale gecerler (King vd. 1991). Enfeksiyonun Haziran aylarinda az Ekim aylarinda ¢ok
goriilmesini R. grandis’in erginlerinin hem toprakta hem kabuk altinda uzun siire hayatta
kalmalarina ve bu nedenle cogu evreleri yilin her zamaninda mevcut D. micans ergin ve
larvalarimi etkin bir sekilde tiiketebilmelerine baglanabilir. Bu durumda R. grandis’te
enfeksiyonun aylara gore dagiliminin D. micans zararhisindaki enfeksiyon dagilimina
benzerlik gostermesi beklenen bir durumdur.

Tez calismast sirasinda Helicosporidium patojeninin boceklerde cinsiyet farkliligi
gozetip gozetmedigi calisilmistir. Bu amagla cinsiyet ayrimi yapilarak disi ve erkek bocekler
Helicosporidium patojeninin dagilimi1 acisindan ayr1 ayrt incelenmistir. Helicopsoriduim
patojeni disilerde % 3 oraninda enfeksiyona yol agtig1 halde erkeklerde bu oran % 3,6 olarak
tespit edilmistir. Helicosporidium enfeksiyonunun boceklerde bir cinsiyet ayrimi yapmadigi
sOylenebilir. Farkli bir ¢alisma olarak irdelenen D. micans bdceginde tespit edilen
Helicosporidium patojeni bocekte cinsiyet ayrim1 yapmamaktadir, ayni sekilde Yaman (2008)
yaptig1 calismada Helicosporidium patojeninin D. micans zararlisinda yaptigi enfeksiyon i¢in
boceklerde disi erkek ayrimi yapmadigin tespit etmistir.

Predator bocek R. grandis boceginde Helicosporidium patojeninin 2007 yili i¢in bir
yillik periyotta aylara gore dagilimi acisindan incelemek icin yapilan corelasyon testi
sonucunda sig. degeri 0,05 in altinda bulunmustur. Bu sonu¢ yorumlandiginda
Helicosporidium varligi ile aylar arasinda bir iligki vardir denilebilir, bunun yaninda
corelasyon katsayist negatif ciktigindan dolayr bu iliskinin dogrusal bir iliski olmadigi
sOylenebilir. Haziran ayindan Ekim ayina gidildik¢e bir artis yada azalma yoktur enfeksiyon
her ayda farkli yogunluk gostermektedir denilebilir, bu durum da enfeksiyonun aylara gore
farkli oranlarda c¢ikmasinda boceklerin biyolojisi ve biyolojilerini etkileyen dis etmenlerin

enfeksiyonun varligi iizerindeki etkisinden s6z edilebilir. (Sekil 14).
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Correlations

AYLAR HELVARL
Kendall'stau_ b AYLAR Correlation Coefficient 1,000 -,064*]
Sig. (2-tailed) , ,002
N 1880 1880
HELVARL Correlation Coefficient -,064*% 1,000
Sig. (2-tailed) ,002 ,
N 1880 1880

**. Correlation is significant at the .01 level (2-tailed).

Sekil 14. R. grandis icin aylara goére dagilim Corelasyon testi

Helicosporidium enfeksiyonunun R. grandis iiretim laboratuarlarinin bulundugu illere
gore karsilastirmas1 yapildiginda Helicosporidium patojenine %5,8 ile Artvin ilinde
rastlanmaktadir, en diisik enfeksiyona ise %1,8 ile Trabzon ve Ordu illerinde
gozlemlenmistir. Enfeksiyona her ilde rastlanmistir, ayrica tiim iiretim laboratuarlarinda
enfeksiyon varligi tespit edilmistir. Enfeksiyon iller arasinda artan veya azalan bir iligki
olmadan dagilim gostermektedir.

R. grandis predatdr boceginde Helicosporidium enfeksiyonunun cinsiyet agisindan
ayrim yapip yapmadigin irdelemek icin Khi kare testi yapilmistir. Bu testin sonucuna gore
Asymp. Sig degeri 0,005 in iizerinde cikmuistir. Sonu¢ yorumlandiginda Helicosporidium
patojeninin bdceklerde yaptigi enfeksiyonun disi ve erkek boceklerde farkli oranlarda

enfeksiyon yaptig1 veya enfeksiyonun farkli cinslerde farkli yogunlukta oldugu soylenemez

(Sekil 15).

Chi-Square Tests

Asymp.
Sig. Exact Sig. | Exact Sig.

Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,110P 1 ,740
Continuity Correctiorf ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,110 1 ,740
Fisher's Exact Test 1,000 ,500
pivenettl S B
McNemar Test ,503¢
N of Valid Cases 38

a. Computed only for a 2x2 table

b. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is
7,50.

C. Binomial distribution used.

Sekil 15. R. grandis icin Helicosporidium enfeksiyonun cinsayet ayrimi Khi kare
testi
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Tez c¢aligmas1 siiresince farkli patojenlerin varligi tespit edilmistir. Bunlar bir
Neogregarin tiirili; Mattesia sp., bir fungus tiirli Metscnikowia sp. ve R. grandis i¢in yeni bir
patojen bulgusu olarak Microsporidia sp. dir.

Metschnikowia sp. patojeni 18,6 + 1,9 um ( 22,5 ym — 14,7 um) (n = 40) boyunda ve
2,5+ 0,3 um ( 3,3 pm — 1,62 pm) (n = 59) enindedir. En yiiksek enfeksiyon oran1 Trabzon
ilinde Salpazari iiretim laboratuarinda 2008’in May1s ayinda gozlendi, enfeksiyon orant % 53
oranindadir. Giresun ve Ordu illerinden elde edilen 6rneklerde enfeksiyona tez siiresince
rastlanmadi. Toplam enfeksiyon oram1 % 1,4 olarak tespit edildi. Ayr bir calisma olarak
irdelenen D. micans boceginde tespit edilen Metschnikowia sp. patojeni 18,1 £ 2,4 um (n =
30) boyunda ve 2,1 + 0,4 um (n= 31) enindedir. Enfeksiyon oram1 %90 seviyesine kadar
yiikselmistir. En yiiksek enfeksiyon orani1 Giresun ve Trabzon illerinde gozlemlenmistir. En
diisiik enfeksiyon Artvin ilinde goriilmiistiir. Toplam enfeksiyon orant %48.9 olarak tespit
edilmistir. Aym1 sekilde Yaman ve Radek (2008) Metschnikowia enfeksiyonu %50
seviyelerinde tespit etmislerdir. Irdelenen Trabzon — Magka ve Salpazari ile Ordu ilinden
alimin 6rneklerde toplam enfeksiyon %18,6 olarak tespit etmislerdir. En yliksek enfeksiyon
Macka’daki laboratuarda gozlemlemislerdir. En diisiikk enfeksiyon oranina Salpazari’nda
rastlanmislardir. Olgiimler ve yiizdelere bakildiginda R. grandis boceginde tespit edilen
Metschnikowia sp. patojeni D. micans zararlisinda tespit edilen patojenle ayni tiirdiir,
enfeksiyonun R. grandis bocegine D. micans bocegiyle beslenmesi yoluyla gectigi
sOylenebilir.

Yapilan calismalar esnasinda tek tiir Neogregarine rastlanmistir. Bulunan Neogegarin
Mattesia sp. olarak tamimlanmistir. Yapilan spor olgiimleri ortalama olarak 11,9 + 0,7 um
(13,5 - 10,2 pym) (n = 60) boyunda ve 6,9 £ 0,4 um (7,7 — 6,2 um) (n = 60) eninde ol¢iildii.
Bu patojenin dagilimina bakildiginda tez siiresince yapilan ¢alismada sadece iki bolgede
(Artvin ve Giresun) enfeksiyona rastlandi. Enfeksiyon oramt % 0,2 ile % 5,8 arasinda
degisiklik gostermektedir. Enfeksiyon 2007'nin Temmuz ayinda Giresun ilinde % 11,2
oranina yiikselmistir. Toplam enfeksiyon ortalama % 0,7 olarak bulundu. irdelenen D. micans
boceginde Iki tip Neogregarine rastlanmugtir. Bunlar Mattesia sp. ve Menzbieria sp. olarak
tamimlanmiglardir. Bu Neogregarinlerden biri olan Mattesia sp. patojeninin taze
preparatlarinda morfolojileri irdelenmistir. Taze preparatlarda Mattesia sp. patojeninin
sporlar1 10,9 £+ 0,7um boyunda ve 6,1 + 0,3 um eninde bulunmustur (Yaman ve Radek, 2008).
Bu patojenin dagilimina bakildiginda 2005 — 2006 yil1 arasinda yapilan calismada sadece iki
bolgede (Artvin ve Trabzon) enfeksiyona rastlanmustir. Enfeksiyon orami %0,7 ile %4,4

arasinda degisiklik gostermektedir. 2007 yilinda yapilan calismada her bolgede enfeksiyona
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rastlanmigtir. Enfeksiyon kimi bolgelerde %22,2 ye kadar yiikselmistir. Toplam enfeksiyon
ortalama %6 olarak bulunmustur. En yiiksek enfeksiyona Giresun ilinde en diisiik enfeksiyona
Artvin ilinde rastlanmistir. Olgiimler ve yiizdelere bakildiginda R. grandis boceginde tespit
edilen Mattesia sp. patojeni D. micans zararlisinda tespit edilen patojenle ayni tiirdiir.

Tespit edilen bir diger patojen Microsporidia sp. patojeni D. micans zararhisinda
gbdzlemlenmemistir ve R. grandis bocegi i¢in ilk kez tespit edilen bir patojendir. R. grandis
boceginde tespit edilen Microsporidia sp. patojeni ayri bir tez konusu olarak ¢alisiimaktadir.

Hem R. grandis boceginde hem de D. micans boceginde tespit edilen ii¢ tip patojen:
Helicosporidia sp., Mattesia sp. ve Metschnikowia sp. morfolojik ve karakteristik yapilar ile
boyutlar1 bakimindan aynidir. Bu ii¢ patojen icin her iki bocek tiiriinde de enfeksiyon yaptigi
sOylenebilir. R. grandis boceginin D. micans ergin ve larvalan ile beslendigi diisiiniiliir ise bu
tic enfeksiyonun besin yolu ile D. micans boceginden R. grandis predatdr bocegine bulastig
soylenebilir. Helicosporidium patojeninin R. grandis bocegine bulasma yolunun D. micans
bocegi araciligi ile oldugu biyoassay deneyleri ile kanitlanmistir. Diger iki patojen i¢in benzer
biyoassay deneyleri yapilacaktir.

Tiirkiye gibi diinyanin ¢esitli {ilkelerinde de D. micans zararlis1 biiylik orman
kayiplarina neden olmaktadir. Bu zararl ile miicadelede her iilke kendi ekonomik stratejisini
olusturmustur. Kimyasal miicadelenin neden oldugu olumsuz etkiler diisiiniildiigiinde
kacinilmaz olarak biyolojik miicadele calismalarina agirhik verilmistir. Bu c¢alismalarin
kapsaminda predatér bocek R. grandis’in iretim laboraturlart kurulmus ve iiretime ve
miicadeleye baslanmistir. Bu kapsamda cesitli iilkelerde R. grandis iiretim laboratuarlarinda
olusan olumsuz durumlarin ortadan kalkmasi i¢in farkli iiretim metotlar1 uygulanmaya
baslanmistir.

Diinyada R. grandis tiretimi igin ¢ok cesitli yontemler kullanilmistir. Bu yontemler
sirasinda karsilasilan en biiyilk problem B. bassiana mantar tiiriiniin iiremesinin
engellenememesidir. Bu problemin ¢oziimii i¢in Avrupada cok sayida R. grandis’ler yar
yapay bir metotla ladin kiitiikleri icindeki D. micans siiriileri ile beslenerek
tiretilebilmektedirler (Grégoire vd., 1986, Evans, 1985, Barras, 1972). Fakat bu yontem R.
grandis’in ¢ok sayida iiretimi icin yetersiz kalmistir ve Ingiltere’de R. grandis’in kitle iiretimi
icin alternatif bir yontem kullanilmaya baglanmistir. Bu yontem suanda Tiirkiye’de uygulanan
yontemle aynidir. Tk R. grandis iiretim teknikleri Khobakhidze vd., (1970) ve Grégoire vd.,
(1984b) tarafindan anlatilan yOntemi birebir takip etmistir. Ergin predatorler +4°C de
buzdolabinda latens halde bariz bir olumsuz etki olmaksizin alt1 aya kadar dayanabilirler. Bu

yontem kiitiikkte iiretim yontemi ile karsilastirildiginda daha az yer kaplamasi, daha az D.
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micans larvasina ihtiyag duymast ve kiitiik ihtiyacinin ortadan kalkmasi gibi avantajlara
sahiptir. Ayrica hastaliga kars1 daha fazla kontrol gibi biiylik avantajlar1 vardir. Ancak bu
yontem tek basina kullamilamaz. Ciinkii sadece bir veya iki nesil icin ise yaramaktadir
(Grégoire vd., 1991). Ihtiya¢ oldugunda dort ay iginde cok sayida bocegin iiretilebilmesi
bahsedilen yontemle miimkiindiir, boylelikle predator D. micans’in salgin yaptigi yeni
kesfedilmis alanlara c¢abucak verilebilir. Bu ikinci yodntemde bahsedilen mantar
enfeksiyonunu azaltmaya yonelik avantaj ayni sekilde Helicosporidium enfeksiyonu azaltmak

icin de kullanila bilecegi arastirllmaktadir.



5. SONUCLAR

Bu yiiksek lisans tezi siiresince elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde

verilmistir.

1.  Coleoptera takimina ait 6nemli bir ladin zararlisi olan Dev kabuk bocegi Dendroctonus
micans (Coleoptera: Scolytidae) ile miicadelede kullanilan predator bocegi Rhizophagus
grandis (Coleoptera: Rhizophagidae) iiretimi yapilan laboratuarlarda her iki bocekte
ortak enfeksiyona neden olan Helicosporidium patojeninin dagilimi aragtirildi.

2. Her iki bocek tiiriinde de varlik gosteren enfeksiyonlar tespit edildi. R. grandis
orneklerinde tek bir Neogregarin cinsi; Mattesia sp. tespit edildi. Ayrica fungus
Metscnikowia ve R. grandis icin yeni bir patojen bulgusu olarak Microsporidia sp.’yede
rastlandi.

3. Dort farh ilden yedi farkli R. grandis iiretim laboratuarindan toplanan bocekler irdelendi
ve enfeksiyonun dagilimi ¢alisildi.

4.  Helicosporidium enfeksiyonunun R. grandis predator bocegine D. micans zararlisi
araciligi ile bulastig1 deney yapilarak kanitlandi.

5. Helicosporidium enfeksiyonunun laboratuarlara gére dagilimi irdelendi ve enfeksiyonun
her laboratuarda ne kadar oranda yayilma yaptigi tespit edildi.

6.  Helicosporidium enfeksiyonunun aylara gore dagilimi irdelendi. Bu sayede
enfeksiyonun yeni déneme gecerken en yogun oldugu ve aylar arasindaki iliskinin
dogrusal olmadig tespit edildi.

7. Helicosporidium enfeksiyonunun boceklerde cinsiyet ayrimi irdelendi ve enfeksiyonun

dagiliminda cinsiyet faktoriiniin 6nemli olmadig tespit edildi.



6. ONERILER

Ulkemizde biiyiik zararlar veren D. micans zararlisinin miicadelesinde R. grandis iiretim
laboratuarlar1 kurulmus ve miicadelede kimyasal kullaniminin ortadan kaldirilmasi
amaclanmistir. Boylelikle biyolojik miicadeleye baslanmis mekanik miicadele ile paralel
olarak D. micans zararlisinin etkileri en aza indirgenmeye calisilmistir. Bu amagta harcana
caba, zaman ve ekonomik kaynaklar goz Oniine alindiginda yiikli bir bilango ortaya
cikmaktadir. Bolesi bir calismada istenmeyen enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasi boylesi gii¢ bir
calismay1 olumsuz etkilemekte hem de zaman ve maddi kayiplara neden olmaktadir.

Bu caligmada bu istenmeyen enfeksiyonlardan biri olan ve ciddi 6liimlere neden olan
Helicosporidium enfeksiyonu D. micans’larda potansiyel bir biyolojik ajan olmasina ragmen
R. grandis’e bityiik zarar vermektedir. Bu zararin en aza indirgenebilmesi icin R. grandis
iretim laboratuarlarindaki sterilizasyon kosullari arttirilabilecegi gibi yurt disinda kullanilan
farkl alternatif kitle R. grandis tiretim teknikleri kullanilabilir.

Helicosporidium enfeksiyonunun dagilimina bakilarak enfeksiyon oranimin en diisiik
oldugu illerden iiretim icin ana¢ gorevi gorecek R. grandis ornekleri alinmali ve liretim bu
boceklerden yapilarak Helicosporidium enfeksiyonunun yayilimi engellenmelidir.

R. grandis tretim laboratuarlarinda R. grandis boceklerinin iiretim amagh kiitiiklere
yerlestirilmesi oncesinde besleme amaclh toplanan D. micans orneklerinin yeterli miktarda
ornegi enfeksiyon dagiliminin arastirilmast icin K.T.U. Biyoloji Boliimiinde Zooloji II
laboratuarinda incelenmelidir.

Helicosporidium enfeksiyonunun her yil farkli dagilim gosterdigi diisiiniiliirse tiretim
laboratuarlarindan her yil R. grandis ornekleri K.T.U. Biyoloji Béliimiinde Zooloji II
laboratuarinda incelenmelidir.

R. grandis {iretimi Oncesinde iireme amach ana¢ R. grandis iiretilecek olan
laboratuardaki R. grandis orneklerinden yeterli miktarda bocek numunesi iiretim Oncesinde
K.T.U. Biyoloji Béliimiinde Zooloji II laboratuarinda incelenmeli ve enfeksiyon varlig
aragtiritlmalidir.

Helicospordium patojeninin R. grandis konakgis1 icin biyoassayr calisilarak
enfeksiyonun konak bdcegin hayat dongiisiindeki asamalar1 ¢aligilabilir.

Ayrica Helicosporidium’un potansiyel bir biyolojik miicadele ajani oldugu diisiiniiliirse
ticari Uretimi calisilarak D. micans zararlistmin miicadelesinde alternatif metod olarak

kullanilabilirligi arastirilabilir.
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