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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

DENDROCTONUS MICANS (KUGELANN) TAN iZOLE EDILEN BEAUVERIA
BASSIANA (BALSAMO)’NIN KABUK BOCEKLERININ BIYOLOJIK
MUCADELESINDE KULLANILABILIRLIGININ ARASTIRILMASI

Seda KOCACEVIK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. ismail DEMIR
2012, 89 Sayfa, 3 Sayfa Ek

Bu tezde Dendroctonus micans’tan izole edilen Beauveria bassiana (Dm-5, ARSEF
9271)’nin molekiiler karakterizasyonu gergeklestirildi. Bu izolatin D. micans ve diger
kabuk bdocekleri tizerindeki virulans: belirlenerek mikrobiyal miicadelede kullanilabilirligi
arastirildi. Dm-5"in, 1 x 10°® spor/ml’lik konsantrasyonun D. micans larva ve erginleri
tizerinde sirastyla enfeksiyondan 6 ve 5 giin sonra %100’lik etkiye sahip oldugu tespit
edildi. Izolatin D. micans‘in larva ve ergin populasyonlarinda etkin bir sekilde horizontal
olarak yayildig1 gozlendi. izolatin, 1 x 108 spor/mI’lik konsantrasyonunun % 100, 75, 50
ve 25 oranlarinda D. micans larvalarma bulastirilmasiyla gergeklestirilen kiitiik
denemelerinde, 6liim oranlarinin sirasiyla % 100, 97,22, 70,37 ve 62,03 oldugu belirlendi.
Dm-5’in, D. micans’in predatorii olan Rhizophagus grandis iizerindeki etkileri direk ve
dolayli olarak arastirildi ve R. grandis’in izolata karsi olduk¢a dayanikli oldugu tespit
edildi. Izolatin, 1 x 10® spor/ml’lik konsantrasyonun Ips sexdentatus ve Ips typographus
erginleri lizerinde sirasiyla enfeksiyondan sonra 5. ve 7. giinlerde %100 6liim sagladig
belirlendi.  izolatin her iki zararlmin ergin populasyonlarmda da etkili bir sekilde
horizontal olarak yayildig: tespit edildi. Bu sonuglar, Dm-5’in kabuk bdceklerine karsi

kullanilabilecek umut verici bir biyolojik kontrol ajan1 oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Dendroctonus micans, Rhizophagus grandis, Ips sexdentatus, Ips
typographus, Beauveria bassiana, entomopatojenik fungus
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Master Thesis

SUMMARY

INVESTIGATION OF THE USAGE OF BEAUVERIA BASSIANA (BALSAMO)
ISOLATED FROM DENDROCTONUS MICANS (KUGELANN) AT BIOLOGICAL
CONTROL OF BARK BEETLES

Seda KOCACEVIK

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Ismail DEMIR
2012, 89 Pages, 3 Pages Appendix

In this thesis, molecular characterization of Beauveria bassiana (Dm-5, ARSEF
9271), isolated from Dendroctonus micans, has been performed. The virulance of this
isolate on D. micans and other bark beetles was determined and its utility in microbial has
been investigated. 1 x 10® spores / ml concentration of Dm-5 caused 100% mortality on
larvae and adult of D. micans within 5 and 6 days, respectively. It is observed that the
isolate was effectively spread horizontaly between larvae and adult populations D. micans.
At wood block (from spruce) experiments, which the isolate was spread on D. micans
larvae at 100, 75, 50 and 25 percentages, using from 1 x 10° spores/ml concentration
stock, gave mortalities at 100, 97.22, 70.37, and 62.03 percentages, respectively. The
effects of Dm-5 on Rhizophagus grandis which is the predator of D. micans has been
investigated directly or indirectly and it is determined that R. grandis is quite resistant to
the isolate. 1 x 10° spores/ml concentration of the isolate showed 100% mortalities on
adults of Ips sexdentatus and Ips typographus within 5 and 7 days for the insects,
respectively. It is also observed that the isolate was effectively spread horizontaly on
adult populations of both pests. These results show that, Dm-5 is a promising biological

control agent that can be used against bark beetles.

Key Words:  Dendroctonus micans, Rhizophagus grandis, Ips sexdentatus, Ips
typographus, Beauveria bassiana, entomopathogenic fungi
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Diinyada tanimi yapilan hayvan tiirlerinin % 97’sini bocekler olusturmaktadir.
Dogada yasayan boceklerin % 99,5’inin doga ve insana faydali oldugu bilinmektedir.
Bilinen yaklagik 1 milyon 300 bin bdcek tiiriiniin, sadece % 0,5’1 doga ve insana zarar
vermektedir (Serez, 2003). Tarim ve ormancilikta en zararli hayvanlar bu boceklerdir.
Asirt iiremeleri halinde ciisseleri ile kiyaslanamayacak biiyiikliikte zararlara sebep olurlar.
Boyutlarinin kiigiik olmasi, yiiksek ucus giigleri, yiiksek iireme enerjilerine Kkarsi, kisa
kusak siireleri, ¢evreye uyum saglayan yapilari, tam baskalasimli hayat donemine sahip
bulunmalari, yasam ortamlarina (Orman, toprak vb.) uyum kabiliyetlerinin ¢ok yiiksek
olmasi, bu hayvanlarin yasama sanslarini biiytik 6l¢tide artirmaktadir (URL-1).

Ormanlar, ekosistemin bitki, toprak ve su kaynaklari dengesinin, kirsal alandaki
sosyal istikrarin devamliliginin, barajlarin uzun Omiirlii olmasinin ve gida giivenliginin
temel sigortasidir. Ormancilik faaliyetlerinin son derece 6nemli digsal ekonomileri ve ileri
baglantilar1 vardir (Konukgu, 2001). Dogu ladini ise, iilke ekonomisine yiiksek degerli
odun hammaddesi iireten 5 Onemli igne yaprakli agac¢ tiirlinden biridir.  Ladin
ormanlarimiz, Dogu Karadeniz Bolgesinin ¢ok duyarli dogasi iginde su saglama, toprak
koruma ve dogal yikimlar1 6nlemede ormanlardan beklenen en iist diizeyinde bir islev
yiiklenmistir. Bu ylizden, her seyden Once ormanlarimizin gesitli ¢evresel etkenlere,
hastalik ve zararlilara kars1 korunmasi gerekmektedir. Ormanlarimizin saghigini etkileyen
cesitli faktorler arasinda bocekler en basta gelen etmenlerdir. Zararli boceklerin
ormanlarda neden oldugu yikim, birden bire ortaya ¢ikmadigi icin maalesef kamuoyunda
orman yanginlar1 kadar goze carpmamakta ve onemsenmemektedir. Zararli boceklerin
yikict etkileri, olayin ancak salgin halini almasiyla anlagilmaktadir.

Yapilan ¢aligmalar, ormanlarda boceklerin verdigi zararlarin yangilar ile meydana
gelen zararlardan 5-6 kat daha fazla oldugunu ortaya koymaktadir. Isin ac1 tarafi zararli
boceklerin ormana verdigi zarar bir anda goriinmediginden orman yanginlart kadar
dramatik ve carpict olmamakta ve kamuoyunun bilgilendirilmesi ve bilin¢lendirilmesi de

bu oranda giicliik tasimaktadir. Ote yandan ani iklim degisiklikleri, hava kirliligi, orman



yanginlari, yasadisi kesimler vb. etmenler boceklerin ve hastaliklarin ¢ogalmasina yol
agmaktadir.

Bocekler kiigiik canlilar olmasina karsin verdikleri zararlar ¢ok biiyiiktiir. Onlarin bu
ozelligi iirkiitiicii boyuttaki iireme yeteneklerinden ileri gelmektedir. Ornegin, zararli
kabuk bocegi disisi 5 kusak sonra 6-7 milyon bocek olusmasina sebebiyet vermektedir.
Zararli boceklerin bitkiler tizerinde etkili oldugu kisimlar géz 6niinde bulunduruldugunda
yapilan siniflandirma; yapraklarda zarar yapan bocekler, tomurcuk, siirgiin, ince dallarda
zarar yapan bocekler, kozalak ve tohumlarda zarar yapan bocekler, 6zsu emen bdcekler,
kabuk ve kambiyum da zarar yapan bocekler, odunda zarar yapan bocekler, koklerde zarar
yapan bocekler olmak tizere farkli gruplari ortaya ¢ikartmaktadir (URL-2).

Ulkemizde bugiine kadar cesitli arastirmacilar tarafindan toplam 114 kabuk bocegi
tiri tespit edilmistir (Selmi, 2011). Kabuk bocekleri i¢inde ladinde zarar yapan
Dendroctonus micans (Dev soymuk bdcegi) ve Ips typographus (Sekiz disli ladin kabuk
bocegi) ile ladin ve gamlarda zarar yapan Ips sexdentatus (On iki disli ¢gam kabuk bocegi)
tilkemizdeki ¢ok onemli 8 kabuk bdcegi tiirlinlin en tehlikeli olanlaridir. Canli agaglarda
zarar yapan D. micans diger zararlilardan farkli olarak, bireysel saldir1 stratejisiyle saglikli
agaclara saldirmakta ve bu ozelligiyle sekonder karakterli olan diger kabuk bdceklerinden
ayrilmaktadir.

D. micans iilkemizde ilk defa 1966 yilinda Ardahan Orman Isletmesi, Posof
Ormanlarinda goriilmiistiir. Zararli ile miicadele 1966-1970 yillar1 arasinda yapilan
miicadele kesilen agaclarin kabuklarimin soyularak yakilmasi seklinde olmustur. Bu
miicadele yontemiyle yeterince basari saglanamayinca, 1970 yilinda bdcekli agaclarin
govdelerinin kimyasal maddelerle ilaglanmasi seklindeki kimyasal miicadele caligmalar
baglatilmigtir. Ancak, bu yotemde de herhangi bir basari saglanamamustir. Ayrica,
tamamen kimyasal menseyli ilaglarin dogaya verilmesi seklinde olan bu miicadele
yontemi, hem c¢ok pahali olmus hem de ormanlara verilen kimyasallar bu zararlinin
miicadelesi i¢in yeterince uygun olmadigi gibi pek ¢ok yararli bocek ve diger canlilari
(parazitoid ve predatdr bocekleri, bal arilarini ve kuslar1) da 6ldiirmiis ve biiyiik bir ¢evre
kirliligine yol agmustir.

D. micans ile yapilan en etkili miicadele yontemlerinden biri de Rhizophagus grandis
adli kinkanath bir predatér bocegin insektaryumlarda tiretilerek, zararli bocegin yogun
oldugu sahalardaki bulasikli agaclara verilmesiyle yapilan biyolojik miicadeledir (King

vd., 1991 ). R. grandis’in laboratuarda iiretilmesi, predatoriin ormandaki zararli yuvalarina



verilmesinin ¢ok zahmetli bir ¢alisma olmasi ve biliylik 6l¢iide insan giicii ve maliyet
gerektirmesi, bu uygulamanin dezavantajlarini olusturmaktadir. Uretim esnasinda zaman
zaman ¢esitli sebeplerden dolay1 ¢ok sayida R. grandis larva ve erginin 6liimii meydana
gelmekte, bu da maliyeti arttirmakta ve miicadelenin basar1 sansini azaltmaktadir.

D. micans, yukarida da belirtildigi gibi iilkemiz ladin ormanlar1 agisindan biiyiik bir
sorun olarak karsimizda durmaktadir. Bu zararlinin ladin ormanlarindaki mevcut zarar
durumu ve potansiyel tehdit konumu, uygulanmakta olan degisik onlemlere ve miicadele
yontemlerine ragmen, cok Onemli bir problem olarak ortada durmaktadir. Mevcut
uygulamalarin bu soruna yeterli bir ¢éziim saglayamamis olmasi, ilave yeni ¢0ziim
yollariin da ortaya konulmasini gerektirmektedir. Bu noktada, zararliyla miicadelede yeni
yaklagim ve entegre yontemlerin gelistirilmesi ve uygulanmasi artik kacinilmaz bir hale
gelmistir. Bilindigi gibi diinyada boceklerden izole edilen viriis, bakteri, fungus, nematod
ve protozoonlar1 kapsayan ¢esitli preparatlar zararlilarin mikrobiyal miicadelesinde yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (Boucias & Pendland, 1998; Demirbag vd., 2008 ).

Biyolojik miicadele, bir zararli organizmanin popiilasyon yogunlugunu veya etkisini
olabileceginden daha aza indirmek ve daha zararsiz hale getirmek i¢in bagska
organizmalarin kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001). Mikrobiyal miicadele ise biyolojik
miicadele etmenleri olarak bakteri, fungus, protozoa, viriis ve nematod gibi
mikroorganizmalarin kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001; Lacey ve Goettel., 1995;
Demirbag vd., 2008).

Entomopatojenler olarak adlandirilan bu mikrobiyal miicadele etmenleri zararl
boceklerde, parazit ve predator boceklerden sonra biyolojik miicadelede en yaygin
kullanilan ve gelecekte timitvar olan bir grubu olusturmaktadirlar (Daecon, 1983)

Su ana kadar yapilan tiim miicadele g¢aligmalar1 sonucunda kabuk bdcekleriyle
miicadelede belirli yerlerde bazi basarilar elde edilmistir. Ancak, yiiriitiilen tiim miicadele
caligmalarina ragmen, zararli, yayilisin1 bliyiik bir hizla devam ettirmektedir. Zararlinin
kiiglik bir bolgeden baglayan bulasmasinin tiim Karadeniz Bolgesi Ladin ormanlarina
yayilmasi engellenememistir. Zararlinin ladin ormanlarinda dogrudan yaptigi zarardan
sonra, zayif diisen agaclar, sekonder zararli diger kabuk bdceklerinin bu agaclara
saldirmasina da neden olmaktadir. Kabuk boceklerinin sebep oldugu zararlar nedeniyle her
yil on binlerce metrekiip agac kurumaktadir. Kuruyan agaclar, grup ve kiimeler halinde

kesildigi i¢in ormanlarda biiylik acikliklar meydana gelmektedir (Eroglu, 1995). Sonug



olarak, gercek ve aci olan durum, bu zararlinin halen etkili bir sekilde yayilmaya ve
zararini siirdiirmeye devam ettigidir.

Bu yayilist engellemek i¢in yapilan diger bir ¢alismada, Yilmaz vd. 2006 yilinda D.
micans’in bakteriyal florasini belirlediler. Ancak, belirlenen bakteriyal izolatlarin bocege
yedirilmesi bir tiirlii basarilamadi. Dolayisiyla, izolatlarn D. micans iizerindeki
patojeniteleri tespit edilemedi. Bu durum, etmenin bocek tarafindan besinle alinmasi
gerektiginden, kabuk boceklerinin  miicadelesinde diger mikrobiyal etmenlerin
kullanilabilecegi alternatif yontemlerin gelistirilmesi zorunlulugunu ortaya koymaktadir.
D. micans’imn biyolojisi ve Dogu Karadeniz Bolgesi’nin iklimsel kosullar1 dikkate
alindiginda, bu zararliyla miicadelede en etkili mikrobiyal yontemin entomopatojenik
funguslara ait bir preparatla yapilabilecegi diislincesini dogurmaktadir. Ayrica, zararliyla
halen yiiriitilmekte olan miicadele programlariyla birlikte, entegre miicadele seklinde de
entomopatojenik funguslarin kullanilabilecegi kuvvet kazanmaktadir. Diger patojenlerin
aksine, fungal preparatlarin bocek tarafindan besinle yenilmesine gerek yoktur. Zaten bu,
yukarida da belirtildigi gibi zordur. Ciinkii bocek sadece kabuk altinda beslenmektedir.
Bakteriyel bir etmenin kabuk altina ulastirilmas: da oldukga zordur. Fungal etmenlerin
bocek galerilerine ulastirllmasinda ergin bdceklerin kullanilma potansiyellerinin yiiksek
olmasi, bu etmenlerin kabuk zararlilarina kars1 kullanilma potansiyellerini arttirmaktadir.
Karadeniz Bolgesinin nem ve sicaklik degerleri fungal sporlarin ¢imlenmesi ve fungal
preparatlarin dogada devamliliklarinin saglanmasi agisindan yeterli goriilmektedir. Ayni
zamanda, fungal etmenin bu bdlgeden izole edilmis lokal bir preparat olmasi, bolgeye
yabanci olmayan, dogal ve ¢evrede uzun siire kalabilen etkili bir etmenin kullanilmasini
saglayacaktir. Bu durumlar g6z 6niinde bulundurularak, yapilan ¢aligmalarda Sevim (2010)
ve Sevim vd. (2010) Beauveria cf. bassiana’nin D.micans’a kars1 iyi bir miicadele etmeni
olabilecegini belirlemistir. Entomopatojenik funguslarin D. micans’a karsi biyolojik
miicadele etmeni olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Belirtilen hususlar dogrultusunda, bugiine kadar yeterince 6nem verilmemis olan,
ladin ormanlarimizin en biiylik zararlist Dev soymuk bocegi ile miicadelede zararlidan
izole edilmis 12 EPF’dan zararli iizerinde en yiiksek insektisidal etkiye sahip sus
belirlendi. Belirlenen izolatin molekiiler karakterizasyonu, D. micans tiizerindeki doz
denemleri, horizantal dagilimi, kiitiik denemeleri, Rhizophagus grandis tizerindeki dolayli
ve direk etkisinin belirlenmesi Ips sexdentatus ve Ips typographus tizerindeki insektisidal

etkileri belirlendi.



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

1.2.1. Dendroctonus micans’in Yayilisi

Diinyada bilinen 50 ladin tiirtinden biri olan Avrasya Ladini, Picea orientalis (L.)
Link. dogal olarak Dogu Karadeniz ve Kafkas daglarinda yayilmigtir. Toplam alani
297.396 ha olan ladin ormanlarimiz (Konukgu, 2001), sirasiyla 1960 ve 1980’1 yillardan
bu yana, Avrasya ladin ormanlarinin en tehlikeli kabuk boécekleri olan Dendroctonus
micans (Kug.) (Dev soymuk bocegi), Ips sexdentatus (Boern.) (Oniki disli kabuk bocegi)
ve Ips typographus (L.) (Sekiz disli kabuk bocegi)’un ¢ok ciddi tehdidi altina girmistir.
Kuzey yarim kiirede bu bdocek tiirleri gibi kabuk bodcekleri periyodik olarak biiyiik
populasyonlar olusturarak birkag¢ yil igerisinde genis alanlardaki milyonlarca saglikli
agacin Olimiine yol agmustir (Christiansen ve Bakke, 1997). Dev soymuk bdcegi,
Dendroctonus micans, Coleoptera takimina ait Scolytidae (Kabuk Bocekleri) familyasinin
en biiyiik bocegidir. Dendroctonus micans, diinyada 20 dolayinda tiirle temsil edilen
Dendroctonus Erichson cinsinin, Avrasya’daki baslica temsilcisidir (Brown ve Bevan,
1966; Fielding vd., 1991a; Lempériére, 1994). Bu tiirlerden iki tanesi Asya ve Avrupa
konifer ormanlarinda yasar. Bu iki tiirden biri olan Dendroctonus armandi Tsai ve Li
Cin’de endemiktir. Avrasya ormanlarinda yayilis gosteren diger bir tiir olan Dendroctonus
micans ise ilk kez 1794 yilinda Picea abies iizerinde kesfedilmistir (Brichet ve Severin,
1903). Fakat yikici etkisi ancak 1852 yilinda fark edilmistir (Fielding ve Evans, 1997).
Kuzey Avrasya kokenli D. micans’in yayilisi, yaklasik son 100 yildir diizenli olarak
genislemektedir. Doguda Sakhalin Adas1 ve Kuzey Japonya’dan Kuzey ve Bati Avrupa’ya
kadar uzanan alanda varligini1 giicli ve etkili bir sekilde siirdiirmektedir. Belirtilen
cografyada, ladinin yetistigi tiim alanlarda bulunmaktadir. Almanya, Avusturya, Belgika,
Bulgaristan, Cek Cumhuriyeti, Cin, Danimarka, Estonya, Finlandiya, Fransa, Giircistan,
Ingiltere, Isveg, Isvigre, Italya, izlanda, Hollanda, Japonya, Kafkasya, Kazakistan, Kore,
Kuzey Amerika, Litvanya, Liiksembourg, Macaristan, Norveg, Polonya, Romanya, Sibirya,
Tiirkiye ve Yugoslavya’da varligi tespit edilmistir. Fransa, Giircistan, Tirkiye ve
Ingiltere’de yakin tarihlerde ulastigi bolgelerde halen siddetli zararmi siirdiirmektedir
(Khobakhidze, 1965; Alkan, 1985; Fielding ve Evans, 1997). Ulkemizde tespit edildigi
1966 yilindan (Acatay, 1968) bu yana ladin ormanlarimizin hemen tamamina yayilmistir.

D. micans, gesitli iklim ve orman sartlarina uyum saglayacak yetenektedir. Ulkemizde ilk



defa 1966 yilinda tespit edilen Dendroctonus micans’in (Acatay, 1968), 1972-1985
yillarindan itibaren etkili olmustur (Keskinalemdar ve Ozder, 1995). D. micans giiniimiizde
Artvin Orman Bolge Miidiirliigii ladin ormanlarinda 170.000 ha, Trabzon Orman Bolge
Miidiirliigli ormanlarinda yaklasik 44.000 ha, Giresun Orman Bolge Miidiirliigii
ormanlarmda 70.000 ha ve Erzurum Orman Bélge Miidiirliigii Ardahan Isletmesi Posof
ormanlarinda 1000 ha alana yayilmis durumdadir. D. micans’a kars: yiiriitiilen biyolojik

ve mekanik miicadele ¢alismalarina ragmen yayilisini hizla arttirmaktadir (Eroglu, 1995).
1.2.2. Dendroctonus micans’in Zarari

D. micans’in Tiirkiye’deki varligi ilk olarak 1966 yilinda Posof Ormanlarinda ortaya
cikmistir. Ardindan 1971 yilinda Savsat Ormanlarinda tespit edilmistir. Artvin’de 1972-
1985 yillarinda en az 8.000.000 adet ladin agacini kuruttugu hesaplanmistir. Eroglu (1995),
D. micans’in Artvin ve Giresun ormanlarinda agaglarin % 36’sina zarar verdigi ve bunlarin
% 25’inde zararim siirdiirdiigiinii tespit edilmistir. Glinlimiize bu zararlinin birikimli olarak
ladinlerin % 39’una zarar verdigi belirlenmistir (Ozcan vd., 2006). D. micans’m zarari
nedeniyle, 1994-2006 yillarinda Trabzon Orman Bolge Midiirligii ladin ormanlarinda
101.671 m*, 1999-2008 yillarinda Magka Orman isletmesi ladin ormanlarinda 85.000 m?,
1986-2001 yillarinda Giresun Orman Bolge Miidiirliigii ladin ormanlarinda 210.000 m®
ladin agaci kurumustur. Avrasya’daki yayilig alan1 icinde Picea, Abies, Pinus cinslerine ait
cesitli tiirlerinde de zarar yaptig1 tespit edilen D. micans, iilkemizde Avrasya ladini (Picea
orientalis)’ni tercih etmektedir. Bulastigi agaglarin floem ve kambiyum katmanlarini
tilkketerek 6ldiirmekte; floem ve kambiyum alanlarinin zarar gérme derecesine gore agaglar
ya Olmekte ya da diger kabuk boceklerinin kolaylikla iireyebilecegi uygun kulucgka
ortamlarina sahip olmaktadir.

Dendroctonus micans erginleri, konukc¢u oldugu agaclarin kabuklari {izerinde bir
giris deligi acarak kabuk altina girer. Floem tabakas: ibrelerde fotosentezle olusturulan
seker ve aminoasitleri koke ilettiginden, seker ve besinler bakimidan zengindir (URL-3).
Birkag galerinin bir araya gelmesi sonucu aga¢ biiylik Olciide yaralanir ve kurur.
Dendroctonus micans oncelikle sekonder zararlidir ve ilk etapta yarali, budanmis veya
zayif diismiis agaclan tercih eder. Firtina ve taban suyu eksikligi gibi sebeplerden dolay1
giicsliz diisen agaglarda kitle halinde iireyerek ¢ok ciddi fizyolojik zararlara yol agar.

Bocek populasyonunun yiiksek oldugu alanlarda saglikli agaglara da giderek primer zararh



konumuna gecer (Selmi, 1998). Yayilis alaninda bulunan ince ¢apli agaglart (8 cm), bir
Dendroctonus micans yuvasi bir yilda kurutabildigi gibi kalin ¢apli agaglart (100 cm),
yuva sayisina gore zayif diislirmekte ve ii¢ yil gibi kisa bir siirede kurutmaktadir
(Keskinalemdar, 1986). Bu tarz bir zarara maruz kalan ladin agaclar1 endiistrinin bir¢ok
dalinda kullanilan degerli bir meta iken, ancak yakacak olarak degerlendirilebilir duruma
gelmektedir.

Saldirdiklar1 agaglarin kokiin tist kisimlarindan baglayarak gévdenin takriben 8 metre
yiiksekligine hatta tepe catisina kadar olan kisimlarinda tirerler ve orda galeriler acarlar
(Sekil 1) . Kalin dallar hatta taze kalin siirglinlerde bile tahribata yol agabilirler (Selmi,
1998).

Biitiin bunlara ek olarak kabuk boceklerine karsi yiiriitiilen miicadele ¢aligsmalarinda
yapilan harcamalar da 6nemli bir ekonomik yiik getirmektedir. Tiim bu kayiplar nedeniyle

kabuk bocekleri lilkemizdeki en dnemli orman zararhilaridir.

Sekil 1. Dendroctonus micans’in ladin tizerindeki zarar1



1.2.3. Dendroctonus micans’in Biyolojisi

1.2.3.1. Yumurta

D. micans’m kirli beyazimsi agik sari renkli olan yumurtalarinin boylar1 1095-1125
mikron ve enleri 622—655 mikron arasinda degismektedir (Serez, 1979). Bir tarafi az
sivrice olan yumurtalar1 olgunlasmamis hashas tohumunu andirir (Sekil 2a). Yumurta
galerisi, i¢gine yumurtalarin konuldugu regine ve 6giintii ile kapl genis bir kanaldir (Bevan,

1987).

1.2.3.2. Larva

Beyaz renkte, ayaksiz ve gozsiiz olan larvalarin boylar1 10-13 mm arasindadir
(Sekil2b). Viicutlar, 3 gogiis ve 9 karin segmenti olmak iizere 12 halkadan ibarettir.
Larvalarin iizerinde gesitli bolgelerde goriilebilen uzun killar vardir. Larvalarin ortalama
bas kapsiil genisligi birinci evrede 0,551 mm, ikinci evrede 0,861 mm, igiincii evrede
1,159 mm, dordiincii evrede 1,463 mm ve besinci evrede ise 1,767 mm olarak ol¢iilmiistiir

(Serez, 1979).

1.2.3.3. Pupa

Larvalar olgunlastiklarinda birbirinden ayrilarak her biri 6glintiiler igerisinde uzun
bir pupa besigi hazirlar. Pupa donemi 2-3 hafta siirer. Pupadan ¢ikan geng erginler tireme
yerini terk etmeden, larva yiyim yerinin bir kenarindan baglayarak kabukla odun arasinda
seklinde bir yol agarak olgunluk yiyimi yaparlar. Kanat ortiileri siyahlasan erginler burada
ciftlesir ve bir ¢ikis deligi acarak konukcu agac aramak i¢in yalniz disiler burayi terk eder.
Pupalar ergine benzer fakat onlara gore daha agik renklidir ( Sekil 2d ).

1.2.3.4. Ergin

Tiirkiye ve Avrupa’da yasayan Kabuk boceklerinin en irisi olan D. micans 5,5-9 mm

biiyiikliiktedir (Erkekler 5,5 — 6,5 mm, disiler 7-9 mm.). Erginleri silindir seklinde, koyu



kahverengi ya da siyahimsidir (Sekil 2c). Geng erginlerin {lizerinde grimsi sar1 renkte uzun
seyrek killar vardir. Anten ve bacaklar1 kirmizimtirak kahverengidir. One dogru daralan
boyun kalkanlarinin eni boyundan fazladir. Antenlerin sap1 ile topuzu arasi bes parga olup,
ikinci par¢a daha uzundur. Anten topuzu yassi ve dort parcadan olusmustur. Topuzun

birinci pargasi diger {i¢ parcanin uzunlugu kadardir.

Sekil 2. Dendroctonus micans’in hayat evreleri a: Yumurta ; b: Larva ; c: Ergin; d:
Pupa (URL-4)

1.2.4. Dendroctonus micans’in Yasam Dongiisii

Scolytidae familyasina ait tiirlerin en biiyiigii olan Dendroctonus micans, ¢ogu diger
scolytid tiirlerinden farkli karakteristik bir hayat dongiisiine sahiptir (Fielding ve Evans,
1997). D. micans’in yasam dongiisii, yasadig1 cografyada biiyiik ¢esitlilik gosteren iklim
kosullarina biiylik oranda uyum saglamistir. Yasam dongiisiiniin siiresi yumurtalarinin ne
zaman konulduguna ve ortam sicakligina gore biiyiik degisiklik gosterir. Yaz sonunda ve

sonbaharda birakilan yumurtalar kiglar ve sonraki ilkbaharda gelisimlerini tamamlar.
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Yapilan gozlemlere gore, D. micans’in hayat dongiisiiniin 1- 3 yil arasinda oldugu tahmin
edilmektedir (Lempériere, 1994; Fielding ve Evans, 1997). Bocegin tam bir hayat
dongiisiinii tamamlamas1 Iskandinavya’da 2-3 yil siirebilirken, Tiirkiye ve Giircistan’da
12-15 ay Ingiltere’de ise 10 ile 18 ay arasinda degismektedir (Fielding ve Evans, 1997).

Ciftlesme, ergin bocekler tam kitinlesmeden ve kabuktan ¢ikmadan once kabuk
altinda gergeklesir. Disiler gogunlukla ayni nesle ait erkekler tarafindan déllenir. Bu durum
tir i¢inde erkeklerin az sayida olmasi ile agiklanir. Uygun sartlar saglanmadiginda ergin
bocekler kabuk altinda uzun siire kalabilirler ve agagta agtiklar1 oyuklar i¢inde biiyiik
gruplar halinde bulunurlar. Larvarin ortaya g¢ikardigi ogtntiilerini ¢igner ve bazen de
kulugka sistemleri i¢inde kendi boyutlarinda siitunlar olustururlar. Cikis delikleri kulugka
sistemlerini Orten ince kabukta acilir ve bu sirada oldukca fazla miktarda toz halinde
ogintii disart atilir. Kabuk altinda soymuk tabakasini yiyen D. micans geng erginleri 30
giin i¢inde olgunluk yiyimini tamamlarlar ve ¢iftlestikten sonra yalniz disiler bulunduklari
yeri terk ederek yeni kulugka agaclar1 ararlar (Serez, 1979). Ciftlesen disiler ¢ogunlukla
yerden itibaren 1,5 m’lik kisma yerlesmektedir. Daha sonra agacin yukari gévde kisminda
zararh olur. Ozellikle biyolojik olarak zayif diismiis olan agaglarda kolaylikla iiremektedir
ve 5-7 giinde ancak agaci delebilir. Saldiriya ugrayan agaclarin oldukca kuvvetli regine
salgilamasina ragmen, bocekler kambiyuma girmede basarili olur. Ancak genellikle
saglikli agaglarda regine salgisi i¢inde bogulurlar. Diismanlarin girisini engellemek igin
giris deligi ¢ogu kez Ogiintiiyle kapatilir. Bu nedenle, bocegin konak agaca girdigi ilk
donemlerde predatorlerle iliskisi olduk¢a azdir (Yiiksel, 1997).

Ugus, birgok bocegin ayni ugus deligini kullanmasiyla uzun bir siirede gerceklesir
(Fielding ve Evans, 1997). Geng disilerin ugus doneminde belirledigi birka¢ yol vardir.
Bazi bireyler kabuk altindan ¢ikmadan bulunduklar1 kulucka sisteminin siirinda yeni
galeriler acarlar. Bazilar1 kabuk altindan c¢ikar fakat ayn1 agagta kalarak kendi kulugka
sistemlerinin yakininda yeni galeriler olustururlar ve bazilar1 da yeni agaclari istila etmek
tizere ugarlar veya gezinirler (Fielding ve Evans, 1997). Ucus, mayis ve eylil aylar
arasinda, cografi farkliliklara bagl olarak 18-23°C arasinda gerceklesir (Vouland vd.,
1985; Fielding ve Evans, 1997). Disi bocek 1,5-10 cm genisliginde bir veya birkag ana
yol agarak buralara sarimsi beyaz renkteki yumurtalarini 20-60’ar yigmlar halinde olmak
tizere, 300’e kadar yumurta birakabilir (King ve Fielding 1989). Yumurta sayist 1-200
arasinda degismekte ve galeri basina ortalama yumurta sayis1 51 adet olmaktadir (Alkan-

Akinci, 2006). Yumurtalarint ¢ogunlukla bir oyugun kenarma birakmalartyla dikkati
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¢ekerler. Yumurtalar 10—15 giin sonra agilirlar (Serez, 1979). Birkag¢ disi birbirine yakin
alanlara yumurta koydugunda genellikle kulugka sistemleri birlesir ve agaci biiyiik alanda
yaralarlar (Grégoire, 1988). D. micans larvalarinin kabuk bocekleri igerisinde ender olan
bir 6zelligi; larva donemlerinin neredeyse tamamini kabuk altindaki kulugka odalarinda
toplu halde gegirmeleridir. Larvalar bireysel galeriler olusturmak yerine bazen 50’den fazla
bireyden olusan beslenme hatt1 olusturarak floeme dogru yan yana oyuk acarlar (Grégoire
vd., 1982; Grégoire, 1988). Bu davranisin larvalarin konukgu agacin regine savunma
mekanizmasiin {istesinden gelmesine yardimci oldugu diisiiniilmektedir. Kulugka
odasinda, larva beslenme hatti, merkezden yukariya ve disa dogru ilerler, larvalar bu hattan
sadece diski bosaltmak ve deri degistirmek igin ayrilirlar. Larvalar regineli artiklari
kafalariyla bir araya getirerek kulugka alami iginde “ada”lar olustururlar. Ogiintii, doku
artitklar1 ve hatta ayni ailenden olan 6li bireyler beslenme hattinin gerisindeki bu
“ada”larda biriktirilir (Fielding ve Evans, 1997). Ekim ayinda birakilan yumurtalardan
cikan larvalar kis1 bu hayat doneminde gegirdikten sonra bir sonraki yil Haziran ayi
ortalarindan itibaren pupa olmaya baslarlar. Mart ay1 sonlarinda birakilan yumurtalardan
cikan larvalar da Agustos ay1 igerisinde pupa olurlar ve kis1 ergin halde gegirirler (Serez,
1979). Yapilan aragtirmaya gore, ‘larva familya yenigi’ tipindeki iireme yollarinda birlikte
tahribat yapan larvalar son V. Dénemlerini tamamladiktan sonra geride biraktiklari 6giintii
ve artiklar arasinda diri oduna az dokunmus Vaziyette hazirladiklar1 pupa besiklerinde
pupalasirlar (Acatay, 1968; Serez, 1979). Pupa evresi hava halleri durumuna gore 17-23
giin (2-3 hafta) arasinda degismektedir. Pupa evresinden ¢ikan geng erginler bulunduklari
kulugka yerlerini derhal terk etmezler. Onceleri kahverengi ve daha sonra madeni siyah
rengine doniisen erginler pupa evresini gegirdikleri yerin hemen kenarindan baglamak
suretiyle diger kabuk boceklerinde oldugu gibi olgunluk yiyimine baglarlar (Serez, 1979).
Disi kambiyuma ulaginca yukariya dogru 2 cm’lik bir oyuk agar ve burada icersine
100-150 yumurta birakacagi yumurta odacigini olusturur (Fielding ve Evans, 1997). Birkag
disi ayn1 agag tlizerinde birbirine yakin alanlara yumurta koydugunda, genellikle kulugka
sistemleri birlesir ve aga¢ biiyiikk oranda yaralanir. Yumurtadan ¢ikan Dendroctonus
micans larvalarmin kabuk bocekleri icersinde ender goriilen bir &zelligi vardir. Larva
donemlerinin neredeyse tamamini kabuk altinda gegirirler. Larvalar bireysel galeriler
olusturmak yerine bazen 50’den fazla bireyden olusan beslenme hatti olusturarak floeme

dogru yan yana oyuk agarlar. Bu davranisin, larvalarin konukc¢u agacin regine savunma
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mekanizmasinin {istesinden gelmesine yardimci oldugu diisiiniilmektedir (Fielding ve
Evans, 1997).

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

Ug¢ma zamani, yumurta doneminde kislamasi halinde Eyliil, larva déneminde
kislamasi halinde ise Temmuz ve Agustos, pupa doneminde kislamasi halinde de Mayis ve
Haziran bas1 olarak tespit edilmistir. Ozellikle Mayis ve Ekim aylar1 arasinda herhangi bir
giinde, konak agacta yumurta, larva, pupa ve ergin evrelerinde goriilmeleri miimkiindiir

(Fielding ve Evans, 1997).

1.2.5. Dendroctonus micans ile Miicadele

D. micans iilkemizde ilk defa 1966 yilinda Ardahan Orman Isletmesi, Posof
Ormanlarinda goriilmiistiir. ik yillarda (1966-1970 yillar1 aras1) zararliyla yapilan
miicadele kesilen agaclarin kabuklarinin soyularak yakilmasi seklinde gerceklestirildi. Bu
miicadele yontemiyle yeterince basar1 saglanamayinca, kabuk boceklerine karst yiiriitiilen
miicadele ¢alismalarinda, Dendroctonus micans’a karst Artvin Orman Bolge Miudirligi
ladin ormanlarinda 1972—-1985 yillarinda, 27.900 ha alanda kimyasal miicadele yapilmaistir.
Ancak bu galismadan herhangi bir yarar saglanamamistir (Alkan, 2000). Ayrica, tamamen
kimyasal kokenli ilaglarin dogaya verilmesi pek ¢ok yararli bocek ve diger canlilart (da
oldiirmiis ve biylik bir gevre kirliligine yol agmistir. D. micans ile yapilan en etkili
miicadele yontemlerinden biri de Rhizophagus grandis (Gyll.) (Coleoptera:
Rhizophagidae) adli kinkanatli bir predatér (yirtict = avel) bdcegin insektaryumlarda
(laboratuar) tretilerek, zararli bocegin yogun oldugu sahalardaki bulasikli agacglara
verilmesiyle yapilan biyolojik miicadeledir (King vd., 1991). Bu yontem, komsu iilke
Giircistan'da 1963 yilinda biiyiik boyutlu bir biyolojik miicadele programiyla uygulamaya
konulmustur (Khobakhidze, 1965; Khobakhidze vd., 1970). Daha sonra ayn1 yontem 1983
yilinda Ingiltere ve Fransa’da uyguland1 (Gregoire vd., 1984; Gregoire vd., 1989). Son
olarak da 1984 yilinda iilkemizde uygulanmaya basland1 (Alkan ve Aksu, 1990; Fielding
vd., 1991a; Eroglu, 1995; Eroglu, 1997). Artvin, Trabzon ve Giresun Orman Bolge

Miidiirliikleri basta olmak iizere cesitli bolge miidiirliikleri blinyesinde yapilan c¢aligmalar
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sunucunda tiretilen 8.000.000 adetten fazla R. grandis bocekli ladin agaglarina verildi
(Eroglu vd., 2010). Ancak, Fransa’da oldugu gibi predatoriin daha yavas yayilmasi
nedeniyle heniiz yerlesmedigi alanlarda veya Ingiltere’de oldugu gibi predatdriin dogal
engelleri heniiz asmadig1 yerlerde D. micans salginlar1 meydana gelmektedir (Gilbert vd.,
2003). R. grandis’in laboratuarda iretilmesi, predatoriin ormandaki zararli yuvalarina
verilmesinin ¢ok zahmetli bir ¢aligma olmasi1 ve biiylik 6l¢iide insan giicii ve maliyet
gerektirmesi, bu uygulamanin dezavantajlarmni olusturmaktadir. Uretim esnasinda zaman
zaman ¢esitli sebeplerden dolay1 ¢ok sayida R. grandis larva ve erginin 6liimii meydana
gelmekte, bu da maliyeti arttirmakta ve miicadelenin basari sansin1 azaltmaktadir.

Yilmaz (2004) ve Yilmaz vd. (2006) ¢alismalarinda D. micans’in bakteriyal florasini
belirlemis olmalarina ragmen, belirlenen bakteriyal izolatlarin bocege yedirilmesi bir tiirlii
basarilamadi. Dolayisiyla, izolatlarin D. micans {izerindeki patojeniteleri tespit edilemedi.
Sevim (2010) ve Sevim vd. (2010) ¢esitli toprak 6rneklerinden izole ettikleri Beauveria cf.
bassiana’nin D. micans’a kars1 iyi bir biyolojik miicadele etmeni olabilecegini belirlediler
ve fungusun D. micans’a karsi biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilabilecegini ortaya
koydular.

Bu baglamda, biyolojik miicadelede kullanilan etmenler igerisinde funguslarin say1
ve tir bakimindan fazla olmalar1 ve dolayisiyla genis bir konukc¢u spektrumuna sahip
olmalart1 yaninda, birgok fungus tiirlinlin suni besi ortamlarindan kolaylikla
yetistirilebilmesi ve ticari liretim i¢in uygun olmalar1 gibi nedenler, biyolojik miicadelede
kullanimlar1 agisindan bu etmen grubunun Onemini artirmaktadir. Ayni1 zamanda
entomopatojenler  funguslar  zararli  boceklerde  hastalik  olusturarak  bocek
populasyonlarinin dengede tutulmasini ve zararlarinin minimuma indirilmesini saglarlar.
Bu entomopatojen funguslarin biiyiilk ¢ogunlugu konaga o6zel oldugu igin yalmizca
miicadele yapilmak istenilen organizma {izerinde etkindir. Bu ozelligiyle, faydali ve
predator bocekler, hayvanlar ve insanlar gibi hedeflenmemis organizmalar {izerinde
herhangi bir risk olusturmazlar. Bunlar tamamen dogal olmalar1 sebebiyle ekosistemde
herhangi bir kirlilige yol agmazlar. Bu durum, entomopatojenik funguslarin zararlinin

miicadelesinde alternatif yontemlerin birisi olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.
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1.2.6. Entomopatojenik Funguslar (EPF)

Funguslar boceklerde hastaliga sebep olarak ilk kaydedilen ve zararli kontroliinde ilk
kullanilan mikroorganizmalardir (Rombach ve Gilespie 1988). Entomopatojenik funguslar,
funguslarin ¢esitli sekillerde boceklerle ve diger artropodlarla birlikte hareket eden
genuslarii ihtiva eder. Bu EPF’ler, bocek konaklariyla saprofitik, kommensalistik,
parazitlik veya patojenik iligkiler kurabilir. Entomopatojenik funguslar bodcek
populasyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir. Bes farkli siif igerisinde farkli
bir dizilis gostermekte olan entomopatojenik funguslar spesifik bocek tiirlerini enfekte
eden zorunlu patojenler, pek cok bocek tiirlinii enfekte edebilen genel patojenler ve
fakdiltatif patojenler olarak gruplandirilabilir. Fungal epizootikler bazi bocek tiirlerinde
yaygin olmasma ragmen, bazi bocek tiirlerinde ise nadir goriilir (Goettel vd., 2005).
Entomopatojen funguslara olan ilgi ¢ok eski donemlere dayanir. Lepidoptera larvalarini
enfekte eden Cordyceps ilk olarak eski Cin’de belirlenmistir. Funguslar tarihi siirecte
Misir, Roma, Yunan, Cin gibi eski medeniyetlerde tibbi ve beslenme amagli kullanilmistir.
Simdilerde ise entomopatojenik funguslardan tibbi bilesikler izole edilip kullanilmaktadir
(Butt vd., 2001).

1.2.6.1. Entomopatojenik Funguslarin Siniflandirilmasi

Giintimiize kadar bocek ve akarlarda patojen olan funguslarin Mastigomycotina,
Zygomaycotina, Ascomycotina, Basidiomaycotina ve Deoteromycotina’ya takimina ait
oldugu ve tiir sayilarmin 800 civarinda oldugu bilinmektedir. Bununla beraber
entomopatojen funguslarin ¢ogunun Zygomycotina (Zygomycetes: Entomophotorales) ve
Deuteromycotina (Hypomycetes: Moniliales) igerisinde yer aldigi, entomopatojen
funguslarin en 6nemli gruplari bilinen asekstiel formlarinin Deuteromycotina sinifi i¢inde
bulundugu, bunlarin oldukg¢a genis bir (19 adet) konukg¢u spektrumuna sahip oldugu
belirlenmistir. On plana ¢ikan cinsler; Beauveria (B. bassiana), Metarhizium (M.
anisopliae), Paecilomyces (P. fumosoroseus), Nomuraea (N. rileyi) (Farlow) ), Verticillum
(V. lecanii) ve Aschersonia (A. aleyrodis) oldugu, diger 6nemli gruplarin ise Zygomycotina
simifinin Entomopthorales takimi iginde yer aldigi ve dnemli cinslerin ise Entomopthora
(E. musca (Cohn) Fress) Conidiobolus (C. coronatus (Constantin) Batko), Erynia (E.

neoaphidis Remaudiere & Hennebert (=Entomophtora aphidis Hoffmann)), Zoophthora
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(Z. radicans (Brefeld)) ve Tarichium (T. gammae Weiser) oldugu bildirilmektedir
(Driesche ve Bellows 1996). Entomopatojen funguslardan, Lagenidium, Entomophaga,
Neozygites, Entomopytora, Erynia, Aschersonia, Verticillium, Nomuraea, Hirsutella,
Metarhizium, Beauveria ve Paecilomyces cinslerinin 6nem kazandigi belirtilmektedir
(Roberts ve Wraight 1986).

Entomopatojenik funguslarin sistematik pozisyonlarina dayanarak ortaya cikarilan
gruplandirmada entomopatojenik veya entomoparazitik funguslar Blastocladiomycota
(Coelomomyces spp, Coelomycidium simulii), Entomophthoromycotina,
Kickxellomycotina (Harpellales ve Asellariales), Eurotiomycetes (Ascosphaera ve diger
cinsler),  Laboulbeniomycetes  (ektoparazitik  ascomycetes),  Dothideomycetes
(Myriangium), Sordariomycetes (¢ogunlukla Hypocreales igerisinde) ve Pucciniomycetes
(Septobasidium ve akrabalar1) gruplart igerisinde yer aldigimmi sdylemek miimkiindiir
(Humber, 2008). Bazi 6nemli entomopatojenik funguslarin detayli siniflandirilmasi Tablo
1°de verilmistir (Humber, 2008; Roy vd., 2006).
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Tablo 1. Funguslarin siniflandirilmasi ve bazi 6nemli entomopatojenik funguslarin fungi
alemi igerisindeki taksonomik pozisyonlar

Filum Chytridiomycota
Filum Neocallimastigomycota
Filum Blastocladiomycota =
Filum Microsporidia S
Filum Glomeromycetes N T
Alt filum Mucormycotina (filum atanmadt) S = =
Alt filum Kickxellomycotina (filum atanmadi) g = &
Orders Harpellales, Asellariales S & &
Alt filum Zoopagomycotina (filum atanmadt) ;% -
Alt filum Entomophthoromycotina (filum atanmads)
Takim Entomophthoralean
Familya Entomophoraceae
Cins Entomophaga
Entomophthora
Erynia
Eryniopsis
Furia
Massospora
Strongwellsea
Pandora
Tarichium
Familya Neozygitaceae
Cins Neozygites
Zoophthora
Alt alem Dikarya
Filum Ascomycota
Alt filum Pezizomycotina
Siif Eurotiomycetes
Siif Dothideomycetes
Siif Laboulbeniomycetes
Siif Lecanoromycetes (likenler)
Siif Orbiliomycetes
Simif Sordariomycetes
Takim Hypocreales
Familya Clavicipitaceae
Cins
Telemorf Hypocrella
Metacordyceps
Regiocrella
Torrubiella
Anamorf Aschersonia
Metarhizium
Nomuraea
Paecilomyces-gibil
Pochonia

Rotiferophthora
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Tablo 1’nin devami

Verticillium-gibi2

Familya Cordycipitaceae

Cins

Telemorf Cordyceps s.str.
Torrubiella

Anamorf Beauveria
Engyodontium
Isaria
Lecanicillium
Mariannaea-gibi
Microhilum
Simplicillium

Familya Ophiocordycipitaceae

Cins

Telemorf Ophiocordyceps
Elaphocordyceps

Anamorf Haptocillium
Harposporium
Hirsutella

Hymenostilbe
Paecilomyces gibi'
Paraisaria
Sorosporella
Syngliocladium
Tolypocladium
Verticillium gibi®

Filum Basidiomycota

Alt filum Pucciniomycotina

Siif Pucciniomycetes (rust fungus)
Takim Septobasidiales

Alt filum Ustialginomycotina (smut fungus)
Alt filum Agaricomycotina

1 Onceden Paecilomyces sect. Isarioidea icerisinde yer alan tiirler. Giiniimiizde bu
tirler Paecilomyces’den ve Isaria’dan kesin bir sekilde ayrilmistir.
2 Onceden Verticillium sect. Prostrata igerisinde yer alan tiirler. Giiniimiizde bu tiirler
Verticillium’dan kesin bir sekilde, ayrilmig fakat yeni siniflandirilmalart
yapilmamustir.

1.2.6.2. Entomopatojenik Funguslarin Genel Ozellikleri
Deacon (1983), entomopatojen funguslarin diger mikrooganizmalardan c¢ok daha

genis konukguya sahip oldugunu, Lepidoptera, Homoptera, Coleoptera ve Diptera

takimlarinda yaygin olarak enfeksiyon yapabildiklerini, bunlardan; B. bassiana, M.
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anisopliae ve V. lecanii tiim diinyada yaygin tiirler olduklarini, baz1 fungus tiirlerininde
konukcuya spesifik olduklarini, Hirsutella thompsonii ile akarlar arasinda ve
Culicinomycetes spp. ile sivrisinek tiirleri arasinda spesifik bir iliskinin bulundugu rapor
edilmistir. Ayn1 arastirici, entomopatojen funguslarla ilgili baz1 faydali genellemeleri
asagidaki sekilde belirtmektedir. Bunlar;
1.Genelde, hemen hemen hepsi patates dextrose agar veya malt extract agar gibi
standart mikrobiyolojik ortamlarda rahatlikla gelisebilir.
2.Entomopatojen funguslarin genelikle optimum gelisme sicakligir 20-25 °C’dir ve 37
°C ve daha yiiksek sicakliklarda gelisemezler. Bunun sonucu olarak, alerjiye sebep
olan bazi funguslar hari¢, insanlar ve diger sicakkanli memelileri etkileyen ciddi
zararlar gosteremezler.
3.Kat1 substratlarda tipik yayilan hif olarak gelisirler. Fakat daldirilmis kiiltiirlerde
bunlarin bir kag1 blastospor olarak adlandirilan ve maya benzeri tomurcuklanan
hiicreler seklinde gelisirler.
4.Funguslar, kiiltiirde veya 1liman kosullardaki konukgularda kolay bir sekilde aseksiiel
sporlar iiretmektedir ve tabiatta baslica enfeksiyon kaynagi konumundadir. Fungal
sporlar ¢ok sayida iretilir, riizgdr ve yagmur tarafindan rahatlikla cevreye
dagitilabilir.
5.Bocek paraziti funguslarin en Onemli &zelliklerinden biri de olumsuz ¢evre
kosullarinda dayanikli formlar1 ve saprofitik 6zellige sahip olmalaridir. Bu nedenle
de bunlar topraktan ve organik artiklar iizerinden izole edilebilmekte ve biyolojik

miicadelede kullanilma sanslar1 artmaktadir.

1.2.6.3. Entomopatojenik Funguslarin Biyolojileri

Entomopatojenik funguslarin yasam dongiileri ¢ogunlukla konaklarinin gelisme
safthalartyla es zamanli olarak ger¢eklesmektedir (Shah ve Pell, 2003). Fakat, pek ¢ok
entomopatojenik fungus, hayat dongiilerinde bir¢cok benzerlige sahiptir (Roy vd., 2006).
Bakteri ve viriislerden farkli olarak, funguslar konaklarini yalnizca bagirsaktan degil, ayni
zamanda bdceklerin solunum deliklerinden ve integumentin yiizeyinden de enfekte
edebilir. Bu 0Ozellik entomopatojenik funguslar1 boceklerin beslenme aktivitelerinden
bagimsiz olarak dogrudan enfekte edebilecegi gercegini dogurmaktadir (Ferron, 1978). Bu

durum bitkilerin 6zsivis1 (basta afidler) veya hayvan kani ile beslenen bdceklerin
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mikrobiyal miicadelesinde entomopatojenik funguslara 6nemli avantajlar saglamaktadir
(Lacey ve Goettel, 1995).

Entomopatojenik funguslarin yasam dongiilerinde ilk olarak fungus enfektif bir spor
iretilir ve bu spor konagin kiitikulasina tutunarak penetre olur. Penetrasyondan sonra spor
¢imlenerek germ tiipiinii olusturur ve bunu takiben appressorium olusumu meydana gelir.
Bu penetrasyon islemi siklikla integiimentin enfeksiyon bdlgelerinde melanizasyon
reaksiyonuna yol agmaktadir (Ferron, 1978). Melanizasyon siklikla ge¢ olur veya yeterli
bliyiikliikte olur. Bu da patojenin yavas biliyiimesini veya giiclinii durdurmasina yardime1
olur (Hajek ve Leger, 1994). Bundan sonra, fungus konagin hemoseline ulasarak konagi
istila eder ve konagi toksin liretimi veya ¢ogalma gibi nedenlerle 6ldiiriir. Uygun kosullar
altinda bocegin dliimiinden sonra, fungus konaktan disar1 dogru sporlagsmaya baglar ve bu
sporlagsma ya da konidiyogenezis kadavranin dis ylizeyinde meydana gelir (Goettel vd.,
2005; Shah ve Pell, 2003). Alternatif olarak, fungus primer konagin olmadigi zamanlarda
taksonomik olarak birinci derecede iliskili bir bagka konag1 enfekte edebilir. Benzer olarak,
alternatif konagin enfeksiyonundan sonra konak oliir ve iretilen sporlar primer iliskili
diger bireyleri enfekte edebilir. Bunun haricinde, enfeksiyon i¢in uygun olmayan ¢evresel
kosullarda, fungus, bu kosullara dayanikli dinlenme yapilarini (resting spores) olusturur.
Bu yap1 ¢evrede konak olmadigi zaman uzun bir siire varligini siirdiirebilmektedir.
Dinlenme yapilarinin kendisi enfektif 6zellige sahip degildir. Fakat yeniden enfektif spor
olusturabilir. Sporlagmadan sonra ¢evreye yayilan sporlar baska konaklar1 enfekte eder.
Normal olarak bu yasam dongiisiiniin pek ¢ok istisnalar1 bulunmaktadir. Fakat 6nemli olan

gevresel faktorlerin fungusun {iremesi ve hayatta kalmasi i¢in son derece 6nemli olmasidir
(Goettel vd., 2005).

1.2.6.4. Beauveria Cinsinin Taksonomik Ozellikleri

Hasenekeoglu (1991), invitro koloniler 8 giinde 6-23 mm olabilmektedir. Lanoz,
flukkoz, velvet-tozlu, bazen funikuloz ve sinema yapmakta, sinemalar 5 mm kadar
uzunlukta olabilmekte, koloni 6nce beyaz, daha sonra sarimsi bazen de kirmizimsi, koloni
alt1 renksiz veya sarimsi-pembemsi, eksudat nadiren goriilmektedir. Konidiyojen hiicreler
elipsoidal veya subsilindirikal lateral hiicreler {izerinde kiiglik gruplar halinde veya tek
olarak gelismektedir. Konidiyojen hiicrelerin globoz veya sise seklindedir. Terminal

hiicreler genellikle ¢ok daha silindirik veya iyi gelismis bir salkim veya daha uzun ve kisa
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ve sabit olarak 1 um eninde, genikulat veya diizensiz sekilde egilmistir. Konidiler seffaf
veya nadiren sarimsi, diiz ¢eperli, globoz veya genis sekilde elipsoidal, bazen apikulat bir

tabanlar1 vardir (Sekil 3)

Sekil 3. Beauveria cinsinin morfolojik ozellikleri. A: koloni morfolojisi; B:
mikroskobik goriintiisii (URL- 5)

1.3. Fungal Enfeksiyon

Bircok entomopatojenik fungus ile konaginin karsilasmasi rastgele olur. Yani sansa
baglidir. Konakla fungusun karsilasma sansi c¢evre kosullarina, ¢evredeki fungal spor
miktarma ve  zararli  bocek  populasyon = yogunluguna  baghdir (Samson
vd.,1988).Entomopatojenik funguslar diger bocek patojenlerinden farkli olarak konagin
integlimentinden enfeksiyon yapabilir. Bu nedenle, konak tarafindan yenilme gerekli
degildir ve boylece enfeksiyon, ¢igneyici agiz yapisina sahip bocekler ile sinirli kalmaz
(Fuxa, 1987). Genellikle eseysiz olarak iireyen sporlar enfeksiyondan sorumludur ve
enfeksiyondaki baglangi¢ asamasi pasif veya spesifik olmayan tutunmadir (Castrillo vd.,
2005; Shah ve Pell, 2003). Bu adim bdcegin kiitikulasina temas igin bir¢ok farkli yol
icermektedir. Ornegin, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ve Nomurae rileyi
durumunda, tutunma islemi sporlarda yer alan iyi organize olmus fasikiil rodletler ve bocek
kiitikulas1 arasindaki hidrofobik iliskinin sonucu olarak meydana gelir. Sucul ortamlarda
yasayan entomopatojenik funguslarda ise tutunma islemi zoosporlarin kese olusturmasi ile

takip edilir (Castrillo vd., 2005). Tutunma islemini takiben, sporlar konagin g¢esitli
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bariyerlerinin iistesinden gelmek amaciyla fungusa yardimci olan appressorium yapisini
olusturmak i¢in ¢imlenmeye baslar (Hajek ve Leger, 1994). Bundan sonra, ¢emlenmis
spor, kiitikulanin igerisine penetre olur. Penetrasyon sathasinda, proteaz, kitinaz ve lipaz
gibi kiitikulay1 pargalayan bazi enzimler konaga giriste 6nemli rol oynamaktadir (Clarkson
ve Chamley, 1996). Penetrasyonu takiben, hemoselin igerisindeki filamentéz fungus
yapilart maya benzeri hifal yapilara veya protoplastlara (blastospor) gecis yapar. Bu yapilar
hemolenf igerisinde dolasirlar ve tomurcuklanma ile cogalirlar. Daha sonra tekrar
filamentoz yapilara gecis yapilarak fungus i¢ dokular1 ve organlar istila eder ve sonunda
bocek oliir (Castrillo vd., 2005). Son olarak fungus, 6lii bocek tizerinde sporlasir ve yeni
olusmus sporlar baska bir konag:1 enfekte edebilir. Uygun kosullar altinda, bu durum ayni

sekilde devam eder. Fungal enfeksiyon isleminin ayrintil semas1 Sekil 4’de verilmistir.

Spor

Penetrasyon
kancasi

Kiitikula

ikincil hifal
yapilar

3 @ @) Hemosel

Blastospor

Sekil 4. Bocek kiitikulasindaki fungal enfeksiyon basamaklari. 1. Bocek
kiitikulas1 ve spor arasindaki fiziksel temastan sonra fungusun konagi
tanimast spor ¢imlenmesini ve appressorium olusumunu baslatir. 2.
Penetrasyon kancasi ve ¢esitli hifal yapilar kiitikulayr ve epidermisi
gecer. 3. Fungusun hemosele girmesinden sonra blastospor olusumu
baslar ve fungus konagi istila eder
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1.3.1. Entomopatojenik Funguslarin Etki Sekilleri

Entomopatojenik funguslar, farkli metabolitler iireterek konaklarini bir¢ok farkl
sekilde etkiler ve Ooldiirlirler (Zimmermann, 2007b). Kimyasal olarak farkli toksik
metabolitler Beauveria, Fusarium, Gliocladium, Metarhizium, Paecilomyces ve
Verticillium gibi biyolojik miicadele etmenlerinde tanimlanmistir. Bu metabolitlerden
bazilarmin 6nemli patojenite etmenleri oldugu bilinmektedir (Strasser vd., 2000). Simdiye
kadar bir¢ok arastirmaci Beauveria spp. ve M. anisopliae tarafindan iiretilen metabolitler
tizerine odaklanmistir. Ciinkii bu iki fungus en 6nemli mikrobiyal miicadele etmenleridir.
B. bassiana tarafindan tiretilen bazi toksinler ve gorevleri Tablo 2°de verilmistir (Deacon,
2005).

Tablo 2. B. bassiana tarafindan tiretilen baz1 toksinler ve gorevleri (Deacon, 2005)

Toksin Uretici Fungus Genel Aktivitesi
Beauverisin B. bassiana Iyonofor, hiicre zar
Paecilomyces gecirgenligini artirir.
Fusarium Bu sayede hiicre ve
organel fonksiyonlari
zarar gorur.
Bassianolid B. bassiana Iyonofor
Siklosporin A B. bassiana Bocek savunma
Verticillium hiicrelerine baski
Fusarium yapabilir.
Oosporsin B. bassiana Kirmiz1 pigment,

antimikrobiyal

Beauveria spp. beauverisin, bassianin, bassianolide, oosporin, destruksin B gibi in
Vivo Ve in vitro ortamda pek ¢ok toksik bilesik tiretmektedir (Zimmermann 2007a). Ayrica,
destruksinler (28 tip), sitokalasin C ve hidroksifungerin A ve B gibi metabolitler ise
Metarhizium spp. tarafindan tretilmektedir. Simdiye kadar entomopatojenik funguslarin
hastalik sirasinda herhangi bir toksini liretip liretmedikleri veya viriilans i¢in toksin gerekip
gerekmedigi belirlenmemistir. Quesada-Moraga ve Vey (2003) B. bassiana’nin ¢ekirgelere
kars1 patojenik olmasi igin toksin iiretimine gerek duymadigimi belirtmistir. Bazi

durumlarda, toksin tiretiminden siiphelenilmesine ragmen, kesin olarak belirtilmemektedir.
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Coelomycidium, Coelomomyces cins ve Entomophthoralean ordosuna ait bir kisim
funguslar bazi ¢ok zayif toksinlere sahip olabilir. Fakat, biiyiikk ihtimalle, bu funguslar
konaklarmni hayati dokular istila ederek oldiiriirler (Goettel vd., 2005). Ilave olarak, fungal
enfeksiyon konak hareketlerinde ates artmasi, yliksek yerlere ¢ikma, aktivitede artis veya
azalma, semikimyasallara karsi azalmig cevap ve iireme davranislarinda degisme gibi

degisiklikler meydana getirebilir (Roy vd., 2006).

1.3.2. Entomopatojenik Funguslarm Ozgiilliigii ve Konak Seciciligi

Entomopatojenik funguslarin 6zgilliigii cinsler arasinda, bir cins igerisinde ve hatta
bir tiiriin suslar1 arasinda bile farklilik gdsterebilmektedir (Goettel vd., 2005). Ozellikle,
Entomophthoreales ordosuna dahil funguslarin, dar konak araligina sahip olduklar1 bilinir
(Zoophthora radicans istisnadir) ve bunlar, genelde yaprakla beslenen bocekler ve
akarlarda goze carpan epizootiklerle iliskilidir. Bunun tersine Hyphomycetes funguslar
(son simiflandirmaya gore su anda Sordariomycetes olarak biliniyor) daha genis bir konak
araligina sahiptir (Verticillium lecanii ve Hirsutella thompsoni istisnalari ile birlikte) ve
genelde topraktaki bocek popiilasyonlarinda epizootik yaparlar (Pell vd., 2001). Her iki
grubun da istisnalar1 bulunmaktadir. Ornegin, Sordariomycetes sinifina ait iki tane iyi
bilinen fungus tiirii olan Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae genis konak
araligina sahiptir. Simdiye kardar B. bassiana’nin 707 adet konaga sahip oldugu
bildirilmistir (Zimmermann, 2007a). Bu sayt 521 cins, 149 familya ve 15 ordoyu
kapsamaktadir. B. bassiana Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Diptera,
Hemiptera, Orthoptera, Siphonaptera, Isoptera, Thysanoptera, Mantodea, Neuroptera,
Dermaptera, Blattariae, Embioptera takimlarinda patojen olarak etki gdsterir
(Zimmermann, 2007a). M. anisopliae’nin konak araligi B. bassiana’dan daha smirh
olmasina ragmen, bu tiirlin de Symphyla, Orthoptera, Dermaptera, Isoptera, Homoptera,
Heteroptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Siphonaptera, Lepidoptera, Malacostrata
(Amphipoda), Acari, Ephemeroptera, Dermaptera, Heteroptera, Diptera, Coleoptera,
Hymenoptera ve Lepidoptera ordolarina ait bocekleri enfekte ettigi bildirilmistir
(Zimmermann, 2007b). Bu iki tiir bircok bocek tiiriinii enfekte etmelerine ragmen,
izolatlarin alan uygulamalarinda laboratuar kosullar1 ile karsilastirildiginda daha spesifik

olabildikleri goriilmektedir. Bu da patojene kars1 duyarliliktan daha ¢ok diger faktorlerin
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dogadaki hastalik olusmasinda énemli oldugunu gostermektedir. Baz1 durumlarda, fungus
sadece zayiflamis ve strese girmis bocekleri dldiirebilir (Goettel vd., 2005).

Pek c¢ok Entomophthoreales fungus konaga 06zgiildiir ve hedef dis1 organizmalar
lizerinde baz1 istisnalar hari¢ herhangi bir etki gdstermez. Ornegin, Entomophthore muscae
Lepidoptera takimima ait bireyleri enfekte ederken, Zoophthora radicans’in Diptera,
Coleoptera, Lepidoptera ve Homoptera takimlarina ait 80’in {izerinde konag1 enfekte ettigi
bildirilmistir (Hajek vd., 1999; Goettel vd., 2005).

1.3.3. Entomopatojenik Funguslarin Dagilimi ve Yayilimi

Bir patojeninin enfektif yapilarmin dagilmasi hastaligin gelismesinde oldukca
onemlidir. Hypocreales ordosuna ait entomopatojenik funguslarin enfektif yapilar
kadavradan pasif olarak dagilmaktadir. Bu pasif yayilim riizgar ve yagmur gibi etkenlerle
meydana gelmektedir (Meyling ve Eilenberg, 2007). Entomophthoralean funguslarin
sporlart ise hidrostatik basing altinda aktif olarak salinmaktadir. Salinimdan sonra sporlarin
yayilim riizgar veya yeni bir enfeksiyon ile devam etmektedir (Shah ve Pell, 2003).
Toprak ortaminda ise entomopatojenik funguslarin asir1 bir sekilde ¢cogalmasi ve yayilimi
stnirhidir. Popiilasyonun olusumu, kadavradan yayilan enfektif sporlar, igerisinde ana
kadavrada yer alan kaynaklarin doniisiimiine dayanmakatadir (Meyling ve Eilenberg,
2007). Baz1 durumlarda, entomopatojenik funguslar canli haldeki enfekte bocek ile bir
baska konaga veya cevreye yayilimlarmi gerceklestirmektedirler. Ornek olarak, bazi
Entomophthoralean funguslarin = sporlari1 konak hala canli iken salinmaktadir.
Entomophthora thripidum ve Strongwellsea catrans ile enfekte sinekler ve bazi afid tiirleri
uzun mesafede funguslari tasiyarak go¢ edebilmektedirler (Meyling ve Eilenberg, 2007,
Shah ve Pell, 2003). Ayrica, baz1 eklem bacaklilar entomopatojenik tiirlerin yayilimin da
gorev yapabilmektedirler (Dromph, 2003; Meyling vd., 2006b). Bazen, Cordyceps spp.
gibi entomopatojenik funguslar ve hatta onun anamorflari (6rnek olarak B. bassiana)
bliylik bir stroma iiretmektedir ve bu stroma bazen 30 cm’ye kadar ulasabilmektedir ve
sonunda eseyli ve eseysiz sporlari iiretmektedir. Son olarak, dinlenme yapilarinin (resting
spores) olusmasi pek ¢ok fungusun yayilimi i¢in ana faktor olmaktadir. Konagin sayisi
azaldig1 zaman ve olumsuz ¢evre kosullar1 basladigi zaman, pek ¢ok Entomophthoralean

fungus uzun bir zaman toprakta sag kalabilen mitozdan (azigospor) veya mayozdan
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(zigospor) olusan dinlenme yapilarini (resting spores) iiretmektedir (Goettel vd., 2005;
Shah ve Pell, 2003). Bu da fungusun yayilimina katki saglayana faktorlerden birisidir.

Bocek hareketleri de yayilmaya yardimci olmaktadir. Bazi mantarlar, ‘pik (zirve = en
yiiksek) hastalik’ durumunda iken, enfekte ¢ekirgelerin davraniglarinda farkliliklara neden
olmaktadir ve sonug olarak, bu boceklerin 6lmek i¢in bitkilerin tepe kismina tirmandiklar
bildirilmistir. Bu durum, sporlarin yayilmasina yardimci olmaktadir. Ayni zamanda konak
enfeksiyonunun azaltilmasi i¢in kullanilan bir mekanizma ise yiiksek miktarda UV’ye
maruz birakmaktir. Les ile beslenen bdceklerin (Ornegin, Collembolas) hareketi, dogal
diismanlar1 (Ornegin, yirtict coccinellidler ya da parazitler) ve tozlasma saglayicilar
(Ornegin, bal arilari), mantar inokulumunun yayilmasinda etkili olabilmektedirler. Aslinda
bazi durumlarda, bocekler kadavralarm bozulmasima da neden olmaktadir. Ornegin; olgun
Rhagonycha fulva’nin kadavra gruplarini ziyaret ettigi gozlenmistir. Vega vd. (2000),
mikrobiyal miicadele etmenlerinin yayilmasinda, bdceklerin kullanilmasimin faydali
olabilecegini ileri siirmektedir.

Ayrica, bocek davraniglari, enfeksiyondan kacinmayr da saglamaktadir. Bazi
boceklerin  aktif olarak entomopatojenik mantarlarin  sporlarindan  kagindigr da
kanitlanmigtir. Scarab (bok bocegi) larvalariin M. anisopliae miselleri ile kontamine
olmus topraktan uzaklastiklari, ancak konidyalarin bulunduklar1 topraklardan
uzaklagmadiklart bulunmustur. Ayni tirler yumurtlamak igin misellerin bulundugu
bolgeleri tercih etmektedir. Ciinkii bitki kokleri gelisimi, misellerin solunumunu taklit
ettigi diisliniilmektedir. Bir arada yasayan bdcekler, hastaliklardan kaginmak i¢in belirli
davranis metotlar1 olusturmuslardir. Ornegin, termitler M. anisopliae konidyalarindan
kacinma davraniglar1 sergilemektedir ve yaygin olarak bulunan esekarilari ve bal arilari
yuva yaparken hastalik bulagma riskini azaltmak i¢in hasta bireyleri, hijyenik bir davranis
gostererek ortamdan uzaklastirmaktadirlar. .

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

(Weseloh ve Andreadis, 1997).
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1.3.4. Entomopatojenik Funguslarin Avantaj ve Dezavantajlari

Entomopatojenik funguslarin biyolojik miicadelede bazi avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Avantajlari;
1. Bircok bocek bir veya daha fazla fungus tarafindan etkilenebilir ve bazi
durumlarda funguslar yegane mikrobiyal miicadele etmenleridir.
2. Memeliler iizerine herhangi bir olumsuz etki gostermezler.
3. Cevre kirliligi gibi insektisit uygulamalar1 sonucu karsilasilan zararlar azdur.
4. Funguslar genellikle konaklarinin tiim geligme fazlarini enfekte ederler ve bu
nedenle, herhangi bir uygun fazda kullanilabilirler.
5. Biyoteknolojik aragtirmalar ile gelistirilmeye uygundurlar.
6. Uygulama sonrasi ¢evrede uzun siire kalirlar ve bdylece, uzun siireli miicadele
saglanir (Wan, 2003).
Oteyandan, funguslarin insektisid olarak kullanimlarmin bazi dezavantajlari da
bulunmakatadir. Dezavantajlar;
1.Kimyasal insektisitler bocekleri sadece 2-3 saatte Oldiiriirken, entomopatojenik
funguslar daha uzun bir siire gerektirmektedir (bazen 10-15 giin).
2.Uygulamalar yiiksek nem, diisiik zararli sayis1 ve fungisitlerin kullanilmadigi periyod
da olmalidur.
3. Bazen yiiksek segiciliginden dolayr ilave miicadele etmenlerinin kullanilmasi
gerekebilir.
4. Uretimleri nispeten pahalidir ve sporlarin saklanmasi i¢in soguk ortamlar gereklidir.
5. Zararli populasyonlar: iizerine entomopatojenik funguslarin etkinligi ve devamlilig1
farkli konaklarda farklilik gostermektedir ve bdylece, bocege 6zgiil uygulama
tekniklerinin optimizasyonu uzun siireli ¢aligma ve arastirma gerekmektedir.
6. Bagisiklik sistemi baskilanmis insanlara karsi bazen potansiyel risk olusturabilirler
(Wan, 2003).
7. UV 1sminin ve desikasyonun fungal sporlarin tizerinde olumsuz etkileri vardir
(Klingen vd., 2002).
8. Funguslarin neden oldugu epizootikler ¢evresel faktorlerden (sicaklik, nem gibi)
etkilenir. (9) Bitki hastaliklarinin kontroliinde yaygin olarak kullanilan fungusitlere
duyarlidirlar (Demirbag vd., 2008).
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1.4. Tezin Amaci

Birden fazla tez ve bir KTU BAP (2009.111.004.2) ve bir de TUBITAK (110 O 165)
projesini kapsayan bu ¢alismanin genel amaci ‘Dogu Karadeniz Bolgesi ladin
ormanlarinda ¢ok Onemli zararlar olusturan Dendroctonus micans (K.) ile mikrobiyal
miicadelede kullanilabilecek etkili, giivenilir, ekonomik ve c¢evreye duyarli bir fungal
miicadele etmeninin tespit edilmesi‘dir.

Bu yiiksek lisans tezinin amaci ise belirtilen g¢alismalarda D. micans’tan izole
edilmis, zararl lizerinde etkinligi belirlenmis ve Beauveria bassiana (ARSEF 9271) olarak
tanimlanmig Dm-5 izolatinin molekiiler karakterizasyonunu gerceklestirmek, bunun zararl
izerinde ayrintili viriilans testlerini yapmak, izolatin sekonder zararlilari tizerindeki

viriilansini belirlenmek, Rhizophagus grandis tizerindeki viriilansini tespit etmektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Fungal izolat

Bu tez ¢alismast 110 O 165 nolu TUBITAK projesinin ikinci asamasi olarak
gerceklestirildi. Bu ¢alismaya kadar Dendroctonus micans tan 12 adet fungus izolasyonu
yapildi. Bunlarin morfolojik tanimlamalari ve zararli iizerindeki insektisidal etkileri
belirlendi. izolatlardan D. micans larva ve erginler iizerinde en yiiksek &ldiiriicii etki
gosteren Dm-5 (Beauveria bassiana, ARSEF 9271 )’in bu tez ¢aligmasinda kullanilmasina

karar verildi.

2.2. Dm-5’in Molekiiler Karakterizasyonu

2.2.1. DNA izolasyonu

Dm-5’ten DNA izolasyonu igin kiiltiirden ilk olarak PDAY besiyerine ekim yapildi
ve 1-2 hafta boyunca 28 °C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra tiretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep (50, ZYMO RESEARCH Kkiti
kullanilarak bu kiiltiirden DNA izolasyonu yapildi. Biiyliyen funguslardan yaklagik 50 mg
agirliginda doku kesilerek alindi. Doku, lisis tiiplerine transfer edildikten sonra iizerine 750
pul lisis soliisyonu eklenerek doku pargalayici icinde homojenize edildi. Doku
parcalayicidan alian tiipler 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Pipet yardimiyla
stipernetant kistmdan 400 pl alinarak filtrasyon tiiplerine aktarilarak 1 dk 7.000 rpm’de
santrifiij edildi. Filtrenin altinda kalan siviya 1.200 pl genomik lisis solusyonu eklendi.
Olusan karistm DNA’nin tutunacag filtreli tiiplere alinarak 10.000 rpm’de 1 dk santrifii
edildi. Filtre yeni bir tlipe alinarak yikama islemi 200 pl 6n yikama solusyonu ile yikama
yapild1 ve 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Tiiplin altinda kalan sivi uzaklastirilarak
ikinci kez yikama yapmak igin 500 ul fungal-bakteriyal DNA yikama solusyonu eklendi.
Tipler bu haliyle 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek, DNA’nin saklanacagi ependorf
tiiplere alindi. Son olarak filtrenin tizerine 50 pl DNA Elution Buffer birakilarak DNA

izolasyonu gergeklestirildi. izole edilen DNA’lar % 1°lik etidyum bromiir iceren agaroz
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jelde yiiriitillerek UV 15181 altinda goriintiilendi. Elde edilen DNA 6rnekleri kullanilincaya
kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

2.2.2. rRNA ITS1-5.8S-1TS2 Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

18S ve 23S rRNA alt iiniteleri arasinda kalan ITS1-5.8S-ITS2 bolgelerinin (Sekil 5)
PCR ile ¢ogaltilmasi i¢in ileri olarak ITS5: 5°- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG - 3’
ve geri olarak ITS4: 5’TCCTCCGCTTATTGATATCG- 3’ primerleri kullanildi (White
vd., 1990). PCR reaksiyon karisimi, her bir ANTP’den 200 uM, her bir primerden 50 pmol,
1 unite Phusion DNA polimeraz, 10 pl 5X Phusion HF Buffer DNA polimeraz reaksiyon
tamponu, 50 ng genomik DNA igerdi. Son hacim ddH,O ile 50 ul’ye tamamlandi. PCR
kosullar1 98 °C’de 30 sn denatiirasyondan sonra 35 dongii 98 °C’de 30 sn., 50 °C’de 30
sn., 72 °C’de 30 sn. ve son adim olarak 72 °C’de 10 dk olacak sekilde gergeklestirildi. PCR
reaksiyonu sonucu elde edilen iiriinlerden 5’er pl alinarak 0.5 pg/ml etidyum bromiir
katkili % 1’lik agaroz jelde 90 V’de 45 dk elektroforez edildi. Geri kalan PCR firiinleri
Qiaquick PCR 50 (Qiagen GmbH, Leusten, the Netherlands) kiti ile saflagtirildi ve DNA
dizi analizi icin MACROGEN (Hollanda) sirketine gonderildi. Elde edilen DNA dizileri
tiir tayinlerini dogrulamak i¢cin NCBI Genbank’ta yer alan DNA dizileri ile karsilastirild:

ve daha sonra filogenetik analizleri yapildi.

ITS5

5.85 _— .
Kiigtik alt birim (18S) | ITS ONA | ITS Biiytik alt birim (285)

ITS4

Sekil 5. ITS1-5.85-ITS2 bdlgesini cogaltmak i¢in kullanilan primerlerin pozisyonlari

2.2.3.Uzama Faktorii-1-alfa (EF1-a) , RPB1, RPB2, Bloc ve Gen Bolgelerinin
PCR ile Cogaltilmasi

ITS dizi analizine gore Beauveria cinsine dahil oldugu belirlenen izolatin tiir
tamimlamasinin gergeklestirilebilmesi i¢in EF1-a, RPB1, RPB2a, RPB2b ve Bloc gen
bolgeleri PCR ile ¢ogaltildi (Rehner vd. 2011). EF1-a gen bolgesinin yaklasik olarak 1150
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bp’lik, RPB1 bolgesinin 800 bp’lik, RPB2a bdlgesinin 1150 bp’lik, RPB2b bdlgesinin
1000 bp’lik ve Bloc bolgesinin 1050 bp’lik bolgeleri ¢ogaltilarak DNA dizi analizi yapildi

ve filogenetik agaglari ¢izildi.

Tablo 3. Uzama Faktorii-1-alfa (EF1-a) , RPB1, RPB2, Bloc ve gen bolgeleri

PCR ile
. cogaltlan
Gen Eullanilan primerler S
(bp)
EFl-o EF1T: 5°-TGGGTAAGGARGACAAGAC % 1150
) 15678 57- CHGTRCCRATACCACCSATCTT-3
RPEBI BPBIAf 5 -GARTGYCCDGGDCAYTITYGG-3 200
BPBIC: 5"CCNGCDATNTCRTTRTCCATRTA-3"
RPBa Frpb2-5F: 5" -GAYGAYMGWGATCAYTTYGG-3 1150
PPB2-TcR: 5°-CCCATRGCTTIGYTTRCCCAT-3°
RPBID Frpb2-Tcf: 57 -ATGGGYAARCAAGCY ATGGG-3° 1000
= FPB2-3053R: 5°-TGPATYTTRTCRTCSACCATRTG-3°
Bloc B5 1F: 5'-CGACCCGGCCAACTACTTTGA-F 1050

B3.1R: 5-GTCTTCCAGTACCACTACGCC-3

PCR amplifikasyonlar1 toplam 50 pl hacim olacak sekilde; dNTP’den 200 uM, her

bir primerden 50 pmol, 1 iinite Phusion-DNA-polimeraz, 10 pl 5X Phusion HF Buffer

DNA polimeraz reaksiyon tamponu, 50 ng genomik DNA igerdi. Son hacim ddH,O ile 50

ul’ye tamamlandi. PCR kosullar1 98 °C’de 30 sn denatiirasyondan sonra 35 dongii 98°C’de
30 sn., 50 °C’de 30 sn., 72 °C’de 30 sn ve son adim olarak 72°C’de 10 dk olacak sekilde

gerceklestirildi (Finnzymes). PCR reaksiyonundan olusan iirlinlerden 5’er pl alinarak 0.5

pg/ml etidyum bromiir katkili % 1’lik agaroz jelde 90 V’de 45 dk elektroforez edildi. Geri
kalan PCR iiriinlerinin Qiaquick PCR 50 (Qiagen GmbH, Leusten, the Netherlands) Kiti ile
saflastirildi ve DNA dizi analizi icin MACROGEN (Hollanda) sirketine gonderildi. Elde
edilen DNA dizileri tiir tayinlerini dogrulamak i¢in NCBI Genbank’ta yer alan DNA

dizileri ile karsilagtirildi ve filogenetik analizler gergeklestirildi.
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2.3. Boceklerin Toplanmasi ve Laboratuarda Beslenmesi

Calismada kullanilan Dendroctonus micans larva ve erginleri Dogu Karadeniz
Bolgesi Ladin ormanlarindan toplandi. Bunun i¢in Trabzon‘dan Artvin‘e kadar degisik
orman alanlarina arazi c¢aligmalar1 diizenlendi. Zararlinin bulundugu ladin agaclar
kabuklart kii¢iik baltalarla a¢ild1 ve kabuk altindaki galerilerde bulunan bocekler suluboya
firgalartyla plastik kutulara toplandi (Sekil 6). Boceklerin beslenmelerine devam etmeleri
icin kutulara ladin kabuklar1 birakildi. Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Laboratuarina kutular iginde getirilen bdcekler,
makroskobik olarak incelendi. Incelemeler sonunda saglikli, hastalikli ve 6lii olduklar:
tespit edilenler birbirlerinden ayrildi. Saglikli bocekler caligmalarda kullanilmak iizere
ladin kabuklar1 ile beslenmeye devam edildi. Bu siiregte, kutular 4-5 gilinde bir
temizlenerek artiklar uzaklastirildi ve kabuklar tazeleriyle degistirildi. Uygun sekilde ve
yeterli sayida havalandirma agikligi bulunan kutular 25°C sicaklik ve % 60 neme ayarli, 12

saat aydinlik ve 12 saat karanlik 151k periyodunda muhafaza edildi.

Sekil 6. Calismalarda kullanilan D. micans larva ve erginlerinin ladin agag
govdelerinden toplanmasi

2.4. Dm-5’in Spor Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Doz denemelerinde kullanmak {iizere spor siispansiyonu hazirlandi. Fungal spor
siispansiyonlari, hazirlandiktan sonra 3-5 giin igerisinde kullanilmalidir. Bu siirenin

uzamasi durumunda sporlarin ¢imlenme oranlan diistiiglinden, enfektiviteleri diiser ve her
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test icin yeni spor silispansiyonlar1 liretmek gerekir. Bu nedenle deney siireci dikkatle
planlanmalidir.

Dm-5’in 1 x 10° spor/mL’lik stok soliisyonundan PDAY besiyerine 100 pL yayma
ekim yapildi ve petriler, 25 °C’de 2-3 gilin boyunca inkiibasyona birakildi. Bu siire
sonunda, olusan tek koloniler segilerek yeni bir PDAY besiyerine transfer edildi ve 25
°C’de 4 hafta boyunca inkiibe edildi. Petri icerisinde biiyiiyen funguslarin iizerine 10 mL
steril % 0,01°lik Tween 80 eklendi ve sporlar cam baget ile kazinarak elde edildi. Spor
siispansiyonlar1 iki katli tiilbent ile 50 mL’lik steril Falkon tiiplerine siiziilerek misel ve
agar parcalarinin  uzaklagtirnlmasi saglandi. Spor konsantrasyonlar1 Neubauer
hemositometresi ile sayildi. Sporlarin yasayabilirligi, 100 pL spor siispansiyonun PDAY
agar lizerine yayma ekim yapilmast ve 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra ¢imlenme
ozelliginin belirlenmesiyle test edildi. Germ tiipii spor ¢apindan biiyiikk olan sporlar
¢imlenmis olarak kabul edildi. Bunun sonucunda % 95 oraninda c¢imlenen sporlar

patojenite testlerinde kullanildi.

2.5. Dm-5’in Fakh Dozlarimin D. micans Larva ve Erginleri Uzerindeki Etkileri

Doz denemeleri i¢in Dm-5 izolatindan yukaridaki gibi hazirlanan spor
stispansiyonundan 1x104, 1X105, 1X106, 1x10" ve 1x10° spor/mL olmak tizere 5 farkh
konsantrasyon hazirlandi. Testler 500 mL’lik plastik kaplarda yapildi. insektisidal aktivite
testleri i¢cin hem larva hem erginler iizerinde test edildi. Larvalar i¢in, ortasina yaklasik 2 X
1,5 cm x 0,5 cm boyutlarinda dikddrtgen seklinde g¢ukurlar agilmis yaklasik 4,5 x 4,5 cm
boyutlarinda ladin kabuklar1 kullanild1 (Sekil 7). Yukarida belirtilen spor siispansiyonlarina
ayr1 ayr1 daldirilan 10 adet larva, bu ¢ukurlara yerlestirildi. Kabuklar kapatildi ve lastik

bant ile sarilarak larvalarin kagmasi engellendi (Sekil 7).
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Sekil 7. D. micans larvalarinin patojenite testlerinde kullanilan biyotest
diizenekleri A; ortasinda dikdortgen seklinde cukur agilan ladin kabugu
B; igerisinde larvalar bulunan lastik ile sarilmis ladin kabuklari

Ergin bocekler i¢in, kiigiik parcalar halinde ladin kabuklar1 kullanildi. Ciinkii daha
Once yapilan 6n g¢alismalarda ve tarama testlerinde larvalarin kap igerisinde kabukla
beslenemedikleri saptanmisti. Ergin bdcekler de spor siispansiyonuna daldirildiktan sonra
plastik kaplarda bir miktar 6glinti ve ladin kabugu parcalarina enfeksiyondan sonra
yerlestirildi. Bu sekilde hazirlanan biyotest diizenekleri, 20 °C’de 12.12 1sik/karanlik
periyodunda 15 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Kontrol grubuna ise % 0,1 Tween 80
iceren steril su uygulandi. Boceklerin 6liip 6lmedikleri gilinliikk kontrol edildi ve 6l
bocekler kutulardan uzaklastirildi. Oliimlerin funguslardan kaynaklanip kaynaklanmadig
arastirildi. Bunun i¢in 61U boceklere % 1’lik sodyum hipoklorit solusyonunda yiizey
sterilizasyonu uygulandi ve ardindan bocekler 3 kez steril distile su ile yikandi. Sonra
igerisinde nemli filtre kdgidi bulunan steril petrilere aktarildi ve bunlardan yeniden fungus
izolasyonu yapildi. Bunu takiben, mikozlanan larvalar sayilarak yiizde mikoz degerleri
hesaplandi. Tiim deneyler her bir tekrarda 10’ar bocek olmak tizere 3 tekrarli

gerceklestirildi. Etki degerleri Abbott (1925)’e gore hesaplandi.

2.6. Dm-5’in D. micans Populasyonundaki Horizontal Yayilinm

Belirli sayida spor bulastirilmis larvalarin ve erginlerin, bu sporlar1 populasyondaki
enfekte edilmemis diger bireylere yayip yayamayacagini veya bu yayilimin etkisinin ne
olacaginin belirlenmesi amaglanmistir. Testte kullanilan larvalarin ve erginlerin % 0, % 25,

% 50, % 75 ve % 100 bulastirma oranlarin1 saglamak i¢in her testte 3’er tekrar olmak {izere
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12°ser larva ve ergin kullanildi. Belirtilen oranlarda spor bulastirmak icin agagidaki larva
ve ergin sayilar1 kullanildi.

% 0: 12 bocek: Spor bulastirilmamis 12 bocek

% 25:12 bocek: Spor bulastirilmis 3, bulastirilmamis 9 bécek

% 50:12 bocek: Spor bulastirilmis 6, bulastirilmamis 6 bocek

% 75:12 bocek: Spor bulastirilmis 9, bulastirilmamis 3 bocek

% 100: 12 bocek: Spor bulastirilmis 12 bocek

Her oran icin belirtilen sayida D. micans larva ve ergini 1x10° spor/ml

konsantrasyondaki spor siispansiyonuna 2-3 sn boyunca daldirilarak yeterince sporlari
almalar1 saglandi. Sonra spor uygulamasi yapilmamis larvalar dikdortgen seklinde ¢ukurlar
acilmis ladin kabuklar1 arasina yerlestirildi ve lastik bant ile sarildi. Ergin bocekler ise bir
miktar 6giintli ve ladin kabugu parcalariyla plastik kaplara yerlestirildi. Deney diizenekleri
20 °C’de 12.12 1sik/karanlik periyodunda 15 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Negatif
kontrolde larvalar steril % 0,1°lik Tween 80 soliisyonuna daldirildi. Oliim oranlar1 15 giin
boyunca giinliik olarak kaydedildi ve 6lii bulunan bdcekler nemli filtre kagidi igceren petri
kaplarina alinarak 6liim nedeninin fungus olup olmadig: arastirildi. Biitiin deneyler 3’er

tekrarli olarak yapildi.
2.7. Dm-5 ‘in Kiitiik Denemelerinde D. micans Uzerindeki Etkisi

Bu denemeler, farkli sayida enfekte D. micans larvasinin enfeksiyonu, bulastirma
yapilmamis larvalara yayillma oranlarimin belirlenmesi ve enfeksiyonlarin larvalarin
kiitiiklerdeki zarar performanslari tizerindeki etkilerinin tespit edilmesi saglandi. Magka
Orman Isletmesi ladin ormanlar iiretim alanlarindan temin edilen 15-20 cm boyunda yas
ladin kiitiiklerinin {ist ylizeyinde, karsilikli iki yonde kabuga bitisik odun kisminda bir
keski yardimi ile 1-1,5 cm derinliginde ve 1-1,5 cm genisliginde 15-20 cm boyunda
oyuklar agildi ve her oyuga 2.6’de belirtilen yiizde oranlarinda 1x10° spor/ml spor
sispansiyonuyla muamele edilen 36 adet 3. veya 4. evredeki D. micans larvalar
yerlestirilerek, bunlarin floemde yiyim yaparak asagiya dogru inmeleri saglandi. Larvalarin
tamam1 kabuk altina girdikten ve siiresi i¢inde inemeyen ve dlen larvalar toplandiktan
sonra bu oyuklar pamuk ile doldurulup, kiitiik kesit yiizeyinin tamami bal mumu ile
kapland1 (Sekil 8). Kullanilan kiitiikler uygun kosullarda 3 hafta boyunca inkiibasyona

birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda iiretim kiitiikleri kabuklar1 acildi, 6lii olan D.
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micans larvalar1 sayilarak kadavralar mikoz oranini belirlemek i¢in nemli filtre kagidi

bulunan steril petrilere aktarildi. Biitin deneyler 3’er tekrarli olarak yapildi.

Sekil 8. Kiitiik denemeleri i¢in hazirlanmis deney diizenekleri

2.8. Dm-5’in Ips sexdentatus (Boerner) ve Ips typographus (Linnaeus)
(Coleoptera: Scolytinae) Ergin Uzerindeki Etkileri

Dm-5’in, D. micans ile ayn1 ortami paylasan Ips sexdentatus ve Ips typographus
iizerindeki insektisidal etkisini belirlemek icin doz denemelerinde kullanilan spor
siispansiyonlar1 ( 1x10%, 1x10°, 1x10° 1x10" ve 1x10® spor/mL) bu zararli erginleri
tizerinde de test edildi. Testler 100 mL’lik plastik kaplarda gerceklestirildi. Bu testlerde
zararlilarin beslenmesi icin kabuk o6giintiisii ve yas ladin kabugu kullanildi. Yukarida
belirtilen spor siispansiyonlarina ayri1 ayr1 batirilan 10 adet ergin bu dgiintiiler arasina
birakilarak tizerleri yas kabuk ile kapatildi. Bu sekilde hazirlanan biyotest diizenekleri,
20°C’de 12.12 1sik/karanlik periyodunda 15 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Kontrol
grubuna ise % 0,1 Tween 80 igeren steril su uygulandi. Boceklerin Sliip 6lmedikleri
giinliik kontrol edildi ve &6lii bocekler kutulardan uzaklastirildi. Oliimlerin funguslardan
kaynaklanip kaynaklanmadigi arastirildi. Bunun i¢in 6li boceklere % 1°lik sodyum
hipoklorit soliisyonunda yiizey sterilizasyonu uygulandi ve ardindan bocekler 3 kez steril
distile su ile yikandi. Sonra igerisinde nemli filtre kagidi bulunan steril petrilere aktarildi ve

bunlardan yeniden fungus izolasyonu yapildi. Bunu takiben, mikozlanan larvalar sayilarak
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yiizde mikoz degerleri hesaplandi. Tiim deneyler her bir tekrarda 10’ar bocek olmak {izere

3 tekrarl1 gergeklestirildi. Etki degerleri Abbott (1925)’e gore hesaplandi.

2.9. Dm-5’in Ips sexdentatus (Boerner) ve Ips typographus (Linnaeus)
Populasyonunlarinda Horizontal Yayilimi

Bu test, Ips sexdentatus ve Ips typographus populasyonlarinda entomopatojenik
funguslarin horizontal yayilim 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in yapildi. Belirli sayida spor
bulastirilmis larvalarin ve erginlerin, bu sporlar1 populasyondaki enfekte edilmemis diger
bireylere yayip yayamayacagini veya bu yayilimin etkisinin ne olacagmin belirlenmesi
amaglanmistir. Testte kullanilan erginlerin % 0, 25, 50, 75 ve 100 bulagtirma oranlarini
saglamak i¢in her testte 3’er tekrar olmak tizere 12’ser ergin kullanildi. Testler 2.6.’da
belirtilen oranlarda spor bulastirilarak yapildi. Her oran igin belirtilen sayida Ips
sexdentatus ve Ips typographus erginleri 3 sn boyunca konidi siispansiyonuna (lxlO6
spor/ml) daldirilarak yeterince spor almalar1 saglandi. Sonra spor uygulamasi yapilmamis
gerekli sayida ergin ladin kabuk &giintiisii i¢ine birakilarak iizerleri taze ladin kabugu ile
kapatildi. Diizenekler 20°C’de 12.12 1sik/karanlik periyodunda 15 giin boyunca
inkiibasyona birakildi. Negatif kontrolde larvalar steril % 0,1°lik Tween 80 soliisyonuna
daldirildi. Oliim oranlar1 15 giin boyunca giinliik olarak kaydedildi.

Olii bulunan bdcekler nemli filtre kagidi iceren petri kaplarina almarak o6liim

nedeninin fungus olup olmadig: arastirildi. Biitlin deneyler 3’er tekrarli olarak yapildi.

2.10. Dm-5’in Rhizophagus grandis (Gyllenhal) (Coleoptera: Rhizophagidae
Uzerindeki Etkileri

2.10.1. Direk Etkileri

R. grandis anag erginleri Trabzon Orman Genel Miidiirliigii’nden temin edildi. KTU,
Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuarinda 20 °C sabit sicaklik, % 75 sabit nem ve
stirekli karanlikta iklimlendirme dolabinda diizenli olarak beslendi. Predatdriin
yetistirilmesinde besin olarak D. micans larvalar1 kullanildi. R. grandis larva ve erginleri
tizerinde tek doz uygulamasi yapildi. Cilinkii burada sadece fungusun R. grandis iizerinde
oldiiriicti etkisinin olup olmadiginin tespit edilmesi amaglandi. Bunun i¢in, D. micans

tizerinde en yiiksek etki gdsteren fungal izolat olan (Dm-5)’in 1x10° spor/ml spor
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stispansiyonu hazirlandi. On adet R grandis prepupa (hareketli olgun larvalari) ve erginleri
hazirlanan spor silispansiyonu igerisinde 2-3 sn bekletilerek yeterince spor almalari
saglandi. Daha sonra predatér bocekler besin olarak 3. veya 4. evredeki D. micans
larvalariyla birlikte kabuk arasinda plastik kutular igerisinde, karanhikta ve 20 °C‘de
inkiibasyona birakildi. Enfeksiyondan 15 giin sonra 6lii bocekler, kadavralar {izerindeki
fungus bliylimesini tesvik etmek amaciyla nemli filtre kagidi igeren steril petrilere aktarildi

ve mikoz oranlar1 belirlendi. Biitiin deneyler 3’er tekrarl olarak yapildi.

2.10.2. Dolayh Etkileri

R. grandis ana¢ erginlerinin beslenmesi siirecinde 2.6.’da kullanilan yiizde
oranlarma gore infekte edilmis 12 adet D. micans larvalar1 D. micans larvalari kullanilarak
yapilan bu deneyde kabuk arasinda besleme yontemi kullanilarak, her kutuya bir erkek bir
disi olmak {iizere birer ¢ift R. grandis ergini yerlestirildi. Enfeksiyondan 15 giin sonra R.
grandis’ler incelendi. Incelen gruplarda fungal enfeksiyon isaretlerinin olup olmadig

belirlendi.



3. BULGULAR

Tez kapsaminda, entomopatojen 6zelligi daha onceki g¢aligmalarda tespit edilen,
karakterizasyonu yapilan ve tiiri Beauveria bassiana olarak tanimlanan Dm-5 numarali
izolatin (ARSEF 9271) molekiiler karakterizasyonu ve Dendroctonus micans larva ve
erginleri tizerindeki doz denemeleri ve horizontal yayilimi, kiitiik denemeleri, sekonder
zararhlar1 tizerindeki doz denemeleri ve horizantal yayilimi ve Rhizophagus grandis

tizerindeki dolayli ve direk etkisi amaglanmistir.

3.1. Dm-5¢in Molekiiler Karakterizasyonu

Dm-5 izolat1 ile 1ilgili Onceki ¢alismalar Tanyeli vd. (2011) tarafindan
gercgeklestirildi. Bu tez ¢alismas1 Dm-5in molekiiler karakterizasyonu ile basladi. Izolatin
ITS DNA dizileri NCBI Gen Bank’ta bulunan siralarla blastlanarak Gen Bank’ta yer alan
diger entomopatojen fungus tiirleriyle ylizde benzerlik oranlari belirlendi. Tir tayini
yapilan Dm-5, Beauveria bassiana izolat KTU-68 ile % 100 ve Beauveria bassiana izolat
KTU-66 % 99 benzerlik gosterdigi belirlendi (Tablo 3). izolatin benzeri olan 12 tiirle
filogenetik analizi sonucunda, Dm-5’in en yakin iligskiyi iki Beauveria cf. bassiana
(Beauveria pseudobassiana) (ARSEF156 ve ARSEF812) tiirii ile gosterdi (Sekil 9).

Tablo 4. Dm-5’in rRNA ITS1-5.8S-ITS2 dizisine gére benzerlik oranlari

izolat ITS1-5.8S-1TS2 gen dizisi Benzerlik Accession No
Beauveria bassiana izolat KTU-68 % 100 FJ792830

Dm-5
Beauveria bassiana izolat KTU-66 % 99 FJ792828
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B bassigna ARSEF29E
38 - B. bassiana ARSEF714

%] B. brongmiarti ARSEF 1848
I— B. bassiana ARSEF33T
Cordycaps of scarabasicola EFCC252
| B. brongniartil ARSEFT431
i L B brongniadii ARSEF4850
E. cf bassiana ARSEF156
B. ¢f basziana ARSEFBTIZ
@ ARZEFS2T1
wy | W ARSEFS272

B. amorpha ARSEF2641
[————— B caledonica ARSEF2567
9§ —————— B vermiconia ARSEF2922

(02

Sekil 9. Dm-5 (ARSEF1971)’in Young-Mi (2000)’in c¢alismasinda kullanilan
Beauveria tiirlerinin ITS dizisine gére taksonomik pozisyonunu gosteren
N-J agac1. Seg¢-bagla (bootstrap) degerlerinin % 70 ve yukarisi olanlar
belirtildi.

3.1.1. Dm-5’in Uzama Faktorii-l-alfa (EF1l-), RPB1, RPB2, Bloc Gen
Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

Bu revizyona gore Beauveria cinslerinin yeni taksonomik revizyonlari yapildi
(Rehner vd., 2011). Dm-5 ITS gen bolgelerinden baska EF1-a, RPB1, RPB2a, RPB2b,
Bloc gen bolgelerinin de veri analizi yapilmustir.

Beauveria cinslerinin ayrintili tanimlamalarin1 yapmak amaciyla EF1-a yaklagik
1150 bp, RPB1 800 bp, RPB2a 1150 bp, RPB2b 1000 bp ve Bloc bdlgesi i¢inde 1050
bp’lik gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltildi. Elde edilen bantlar Sekil 10’de gosterilmektedir.
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Sekil 10. Dm-5’in molekiiler karakterizasyonu. M: Marker (1 kb) 1: Bloc;
2: RPB1; 3: RPB2b; 4: EFl-a ; 5: RPB2a

Dm-5’in taksonomik posizyonlarini son revizyona gore belirlemek i¢in elde edilen
EFl-a , Bloc, RPB1, RPB2 dizileri filogenetik analizlerde kullanildi. Beauveria son
taksonomik revizyonunun yer aldigi, Rehner vd. (2011)’leri tarafindan yapilan ¢alismadaki
tiim Beauveria cinsine ait izolatlar1 karsilastirildi. EF1-a bolgesine gore ¢izilen filogenetik
agacta B. pseudobassiana olarak belirlenirken Bloc ve RPB1 de B. Bassiana, RPB2
dizilerine gore Beauveria sp. olarak belirlendi. Cizilen filogenetik agacta morfolojik olarak
tanimlanan Dm-5 izolatinin taksonomik pozisyonlart Sekil 11, 12, 13 ve 14°de

gorilmektedir.
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Sekil 11. Dm-5’in  Rehner wvd. (2011)’lerinin c¢alismasinda kullanilan
Beauveria tiirlerinin EF1-a dizisine gore taksonomik pozisyonunu
gosteren N-J agact. Sec-bagla (bootstrap) degerlerinin % 70 ve
yukarisi olanlar belirtildi.
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Sekil 12. Dm-5‘in Rehner vd. (2011)’lerinin ¢alismasinda kullanilan Beauveria
tiirlerinin Bloc dizisine gore taksonomik pozisyonunu gosteren N-J agaci.
Sec-bagla (bootstrap) degerlerinin % 70 ve yukarist olanlar belirtildi.
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Sekil 13.

Dm-5’in Rehner vd. (2011)’lerinin ¢alismasinda kullanilan Beauveria
tirleri ile RPB1 dizisine gore taksonomik pozisyonunu gosteren N-J

agacl. Se¢-bagla (bootstrap) degerlerinin % 70 ve yukaris1 olanlar
belirtildi
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Sekil 14. Dm-5’in Rehner vd. (2011)’lerinin ¢alismasinda kullanilan
Beauveria tiirleri ile RPB2 dizisine gore taksonomik pozisyonunu
gosteren N-J agaci. Seg¢-bagla (bootstrap) degerlerinin % 70 ve
yukarisi olanlar belirtildi
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3.2. Dm-5’in Fakh Dozlarimin Dendroctonus micans Uzerindeki Etkileri
3.2.1. D. micans Larvalar1 Uzerindeki Etkisi

Dm-5’in Dendroctonus micans larvalari {izerindeki viriilansinin belirlenmesi igin
1X104, 1X105, leOG, 1X107, 1x10® spor/mL konsantrasyonlarinin kullanildigi bu ¢alismada
elde edilen insektisidal aktivite sonuglar1 Sekil 15°de verilmistir. Laboratuar kosullarinda
gergeklestirilen bu c¢alismada konsantrasyondaki artisa paralel olarak, larvalar iizerindeki
oldiiriicii etkinin de arttig1 ve tim dozlarda % 100 6lim saglandigi goriilmektedir. En
diisik konsantrasyonun (1 X 10* spor/mL) kullanldig ¢alismada enfeksiyondan 11 giin
sonra tiim larvalarin 61diigii tespit edildi. Doz arttik¢a (1x10* - 1x10® spor/mL) % 100
Olimlerin sirasiyla enfeksiyondan sonraki 11., 10., 8., 7. ve 6. giinlerde meydana geldigi
belirlendi. Tiim dozlarda etkili 6liimler tespit edilirken, en hizli 5liim 1 x 10® spor/mL’lik

konsantrasyon ile saglandi.
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Sekil 15. Dm-5’in Dendroctonus micans larvalar tizerindeki doz denemeleri.
Giin: Enfeksiyondan sonra gecen siire. Testler her bir testte 10’ar
larva olmak iizere tiger tekrarli yapilmis ve sonuglar Abbott (1925)
formiiliine goére hesaplanmistir.

Doz denemelerinde saglanan 6liim oranlarmin uygulama yapilan entomopatojenik
fungustan olup olmadiginin belirlenmesi i¢in bocek kadavralart mikozlanmaya tabi tutuldu.

Doz denemelerinde 6len bdcekler nemli filtre kagidi igeren petri kaplarinda ayri ayr
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toplandi1 ve 28°C’de inkiibasyona birakildi. Testlerin kontrolii esnasinda da zaman zaman

olii larvalarin mikozlanmaya basladigi gozlendi ( Sekil 16).

Sekil 16. Biyotest sirasinda 1x10° ile enfekte olan D. micans larvalari

Diger dozlardaki oliimlerin de (diisiik dozdan yiiksege dogru) sirasiyla % 90, 96.67,
93.33 ve 96.67 oraninda mikozlandig tespit edildi. Dm-5 izolatinin 7. glin sonunda zararli
tizerindeki LCsp degeri 2.35 X 10* (342,5 — 1.18 x 105) spor/mL olarak hesaplandi.
Enfeksiyondan 7 giin sonra uygulanan tiim dozlarda 6liim oranlarinin yiiksek diizeyde
olmasi nedeniyle, LCsy degeri de ayni giinde saglanan 6liim oranlarina gore hesaplandi.
Bu durum tiim oliimlerin fungustan kaynaklandigini ortaya koymaktadir. Uygulama
sonunda, 1 x 10° spor/mL konsantrasyonun kullanildig1 testte Olen tiim larvalarin
mikozlandig1r goriilmektedir (Sekil 17) ve diger dozlardaki Olimlerin de % 90’nin

tizerindeki bir yiiksek degerle mikozlandig: tespit edildi (Sekil 18).
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Sekil 17. Doz denemesi sonucunda 6len D. micans larvalarinin mikozlanmasi
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Sekil 18. Larvalarin doz denemelerinde gergeklesen 6liimlerin mikoz oranlari
3.2.2. D. micans Erginleri Uzerindeki Etkisi

Dm-5’in Dendroctonus micans erginleri tizerindeki viriilansinin belirlenmesi i¢in de

ayni larvalar iizerinde uygulanan 1 x 10%, 1 x 10°, 1 x 10° 1 x 107, 1 x 10® spor/mL
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konsantrasyonlart kullanildi ve bu caligmada elde edilen insektisidal aktivite sonuglari
Sekil 19’de verilmistir.

Bu ¢alismada konsantrasyondaki artisa ve larvalar lizerindeki oldiiriicii etkiye paralel
olarak tiim dozlarda % 100 6liim saglandig1 goriilmektedir. En diisiik konsantrasyonda (1 X
10* spor/mL) enfeksiyondan 9. giin sonra tiim erginlerin 61diigii tespit edildi. Doz arttik¢a
(1x10* - 1x10® spor/mL) % 100 liimlerin sirasiyla enfeksiyondan sonraki 9., 8., 7., 6. ve
5. glinlerde meydana geldigi belirlendi. Tim dozlarda etkili 6liimler tespit edilirken, en

hizl 8liim 1 x 108 spor/mL’lik konsantrasyon ile saglandi.
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Sekil 19. Dm-5’in Dendroctonus micans erginleri iizerindeki doz denemeleri. Giin:
Enfeksiyondan sonra gegen siire. Testler her bir testte 10’ar larva olmak
tizere ucer tekrarli yapilmis ve sonuclar Abbott (1925) formiiliine gore
hesaplanmuistir.

Doz denemelerinde saglanan Oliim oranlarinin  fungustan olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in bocek kadavralari1 mikozlanmaya tabi tutuldu. Uygulama sonunda, 1 x
10°® spor/mL konsantrasyonun kullanildigi testte Slen tiim erginlerin mikozlandigi
goriilmektedir (Sekil 20). Bu uygulamadan elde edilen degerler de Sekil 21’de
goriilmektedir. Bu durum tiim dliimlerin fungustan kaynaklandigini ortaya koymaktadir.
Ayni zamanda 1 X 10’ spor/mL konsantrasyondaki 6liimlerde de % 100 mikozlanma orani

gozlenirken diger dozlarda da % 90‘in iizerinde mikozlanma tespit edildi.
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Sekil 20. Doz denemelerinde erginlerde gerceklesen dliimlerin mikozlanmasi
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Sekil 21. Doz denemelerinde erginlerde gerceklesen oliimlerin mikoz oranlari
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3.3. Dm-5’in Dendroctonus micans Populasyonundaki Horizontal Yayilimi

3.3.1. D. micans Larva Populasyonunda Yayilim

Dm-5’in Dendroctonus micans larval populasyonundaki horizontal yayilis etkinligi
2.6’daki enfeksiyon oranlar1 uygulanarak belirlendi. Oliim oranlarmin enfeksiyondan
sonra 5’er giin araliklarla kaydedildigi ¢alismanin sonuglar1 Sekil 22°te goriilmektedir.
Fungal bulastirmanin yapilmadigi negatif kontrol grubunda herhangi bir 6liim tespit
edilmedi. Buna karsilik tiim larvalarin bulastirildig testte larvalarin tamaminin 15 giinliik
deney siiresini doldurmadan enfeksiyondan 5 giin sonra oldiigi gozlendi. Yiizde 25
bulastirmanin gergeklestirildigi uygulamada enfeksiyondan 15 giin sonra % 100 6lim
tespit edilirken, % 50 ve 75 bulastirmanin yapildigi ¢alismada enfeksiyondan 10 giin sonra
larvalarin tamaminin 61diigii belirlendi. Enfeksiyondan 5 giin sonra en diisiik bulagtirma
oranindan en yiiksek orana dogru 6liim oranlari sirasiyla % 75, 80.56, 94.44 ve 100 olarak
hesaplandi. Calisma sonunda fungal bulastirmanin yapildig1 oranlardan daha yiiksek 6lim
oranlar1 elde edilmis olmasi, fungal sporlarin, ortak yasam alanlarin1 paylasan larvalar
arasinda etkili bir sekilde horizontal olarak yayilabildigini gostermektedir. Bulasmanin %
25 oraninda yapilmasina karsilik, enfeksiyondan 5 giin sonra dahi 6lim oranin %75’e
ulagmasi, fungal bulagsmanin yapilmadigi larvalarin da 6lmiis olmasi ve bu 6limlerin 10-15
giin gibi kisa bir siirede gerceklesmesi yayilmanin etkinligini gdstermektedir.

Horizontal yayilimdan saglanan oOliimlerin de fungal orjinli olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in mikozlanma testi yapildi. Sekil 23 ’de de goriildiigii gibi testte dlen tiim
larvalarin  mikozlandigi  goriilmektedir. Bu durum tim O6limlerin  fungustan

kaynaklandigini ortaya koymaktadir (Sekil 24).
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Sekil 22. Dm-5’in Dendroctonus micans larvalar arasinda horizontal yayilma etkinligi

Sekil 23. Horizantal yayilim deneylerinde larvalarda gergeklesen oliimlerin
mikozlanmasi
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Sekil 24. Larvalarin horizantal yayilim deneylerinde ger¢eklesen oliimlerin mikoz
oranlari. Mikoz degerleri Abbott (1925)’e gore hesaplanmuistir.

3.3.2. D. micans Ergin Populasyonunda Yayilimi

Dm-5’in Dendroctonus micans ergin populasyonundaki horizontal yayilis etkinligi
yukarida verilen 2.6’da verilen enfeksiyon oranlar1 uygulanarak belirlendi. Larvalarda
uygulandigi gibi erginlerde yapilan bu ¢alismada da 6liim oranlarinin enfeksiyondan sonra
5’er gilin araliklarla kaydedildigi ¢alismanin sonuglart Sekil 25°de goriilmektedir. Fungal
bulastirmanin yapilmadig1 negatif kontrol grubunda herhangi bir 6liim tespit edilmedi.
Buna karsilik tiim erginlerin ayni larvalarda oldugu gibi bulastirildigi testte erginlerin
tamaminin 15 giinliik deney siiresini doldurmadan, enfeksiyondan 10 giin sonra 6ldigi
gozlendi. Yiizde 25 bulastirmanin gergeklestirildigi uygulamada enfeksiyondan 15 giin
sonra % 100 olim tespit edildi. %50 ve 75 bulastirmanin yapildigi c¢aligmada
enfeksiyondan 10 giin sonra larvalarin tamaminin 6ldiigii belirlendi. Enfeksiyondan 5 giin
sonra en diisiik bulastirma oranindan en yliksek orana dogru 6liim oranlart sirasiyla %
38,88, 55,55, 63,88 ve 100 olarak hesaplandi. Calisma sonunda fungal bulastirmanin
yapildig1 oranlardan yiiksek Oliim oranlar1 elde edilmis olmasi, fungal sporlarin, ortak
yasam alanlarin1 paylasan erginlerin arasinda bir sekilde horizontal olarak yayilabildigini

gostermektedir. Oliimlerin fungustan kaynaklamip kaynaklanmadigina bakildiginda
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sonuclar Sekil 26 ‘da gosterildi. Yapilan calismalarda erginler lizerinde % 25 bulastirma
oraninda % 90 mikozlanma oran1 gozlenirken % 100 bulastirma oraninda 6len tiim ergin

bocekler % 100 mikozlanma gozlendi (Sekil 27).
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Sekil 25. Dm-5’in Dendroctonus micans erginler arasinda horizontal yayilma
etkinligi.
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Sekil 26. Horizantal yayilim deneylerinde erginlerde gerceklesen 6liimlerin
mikoz oranlari.
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Sekil 27. D. micans erginleri {izerinde horizantal dagilim deneyinde
mikozlanan ergin bocekler

3.4. D. micans ‘mn Kiitiik Denemeleri

Bu denemeler, farkli sayida enfekte D. micans larvalarinin fungal etmeni populasyon
igerisindeki enfekte olmamis larvalara bulastirma oranlarmin belirlenmesi ve
enfeksiyonlarin larvalarin kiitiikklerdeki zarar performanslari tizerindeki etkilerinin tespit
edilmesini saglandi.

Uc haftalik inkiibasyon siiresi sonucunda kiitiiklerin ilk incelenmesinde agcilan
kiitiiklerde % 100 ve % 75 bulastirma oram1 uygulanan kiitiiklerde herhangi bir kacis
deliginin olmadigi, % 50 ve % 25 bulastirma yapilan ve kontrol grubunda kullanilan
kiitiiklerde kagis delikleri gozlendi (Sekil 28).
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Sekil 28. Kiitiikk denemelerinde, kiitiikklerden ¢ikis isaretleri



56

Larvalarin tamamina bulagtirma yapilan ¢alismada larvalarin tamaminin 6ldigi ve
kabuk altinda mikozlandig1 gozlendi. Larvalarin tamaminin larval donemde o6ldiikleri tespit
edildi. Enfekte larvalarin yaklasik olarak 20 cm? yiginti alam olusturdugu gdzlemlendi
(Sekil 29). Uygulamam sonucunda 6liim ve mikoz oran1 % 100 olarak belirlendi.

Sekil 29. Larvalarin tamami enfekte edilerek gerceklestirilen kiitiikk denemeleri

Larvalarin % 75’in enfekte edilerek uygulandig kiitiiklerde ise sadece 3 tane bocegin
larva doneminden ergin doneme gegerek canli kaldigi ve diger tiim bdceklerin kiitiik
igerisinde 6ldiigli ve mikozlandig1 gozlendi (Sekil 30). Yiginti alani olarak bakildiginda
yaklastk 29 cm®lik bir alann yendigi goriilmektedir. Uygulamam sonucunda 6liim ve

mikoz oran1 % 97,22 olarak belirlendi.
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Sekil 30. Larvalarin % 75’1 enfekte edilerek gerceklestirilen kiitiik denemeleri

Larvalarin yarisinin enfekte edilerek uygulandig kiitiiklerin agilmasi ile 1 adet pupa
goriiliirken, 24 adet D. micans larvasinin ergin donemine gecerek canli kaldig: tespit edildi.
Kiitlik igerisinde Olen boceklerin tamaminin kiitiik icerisinde mikozlandigi tespit edildi
(Sekil 31). Uygulama sonucunda Olim ve mikoz oranmi % 70,37 olarak belirlendi.
Larvalarin ve erginlerin olusturdugu yiginti alanlarin yaklasik 45 cm? oldugu ve % 75

oraninda bulastirma deneyine gore anlamli derecede artis oldugu belirlendi.
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Sekil 31. Larvalarin % 50’si enfekte edilerek gerceklestirilen kiitiik denemeleri; A:
Enfekte olmamis D. micans ergini; B: Enfekte olmus D. micans ergini

Larvalarin % 25 oraninda enfekte edilerek uygulandigi kiitiiklerin agilmast
sonucunda 67 adet larvanin 6ldiigii ve 25 adet D. micans larvasinin ergin hale doniistigii
ve canh kaldig: tespit edildi. Toplamda 16 adet bocegin kiitiiklerde agtiklari deliklerden
kactigi tahmin edilmektedir. Kiitiikk igerisindeki o6len boceklerin kiitiik igerisinde
mikozlandig1 gozlendi (Sekil 32). Uygulama sonucunda 6liim ve mikoz orami % 62,03
olarak belirlendi. Larvalarin ve erginlerin olusturdugu yiginti alanlarimin olgiildiigiinde
yaklasik 52 cm? oldugu ve diger bulastirma deneylerine gore anlamli derecede artig oldugu

belirlendi.
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Sekil 32. Larvalarin % 25’1 enfekte edilerek gerceklestirilen kiitiik denemeleri

Herhangi bir bulastirmanin yapilmadigi kontrol grubunda ise higbir Olim
gozlenmezken 16 adet larvanin ergin bireye doniiserek canli kaldigi actiklart ¢ikig
deliklerinden kiitigli terk ettigi tahmin edilmektedir (Sekil 33). Yiginti alanlari
hesaplandiginda yiginti alaninin yaklasik 68 cm? oldugu belirlendi.

Yapilan biitiin ¢alismalar toparladiginda, kiitik denemeleri sonucunda 6len D.
micans larvalarin sayisi1 ve mikoz oranlar1 Sekil 34’de, kiitiik denemelerinde canli kalan ve

kiitiiklerden kagan boceklerin orani ise Sekil 35°de verilmektedir.
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Sekil 33. Kontrol grubunda D. micans erginleri
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Sekil 34. Kiitiik denemeleri sonucunda 6len D. micans larvalarin sayisi ve mikoz
oranlari
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Sekil 35. Kiitlik denemelerinde canli kalan ve kiitiikklerden kagan boceklerin orani
A: Larva doneminden ergin doneme gegerek canli kalan D. micans
erginlerinin % oranlari; B: Kiitiikten kacan bdceklerin % orani

3.5. Dm-%’in Fakh Dozlarmmn Ips sexdentatus ve Ips typographus Ergin
Uzerindeki Etkileri

3.5.1. Ips sexdentatus ve Ips typographus Erginleri Uzerinde Etkileri

Dm-5’in Ips sexdentatus ve Ips typographus erginleri {izerindeki viriilansinin
belirlenmesi i¢in 1X104, 1X105, 1X106, 1X107, 1x108 spor/mL konsantrasyonlarinin
kullanildig1 bu ¢alismada elde edilen insektisidal aktivite sonuglar1 Ips sexdentatus igin
Sekil 36 *de verilmistir.

Konsantrasyondaki artisa paralel olarak, Ips sexdentatus tizerindeki 6ldiiriicii etkinin
de arttifi ve tiim dozlarda % 100 o6lim saglandigi goriilmektedir. En disiik
konsantrasyonun (1 x 10* spor/mL) kullanildig1 calismada enfeksiyondan 9 giin sonra tiim
larvalarm Sldigi tespit edildi. Doz arttikga (1x10* - 1x10® spor/mL) %100 &liimlerin
sirasiyla enfeksiyondan sonraki 9. giin, 8. giin, 7. giin 6. giin ve 5. gilinlerde meydana
geldigi belirlendi. Tiim dozlarda etkili 6liimler tespit edilirken, en hizli 6liim 1 x10°
spor/mL’lik konsantrasyon ile saglandi.

Doz denemelerinde saglanan Oliim oranlarinin fungustan olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in bdcek kadavralart mikozlanmaya tabi tutuldu. Doz denemelerinde dlen

bocekler nemli filtre kagidi iceren petri kaplarinda ayr1 ayri1 toplandi ve 28°C’de
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inkiibasyona birakildi. Deneyin kontrolii esnasinda da zaman zaman O6lii erginlerin
mikozlanmaya bagladig1 gozlendi. Bu uygulamadan elde edilen degerler de Sekil 37°de
goriilmektedir. Uygulama sonunda, 1 x 10%1 x 10" ve 1 x 10° spor/mL konsantrasyonun

kullanildigi testte 6lii boceklerin mikozlandigi goriilmektedir (Sekil 38 ).
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Sekil 36. Dm-5’in Ips sexdentatus erginleri tizerindeki doz denemeleri. Giin:
Enfeksiyondan sonra gecen siire.  Testler, her bir testte 10’ar larva
olmak {izere {lger tekrarli yapilmis ve sonuglar Abbott (1925)
formiiliine gére hesaplanmistir.
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Sekil 37. Ips sexdentatus doz denemelerinde gergeklesen Oliimlerin mikoz
oranlari. Mikoz degerleri Abbott (1925)’e gore hesaplanmustir.
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A B

Sekil 38. Dm-5’in Ips sexdentatus iizerindeki doz denemeleri A: 1 x 10* spor/mL
konsantrasyon kullanilarak enfekte edilen boceklerin mikoz goriintiileri; B:
1 x 10° spor/mL konsantrasyon kullanilarak enfekte edilen bdceklerin
mikoz gorlintiileri

Bu durum tiim oliimlerin fungustan kaynaklandigini ortaya koymaktadir. Diger
dozlardaki 6liimlerin de % 90’nin tlizerindeki bir yliksek degerle mikozlandigi tespit edildi.

Ips typographus erginleri iizerindeki doz denemeleri, en diisiikk konsantrasyonun (1 X
10* spor/mL) kullanildig1 ¢alismada enfeksiyondan 12. giin sonra tim larvalarin Sldigii
tespit edildi. Doz arttik¢a (1x10* - 1x10° spor/mL) %100 Sliimlerin sirastyla enfeksiyondan
sonraki 12. giin, 11. giin, 9. giin 8. giin ve 7. giinlerde meydana geldigi belirlendi (Sekil
39). Tim dozlarda etkili Sliimler tespit edilirken, en hizli 6lim 1 X 10® spor/mL’lik
konsantrasyon ile saglandi.

Bu uygulamadan elde edilen mikozlanma degerleri de Sekil 40’de goriilmektedir.
Uygulama sonunda, 1 x 10% ve 1 x 10’ spor/mL konsantrasyonun kullanildig: testte 6len
tim erginlerin mikozlandig1r goriilmektedir. Bu durum tiim Oliimlerin fungustan
kaynaklandigini ortaya koymaktadir (Sekil 41). Diger dozlardaki dliimlerin de % 85’nin
tizerindeki bir yiiksek degerle mikozlandigi tespit edildi.
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Sekil 39. Dm-5’in Ips typographus erginleri iizerindeki doz denemeleri. Giin:
Enfeksiyondan sonra gecen siire. Testler her bir testte 10’ar larva
olmak tizere tiger tekrarli yapilmis ve sonuclar Abbott (1925) formiiliine
gore hesaplanmuistir.
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Sekil 40. Ips typographus doz denemelerinde gergeklesen 6liimlerin mikoz oranlari.
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Sekil 41. Dm-5’in Ips typographus iizerindeki enfeksiyonu

3.5.2. Dm-5’in Ips sexdentatus ve Ips typographus Ergin Populasyonundaki
Horizontal Yayilim

Dm-5’in Ips sexdentatus ve Ips typographus ergin populasyonundaki horizontal
yayilis etkinligi 2.6°da verilen enfeksiyon oranlari uygulanarak belirlendi.

Ips sexdentatus’ta oliim oranlarinin enfeksiyondan sonra 5’er giin araliklarla
kaydedildigi ¢aligmanin sonuglari Sekil 42°de goriilmektedir. Herhangi bir fungal
bulastirmanin yapilmadig1 negatif kontrol grubunda herhangi bir 6lim tespit edilmedi.
Buna karsilik tiim boceklerin bulastirildig: testte larvalarin tamaminin 15 giinliik deney
stiresini doldurmadan enfeksiyondan 5 giin sonra 61diigli gozlendi. Enfeksiyondan 5 giin
sonra en diisiik bulastirma oranindan en yliksek orana dogru 6liim oranlar sirasiyla %
41,66, 61,11, 77,77 ve 94,44 olarak hesaplandi. Horizontal yayilimdan saglanan oliimlerin
de fungal orijinli olup olmadiginin belirlenmesi i¢in mikozlanma testi yapildi. Sekil 43’de
de gortildiigii gibi testte dlen erginlerin % 25 bulastirma oraninda % 75 diger bulastirma
oranlarinda %100 mikozlandig1 goriilmektedir. Bu durum Oliimlerin  fungustan
kaynaklandigini ortaya koymaktadir.

Dm-5’in Ips typographus erginler arasinda horizontal yayilma etkinligine
bakildiginda, enfeksiyondan 10 giin sonra en diisiik bulastirma oranindan en yliksek orana
dogru 6liim oranlar sirastyla % 66,66, 69,44, 86,11 ve 100 olarak hesapland: (Sekil 44).
Calisma sonunda fungal bulastirmanin yapildig1 oranlardan daha yiiksek 6liim oranlari elde

edilmis olmasi, fungal sporlarin, ortak yasam alanlarini paylasan erginler arasinda etkili bir
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sekilde horizontal olarak yayilabildigini gdstermektedir. Oliimlerin 10 giin gibi kisa bir
stirede gerceklesmesi yayilmanin etkinligini gostermektedir.

Horizontal yayilimdan saglanan o&liimlerin de fungal orijinli olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in mikozlanma testi yapildi. Sekil 45°de de goriildiigii gibi testte dlen tiim
larvalarin mikozlandig1 goriilmektedir. Bu durum tiim 6liimlerin fungustan kaynaklandigini

ortaya koymaktadir.
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Sekil 42. Dm-5"in Ips sexdentatus ergin populayonundaki horizontal yayilimi
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Sekil 43. Dm-5’in Ips sexdentatus erginler arasinda horizontal yayilma etkinligi
mikoz orani. Sonuglar Abbott (1925)’e gore hesaplanmistir.
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Sekil 44. Dm-5’in Ips typographus erginler populasyonundaki horizontal yayilimi
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Sekil 45. Dm-5’in Ips typographus erginler arasinda horizontal yayilma etkinligi
mikoz orani. Sonuglar Abbott (1925)’e gore hesaplanmustir.
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3.6. Dm-5’in Rhizophagus grandis Uzerindeki Etkileri

3.6.1. Direk Etkileri

Dm-5’in R. grandis larva ve erginleri tizerindeki etkisini belirlemek i¢in tek doz
(1X106 spor/ml spor siispansiyonu ) uygulama yapildi. Uygulamada kullanilan larvalarda
enfeksiyondan 5 giin sonra % 10, 10 giin sonra % 73,33 ve 15 giin sonra % 100 6liim
gozlendi. Buna ek olarak kontrol grubunda % 10 &liim tespit edildi. Uygulamam sonunda
6l boceklerin fungustan oliip dlmediklerini anlamak i¢in ylizey sterilizasyonu yapildiktan
sonra nemli bir filtre kagidi iizerinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucu &lii
boceklerden sadece % 33,33l funguslandi (Sekil 46). Ergin boceklerde yapilan biyotest
calismasinda ise erginlerde larvalara kiyasla daha az bir 6liim oran1 gézlendi. Bu ¢alismada
sonucunda, 5. giinde higbir 6liim gézlenmeyen ergin boceklerde 10. giin % 10 ve 15. glinde
% 76,66 6liim oran1 gozlendi (Sekil 47).

Ayrica, ¢alisma esnasinda R. grandis‘in beslenmesinde kullanilan ve herhangi bir
fungus bulastirmasmin yapilmadigi D. micans larvalarinda 6lim ve mikozlanma tespit

edildi. Bu 6lim ve mikozlanma Sekil 48’de goriilmektedir.
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Sekil 46. Dm-5’in Rhizophagus grandis larvalar iizerindeki direk etkisi.
Sonuglar Abbott (1925)’e gore hesaplanmigtir
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Sekil 47. Dm-5"in Rhizophagus grandis erginler iizerindeki direk etkisi % oranlart.

Sekil 48.

R e ¥

Dm-5‘in  Rhizophagus grandis erginleri tizerindeki direk etkisi A)
Enfeksiyondan 5 giin sonra R. grandis B) Enfeksiyon asamasinda
bulastirma  yapilmamis D. micans larvalarinda  mikozlanma
gozlemlenmesi a) R. grandis ergilerini beslemek igin fungus ile muamele
edilmemis larva b) Fungus ile muamele edilmis R. grandis erginleri
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3.6.2. Dolayh Etkileri

Yapilan bu ¢alismada, R. grandis anag erginlerinin beslenmesi siirecinde enfekte D.
micans larvalar1 kullanilarak yapilan bu deneyde 2.6. kullanilan yiizde oranlarina goére
enfekte edilmis 12 adet D. micans larvasi kabuk arasinda besleme yontemi kullanilarak,
her kutuya bir erkek bir disi olmak iizere birer ¢ift R. grandis ergini yerlestirildi. 15 giinlik
beslenme siiresinden sonra R. grandis’ler incelendi. inceleme sonucunda R.grandis‘in
disilerin erkeklere oranla daha dayanikli oldugu gézlemlendi. Bu ¢alisma sonucunda, % 25
bulastirma oraninda disi ve erkekler de 5., 10. ve 15. giinde herhangi bir 6liim gdzlenmedi.
Yar1 yartya bulastirmanin oldugu uygulamada 10. giine kadar herhangi bir 6lim
gozlenmezken 15. gilinde erkeklerde % 13,66 oraninda oliim gozlendi. Bulasmanin % 75
oraninda yapildig1 uygulamada 10. giine kadar 6liim gozlenmezken 15. giinde disilerde %
6,66 erkeklerde % 13,66 oraninda 6lim tespit edildi. Tim bdceklerin enfekte edildigi
calismada 10. giine kadar boceklerde herhangi bir 6liim gozlenmezken, 15. giinde disi ve
erkeklerde % 13,66 oraninda 6liim gdzlendi (Sekil 49). Olen béceklerin &liim nedenin
fungustan kaynaklanip kaynaklanmadigini belirlemek icin disilerde herhangi bir

mikozlanma olmadigi erkeklerin ise % 20 oraninda mikozlandigi belirlendi (Sekil 50 ).
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Sekil 49. Dm-5’in Rhizophagus grandis erginler iizerindeki dolayli etkisi
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Sekil 50. Dm-5’in dolayli etkisinde fungustan 6len erginlerin
mikozlari



4. TARTISMA

Ormanlar, sagladiklar yararlar agisindan dogal kaynaklarin en énemlilerinden olup,
islevlerinin siirekliligi, bunlarin en iyi sekilde korunmalarina baglidir. Canli ve cansiz
bircok etken ormanlarin varligini tehdit etmektedir. Hi¢ kuskusuz zararli bocekler bunlarin
en Onemlilerinden biridir.

Dendroctonus micans iilkemiz ladin ormanlarinda ¢ok ciddi zararlara yol agmaktadir.
Bu bocek ile miicadelede mekanik ve kimyasal yontemler uygulanmis, fakat bunlardan
kayda deger olumlu sonuclar elde edilememistir (Alkan, 1992). Zararhiyla 1966-1970
yillar1 arasinda yapilan miicadele, kesilen agaglarin kabuklarinin soyularak yakilmasi
seklinde olmustur. Bu miicadele yontemiyle yeterince basar1 saglanamayinca, 1970 yilinda
bocekli agaclarin govdelerinin kimyasal maddelerle ilagclanmasi seklindeki kimyasal
miicadele caligmalar1 baglatilmis ancak, bu uygulamada da herhangi bir basari
saglanamamistir. Ayrica, tamamen kimyasal kokenli ilaclarin dogaya verilmesi seklinde
olan bu miicadele yontemi, hem ¢ok pahali olmus hem de ormanlara verilen kimyasallar bu
zararlinin miicadelesi i¢in yeterince uygun olmadigi gibi pek c¢ok yararlt bocek ve diger
canlilar1 (parazitoid ve predator bocekleri, bal arilarini ve kuslar) da dldiirmiis ve biiyiik
bir ¢evre kirliligine yol agmistir. Zararlinin ladin ormanlarinda direk olarak yaptig etkiden
baska, zayif diisen agaclar, sekonder zararli diger kabuk boceklerinin bu agaglara
saldirmasina da neden olmaktadir. Kabuk bdceklerinin sebep oldugu zararlar nedeniyle
her yil on binlerce metrekiip agac kurumaktadir. Kuruyan agaclar, grup ve kiimeler halinde
kesildigi i¢in ormanlarda biiylik agikliklar meydana gelmektedir. Bu agikliklarin genisligi
cogu kez bir aga¢ boyundan daha fazla oldugu i¢in bu durum sahanin yabanlasmasina
neden olmaktadir. Yabanlasan sahalarin tekrar eski haline doniistiiriilebilmesi ise diri Ortii
ile miicadele, toprak isleme ve fidan dikimi gibi olduk¢a masrafli caligmalari
gerektirmektedir. Ayrica, bdcek kurutmasi sonucu yapilan anormal kesimler planl
isletmeciligi amacindan uzaklastirmaktadir (Eroglu, 1995). Bunun {izerine, 1984 yilinda
biyolojik miicadele ¢alismalar1 baslatilmistir ve halen bu miicadele yiiriitiilmektedir. Bu
calismalarda D. micans’in dogal predatorii olan R. grandis ile yapilan biyolojik miicadele,
mekanik miicadeleyle desteklenmektedir. Bu yontem, komsu iilke Giircistan'da 1963
yilinda biiyiikk boyutlu bir biyolojik miicadele programiyla uygulamaya konulmustur
(Khobakhidze, 1965; Kobakhidze vd., 1970). Daha sonra aym yontem 1983 yilinda
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Ingiltere ve Fransa’da uygulanmistir (Gregoire vd., 1984; Gregoire vd., 1989). Son olarak
da 1984 yilinda tlilkemizde uygulanmaya baslanmistir (Alkan ve Aksu, 1990; Fielding vd.,
1991a; Eroglu, 1995; Eroglu, 1997). Bu miicadele yontemiyle, zararli bécegin populasyonu
geriletilmis ve ladin alanlarindaki yayilis1 yavaslatilmistir. Fakat R. grandis’in laboratuarda
iretilmesi, predatoriin ormandaki zararli yuvalarina verilmesinin ¢ok zahmetli bir ¢aligma
olmast ve biylik oOlgiide insan giici ve maliyet gerektirmesi, bu uygulamanin
dezavantajlarim olusturmaktadir. Uretim esnasinda zaman zaman gesitli sebeplerden
dolay1 ¢ok sayida R. grandis larva ve erginin 6liimii meydana gelmekte, bu da maliyeti
arttirmakta ve miicadelenin basar1 sansin1 azaltmaktadir.

Yukarida da bahsettigimiz gibi Dendroctonus micans ile miicadelede biyolojik
miicadele yontemleri kullanilmaya baslanmistir. Bilindigi gibi diinyada boceklerden izole
edilen viriis, bakteri, fungus, nematod ve protozoonlar1 kapsayan cesitli preparatlar
zararlilarin mikrobiyal miicadelesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Boucias ve
Pendland, 1998; Demirbag vd., 2008). Dendroctonus micans ile miicadelede Yilmaz
(2004) ve Yilmaz vd. (2006) galismalarinda D. micans’in bakteriyal florasini belirlediler.
Ancak, belirlenen bakteriyal izolatlarin bocege yedirilmesi bir tiirlii basarilamadi. Bunun
lizerine baska bir mikrobiyal miicadele yontemi arastirilmis ve D. micans’in biyolojisi ve
Dogu Karadeniz Bolgesi’nin iklimsel kosullar1 dikkate alindiginda, bu zararliyla
miicadelede en etkili mikrobiyal yontemin entomopatojenik funguslar oldugu
diginiilmigtir. Sevim vd. (2010), Dogu Karadeniz Bolgesi’nden izole edilen
entomopatojenik funguslarn D. micans’a karsi iyi bir biyolojik miicadele etmeni
olabilecegini gosterdi.

Bu olumsuzlugu gidermek ve zararliyla miicadelede daha etkili bir yontem ve etmen
gelistirmek amaciyla Tanyeli ve arkadagslar1 (2010) tarafindan baglatilan D. micans’a karsi
etkili bir fungal etmen tespit etmek amaciyla; zararlinin larva ve ergin evrelerinden dort
cinse ait 12 sus elde edildi. Bu dort cinsten biri olan Beauveria bassiana Sensu Lato
(ARSEF 9271) 1 X 10° konidia mL™ yogunlukta hem larva hem de erginlere uygulandi.
Dm-5 (ARSEF 9271 ), 12 izolat arasindan zararli iizerinde viriilansi en yiiksek izolat
olarak belirlendi. Bu dogrultuda, bu tez kapsaminda B. bassiana oldugu bilinen Dm-5
izolatinin zararl lizerinde ve sekonder zararlilari tizerinde mikrobiyal miicadele potansiyeli
arastirmalarina baslandi.

B. bassiana iyi bilinen bir bocek patojenidir ve mikrobiyal miicadele etmeni olarak

diinya ¢apinda bir¢ok bocek tiiriinde hastalik ve dliimler gergeklestirir (Lacey vd., 2001;
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Goettel vd., 2005; Zimmermann, 2007). B. bassiana’nin pek ¢ok kabuk bocegini enfekte
edebildigi ve gesitli orman zararlilarinin (6zellikle ladin kabuk bocekleri) miicadelesinde
iyi bir potansiyele sahip oldugu bilinmektedir (Jankevica, 2004; Kreutz vd., 2004;
Draganova, 2006; Batta, 2007). Ayn1 zamanda B. bassiana’nin, bir baska 6nemli ladin
zararlis1 olan Ips typographus L.’un kontroliinde de iyi bir potansiyele sahip oldugu
ispatland1 (Kreutz vd., 2004).

Tanyeli ve arkadaslar1 (2011) tarafindan PCR ile ¢ogaltilip tiir tayini yapilan Dm-5
izolatinin tez kapsaminda ITS agaci ¢izildi ve filogenetik analizi sonucunda, iliskiyi
Beauveria pseudobassiana (ARSEF156 ve ARSEF812) tiiriine yakin olduklar1 belirlendi.
Beauveria cinsinin son taksonomik diizenlenmesinin yer aldigi, Rehner vd. (2011)’leri
tarafindan yapilan c¢alismadaki tiim Beauveria izolatlar1 ile karsilastirildi. Beauveria
cinsinin bu tez kapsaminda ITS gen bolgelerinden baska EF1-a, RPB1, RPB2, Bloc gen
bolgelerinin de veri analizi yapildi. EF1-a bolgesine gore ¢izilen filogenetik agacta Dm-5,
B. pseudobassiana olarak belirlenirken, Bloc, RPB1 B. Bassiana ve RPB2 dizilerine goére
Beauveria sp. gizilen olarak tanimlandi.

Beauveria bassiana’nin D. micans’ta dogal enfeksiyon yaptigi daha oOnceki
calismalardan da bilinmektedir. Ancak bunun zararh iizerindeki insektisidal aktivitelerine
yonelik bir calisma yapilmamistir (Fielding ve Evans, 1997). ilk olarak Sevim (2010)
topraktan izole ettigi Beauveria cf. bassiana’nin D. micans’a karsi iyi bir miicadele etmeni
olabilecegini belirlemistir. Entomopatojenik funguslarin D. micans’a karsi biyolojik
miicadele etmeni olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur. Yapilan g¢alismada ise
bdcekten izole edilen B. bassiana’nin zararl tizerindeki insektisidal aktivite denemeleri ilk
kez Tanyeli (2011) ¢alismayla gerceklestirilmistir.

Bu tez kapsaminda Dm-5 (Beauveria bassiana, ARSEF 9271)’in fakli dozlarinin
(1x10* 1x10%) Dendroctonus micans larva ve erginler iizerinde patojenite testleri ilk kez
yapildi. Genellikle bu tarz ¢aligmalarda kullanilan doz araligi konaga ve uygulama sekline
gore degismekle birlikte her 10 bdcek icin 1x10* - 1x10® spor/mL konsantrasyon arasinda
degisen miktarlar kullanilir. Bu gibi deneylerde hedef canlinin iizerinde farkli dozlarin
denenmesindeki amag¢ virulansta olusabilecek kiigiik degisiklikleri gozlemleyebilmektir
(Hicks vd., 2001; Brownbridge vd., 2001; De La Rosa vd., 2002; Klingen vd., 2002; Luz
vd.,, 2004). Bizim c¢alismamizda ergin boceklerin larvalara gore 1x10° spor/mL
konsantrasyonda % 100 6liim, enfeksiyondan sonraki 5. giinde meydana geldigi ve 6len

boceklerin % 100 mikozlanma gosterdigi belirlendi. Sevim vd. (2010)’in yaptig1 ¢calismada
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B. cf. bassiana (KTU-53) D. micans’in larva ve erginlerine karsi farkli dozlarin
uygulanmasinda ise larva ve erginler 6liim degeri 1 x 10® spor/ml spor konsantrasyonunun
uygulanmasindan 6. giin sonra % 100’e ulast1. Bu bilgiler dogrultusunda Beauveria tiirlerin
kendi i¢lerinde bile patojenitelerinin farklilik gosterdigi belirlendi.

Klingen ve arkadaslari (2002), B. bassiana’min 3 farkli susunun 1x10’ spor/mL
konsantrasyonda dozunu Mamestra brassicae iizerinde denemisler ve kontrol grubuna goére
yiiksek oranda basarili bulmuslardir. Trudel ve arkadaslar1 (2007), 6 farkli B. bassiana
susunun 1x10% 1x10° 1x10° 1x10’1x10% 1x10° ve 1x10% spor/mL dozlarini Pissodes
strobi tiirtinde denemisler ve kontrol grubuna gore basarili mortalite sonucu elde
etmiglerdir. Bizim bulgularimiz da bu arastirmacilarla paralellik gostermektedir. Bu
caligmada, D. micans larva ve ergin deneylerinde Dm-5 susu ile kisa siirede en yiiksek
mortalite ve bu 6liim en yiiksek doz (1x10°® spor/mL) uygulamas: ile elde edilmistir.
Santoro ve arkadaslar1 (2008), B. bassiana’nin gesitli suslarin1 Alphitobius diaperinus tiirt
iizerinde denemisler ve yine en etkili dozun 1x10°® kon/ml oldugunu belirtmislerdir. Bu
sonuglar bizim bulgularimizla uyusmaktadir. Bu ¢alismada denenen daha diisiik dozlarda
da Dm-5 (B. bassiana) etkili oldugu gozlenmistir (Sekil 18-22).

Dm-5’in Dendroctonus micans‘in larva ve ergin populasyonundaki horizontal
yayilimini belirlemek i¢in ilk kez bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalar sonucunda, izolat
larvalar tizerinde enfeksiyondan 5 giin sonra en diisiik bulastirma oranindan (%25) en
yiiksek orana (% 100) dogru sirasiyla % 75, 80.56, 94.44 ve 100 oraninda gosterirken,
erginler iizerinde enfeksiyondan ayni giin sonra % 25 bulastirmadan % 100 orana dogru
sirasiyla % 38,88, 55,55, 63,88 ve 100 6liim oraninda etkili oldu. Calisma sonunda fungal
bulastirmanin yapildig1 oranlardan daha yiiksek 6liim oranlar1 elde edilmis olmasi, fungal
sporlarin, ortak yasam alanlarini paylasan larvalar arasinda etkili bir sekilde horizontal
olarak yayilabildigi ve enfeksiyonun larvalar arasinda daha hizli yayildig: ortaya koyuldu.
Bu da bize galeriler acip o galerilerin igerisinde toplu halde ladin agaclar1 icerisinde
yagsayan ve orada zarar yapan D. micans larvalarinin kabuk igerisine ulasan fungus
sporlariin kabuk igerisinde yayilabilecegini diislincesini dogurdu. Bu dogrultuda D.
micans‘in kiitiikk denemeleri ilk kez yapildi ve bu denemelerde sirasiyla % 100, % 75, %
50, % 25 bulastirma oran1 uygulanarak kiitiik igerisine birakilan boceklerde 6liim oranlar
% 100 , % 97,22 % 70,37 ve % 62,03 olarak belirlendi. Laboratuar kosularinda
gerceklesen horizantal yayilim deneylerine paralel sonuglar gosterdigi ve kiitiik

icerisindeki hi¢bir bulagtirma yapilmayan bdceklerin fungusdan 61diigii gézenmis ve bu da
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kiitiik icerisinde de horizantal yayilimin gerceklestigini kanitlamigtir. Oliim oranlarmin
bulastirma oranlarindan kat kat yiiksek olmasi ileride yapilmasi planlanan alan
uygulamalarinda yiiksek bir basarinin yakalanacagi sinyalini vermektedir. Yapilan bir
calismada, dogal kosulardaki diisiik etkide zararli boceklerin kabuk altinda galeri i¢inde
bulunmalari, fungusun hedef organizmaya ulasmasindaki giicliikler ve ayn1 zamanda diger
abiyotik ve biyotik faktorler rol almaktadir. Bu etmenlerden V. lecanii’nin doga
kosullarinda diisiik oranda etki gosterdigi belirlenmis olup, B. bassiana’nin ise dogal
kosularda daha basarili oldugu ortaya konulmustur (Pignal vd.,1973).

Dm-5’in D.micans i dogal predatorii olan Rhizophagus grandis tizerindeki direk ve
dolayl: etkileride belirlendi. Direk etkilerinde, uygula sonucunda 5. giinde %10, 10. giinde
% 73,33 ve 15. giinde %100 6liim gozlendi ve buna ek olarak kontrol grubunda %10 6liim
gdzlendi. Inkiibasyon sonucu 6lii boceklerden sadece % 33,33‘li mikozlandi. Erginlerde,
larvalara kiyasla daha az bir 6liim oran1 gozlendi. Enfeksiyondan 5 giin sonra hi¢ 6lim
gbzlemlenmezken 10. giinde % 10 ve 15. giinde % 76,66 6liim oranlan elde edildi. ilk
defa yapilan yapilan bu ¢alisma R. grandis {izerinde Dm-5 izolatinin etkisinin az olmasi bu
izolatin ilerde kullanilabilirligi de artirmaktadir.

Rhizophagus grandis tizerindeki dolayl etkilerine baktigimizda R.grandis‘in disilerin
erkeklere oranla daha dayanikli oldugu goézlemlendi. % 25 bulastirma oraninda disi ve
erkekler de 5., 10, ve 15, giinde herhangi bir 6lim gdézlenmedi. Boceklerin yarisina
bulastirilma yapilan deneyde disi ve erkeklerde 5. ve 10. giinde herhangi bir Sliim
gbzlenmezken 15. glinde % 13,66 6liim gozlendi. %75 bulastirma oraninda da 5. ve 10.
giinde oliim gozlenmedi ancak 15. giinde disilerde % 6,66 erkeklerde %13,66 oraninda
6liim gozlendi. % 100 bulastirma oraninda da 5. ve 10 giinde boceklerde herhangi bir 6liim
gozlemlenmezken 15. giinde disi ve erkeklerde % 13,66 oraninda Olim go6zlendi.
Inkiibasyon sonucunda 6len bocekleden disilerde herhangi bir funguslanma olmazken &lii
erkek boceklerde % 20 olim orami gozlendi. Yapilan bu galismada R. grandis’in
beslenmesi i¢in verilen bulagtirma yapilmamis larvalarda enfeksiyonun meydana gelmesi
R. grandis erginlerin Dm-5 izolatindan etkilenmediklerini ve bu fungusun taginmasi igin
vektor olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Dm-5 (Beauveria bassiana, ARSEF 9271)’in fakli dozlarinin Ips sexdentatus ve Ips
typographus ergin tizerindeki etkileri belirlendi. Ips sexdentatus erginleri tizerindeki biotest
sonucunda, tiim dozlarda etkili 6limler tespit edilirken, en hizli liim 1 X 108 spor/mL’lik

konsantrasyon ile 5. giinde saglandi. Ips typographus erginleri iizerindeki biotest
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sonucunda, tim dozlarda etkili 6liimler tespit edilirken, en hizli 6liim 1 x 10° spor/mL’lik
konsantrasyon ile 7. giinde saglandi. Kreutz ve arkadaslar1 (2004) Beauveria bassiana’nin
5 farkli susunun 3 farkli dozunu (1x10%, 1x107, 1x10°%) Ips typographus L. iizerinde
denemis ve diisiik konidiya dozlarminda etkili o izolatinin Ips sexdentatus tizerinde 1ps
typographus tizerindeki etkisinden daha fazla etki gostermistir. Beron ve Diaz (2005)’de
yapilan ¢aligmalarinda farkli bolgelerden elde edilen izolatlarin degisik konaklardaki
etkilerinin farkli olabilecegi belirtilmistir. Ayrica, fungusun uygulanacagi konsantrasyonun
dogru saptanmasi kontrol ajani olarak basarisini etkileyen 6nemli bir faktordiir.

Dm-5’in Ips sexdentatus ve Ips typographus ergin populasyonundaki horizontal
yayilimi belirlendi. Ips sexdentatus Enfeksiyondan 5 giin sonra en diisiik bulagtirma
oranindan en yiiksek orana dogru 6liim oranlar1 sirasiyla % 41,66, 61,11, 77,77 ve 94,44
olarak hesaplandi. Ips typographus, enfeksiyondan 10 giin sonra en diisiik bulastirma
oranindan en yiiksek orana dogru oliim oranlart sirastyla % 66,66, 69,44, 86,11 ve 100
olarak hesaplandi. Doz denemelerine paralel olarak Ips sexdentatus erginleri arasinda Ips
typographus gore daha etkili bir horizantal yayilim s6z konusudur. Calisma sonunda fungal
bulastirmanin yapildig1 oranlardan daha yiiksek 6liim oranlar1 elde edilmis olmasi, fungal
sporlarin, ortak yasam alanlarini paylasan erginler arasinda etkili bir sekilde horizontal
olarak yayilabildigini gdstermektedir. Oliimlerin 10 giin gibi kisa bir siirede ger¢eklesmesi
yayilmanin etkinligini gostermektedir.

Biitiin bunlar g6z 6niinde bulunduruldugunda ve Beauveria tiirlerinin omurgalilara
karsi toksik ve bulasici olmadigi hatta MacLeod (1979) adli aragtirmacinin raporuna gore
14 kemirgen hayvanin akciger dokusunda B. bassiana’ya rastlanmis ancak yapilan
histolojik incelemeler sonucunda fungusun dokulara patojenik bir etkisinin olmadigi
kanitlanmustir.

B. bassiana entomopatojenik fungusunun genis konak dagilimina sahip olmalari,
laboratuvar kosullarinda tiretilmeleri ve ¢ok fazla spor tiretmeleri onlar1 zararli boceklerle
miicadelede cekici hale getirmistir. ABD, Avrupa ve Gliney Amerika’da satilan en az li¢
cesit B. bassiana susu vardir. B. bassiana’nin Rusya’da 70’den fazla mahsul iizerinde
kullanildig1 rapor edilmistir (Daecon, 2005).

Ancak, yapilan bu ¢alismalar laboratuar kosullarinda sabit bir sicaklikta, yaklasik %
65 nem ve karanlik ortamda tutularak yapilmistir. Bu etmenlerin entomopatojen
funguslarin patojenitesi izerinde duruma gore olumlu ya da olumsuz etkileri vardir. Ciinkii

patojenite, sadece entomopatojen fungusun biyokimyasi, fizyolojisi ve hastalik gelisiminin
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molekiiler biyolojisine bagli olmaz ayni zamanda cevreye de baglidir. Bu etmenler
icerisinde bagil nem, UV igmlari, sicaklik ve besin mevcudiyeti basarilt bir
mikoinsektisidin performansini etkiler (Chelico vd., 2006). Bir¢ok arastirmaci UV
isinlarinin entomopatojen funguslarin konidiyalarini inaktif hale getirdigini belirtmistir
(Chelico vd., 2006; Fernandes vd., 2007). Daha sonraki ¢alismalarda, ¢evresel kosullarin
ve bocek davramiglarinin, Dm-5 (B. bassiana) izolatinin patojeniteleri iizerinde nasil bir
etki yarattigina bakilmasi amaglanmaktadir. Ayrica, bu susun kabuk zararlilar1 disinda
farkli zararli bocekler tizerindeki etkilerinin incelenmesinin sonraki biyolojik miicadele

calismalari i¢in faydali veriler olusturabilecegi diisiiniilmektedir.



5. SONUCLAR

1. Tanyeli ve ark. (2010) ve Tanyeli (2011) tarafindan morfolojik tiir tayini yapilan
Dm-5 izolatinin tez kapsaminda ITS agaci ¢izildi ve filogenetik analizi sonucunda,
bu izolatin en yakin iliskiyi Beauveria cf. bassiana (ARSEF156 ve ARSEF812)
tiirdi ile gosterdi.

2.Son yillarda yeni taksonomik revizyonlar1 yapilan Beauveria cinsinin bu tez
kapsaminda ITS gen bolgelerinden baska EF1-o, RPB1, RPB2, Bloc gen
bolgelerinin de veri analizi yapildi.

3.EF1-a bolgesine gore ¢izilen filogenetik agagta Dm-5, B. pseudobassiana olarak
belirlenirken Bloc, RPB1, RPB2 dizilerine gore ¢izilen filogenetik agagta
morfolojik olarak tanimlandu.

4.Dm-5 (Beauveria bassiana, ARSEF 9271)’in fakli dozlariin Dendroctonus micans
larva ve erginler lizerinde patojenite testleri yapildi. Larvalarda, en hizli 6lim 1 x
10° spor/mL’lik konsantrasyon ile % 100 olarak belirlendi ve O6liim sonrasi
boceklerin % 100 mikozlandi. Erginlerde, larvalar iizerindeki oldiiriicii etkiye
paralel olarak tiim dozlarda % 100 &lim saglandign goriildii. 1x10° spor/mL
konsantrasyonda % 100 6liim enfeksiyondan sonraki 5. giinde meydana geldigi ve
6len boceklerin % 100 mikozlanma gosterdigi belirlendi.

5.Dm-5’in Dendroctonus micans‘in larva ve ergin populasyonundaki horizontal
yayilimi belirlendi. Larvalar, enfeksiyondan 5 giin sonra en disiik bulastirma
oranindan (% 25) en yiiksek orana (% 100) dogru 6liim oranlar sirasiyla % 75,
80.56, 94.44 ve 100 olarak hesaplandi. Erginlerde, enfeksiyondan 5 giin sonra % 25
bulastirma oranindan % 100 orana dogru oliim oranlar1 sirastyla % 38,88, 55,55,
63,88 ve 100 olarak hesaplandi. Caligma sonunda fungal bulagtirmanin yapildigi
oranlardan daha yiiksek 6liim oranlar1 elde edilmis olmasi, fungal sporlarin, ortak
yasam alanlarin1 paylasan larvalar arasinda etkili bir sekilde horizontal olarak
yayilabildigini gostermektedir.

6.D. micans‘in kiitiikk denemeleri yapildi ve bu denemelerde sirasiyla % 100, % 75, %
50, % 25 6liim oranlar1 % 100, % 97,22 ,% 70,37 % 62,03 olarak belirlendi.

7.Dm-5"in Rhizophagus grandis tizerindeki direk ve dolayli etkileri belirlendi. Direk

etkileri, uygulama sonucunda 5. giinde % 10, 10. giinde % 73,33 ve 15. giinde %



80

100 olim gozlendi ve buna ek olarak kontrol grubunda % 10 Slim gozlendi.
Inkiibasyon sonucu 6lii boceklerden sadece % 33,33 “ii mikozlandi. Erginlerde,
larvalara kiyasla daha az bir 6liim oran1 gozlendi. Enfeksiyondan sonra 5.giinde hig

6lim gozlemlenmezken 10. giin % 10 ve 15. glinde % 76,66 6liim oran1 gdzlendi.

8.Inceleme sonucunda R.grandis‘in disilerinin erkeklere oranla daha dayanikli oldugu

gozlemlendi. En diisiik bulagtirma oraninda (%25) disi ve erkeklerde 5., 10., ve 15.,
giinde herhangi bir 6liim gozlenmedi. % 50 bulastirma oraninda disi ve erkeklerde
5. ve 10. giinde herhangi bir 6liim gozlenmezken 15. giinde disilerde herhangi bir
olim gozlenmezken erkeklerde % 13,66 6lim gozlendi.% 75 bulastirma oraninda
da 5. ve 10. glinde 6liim gézlenmedi ancak 15. giinde disilerde % 6,66 erkeklerde %
13,66 oraninda oliim gozlendi. % 100 bulastirma oraninda da 5. ve 10 giinde
boceklerde herhangi bir 6liim goézlemlenmezken 15. giinde disi ve erkeklerde %
13,66 oraninda 6liim gozlendi. inkiibasyon sonucunda 6len bocekleden disilerde
herhangi bir funguslanma olmazken Olii erkek boceklerde % 20 6lim oran

gbzlendi

9.Dm-5’in fakli dozlarinin Ips sexdentatus ve Ips typographus ergin tizerindeki etkileri

10.

belirlendi. Ips sexdentatus erginleri iizerindeki biotest sonucunda, tim dozlarda
etkili 6liimler tespit edilirken, en hizli 6liim 1 X 10° spor/mL’lik konsantrasyon ile
5. giinde saglandi. Ips typographus erginleri iizerindeki biotest sonucunda, tiim
dozlarda etkili Oliimler tespit edilirken, en hizli 6lim 1 X 10° spor/mL’lik
konsantrasyon ile 7. giinde saglandi.

Dm-5’in Ips sexdentatus ve Ips typographus ergin populasyonundaki horizontal
yayilimi belirlendi. Ips sexdentatus Enfeksiyondan 5 giin sonra en diisiik bulastirma
oranindan en yiiksek orana dogru 6liim oranlar sirasiyla %41,66, 61,11, 77,77 ve
94,44 olarak hesaplandi. Ips typographus, enfeksiyondan 10 giin sonra en diisiik
bulastirma oranindan en yiiksek orana dogru 6liim oranlar sirasiyla % 66,66, 69,44,
86,11 ve 100 olarak hesaplandi.



6. ONERILER

Bu tez ile Dendroctonus micans’a karsi en etkili 6ldiiriicii etkiye sahip olan fungus
belirlenmistir. Calismanin yaygin etkisini arttirmak i¢in asagidaki hususlar dikkate
almabilir.

1. Dm-5’in kitle iiretimlerinin yapilmasi, bocegin dogal ortaminda alan uygulamarinin
yapilmast ve ticari preparat haline getirilmesi planlanabilir. Bdylece iilke
ekonomisine 6nemli Ol¢ilide katkida bulunulacaktir.

2. Dm-5’in, R. grandis’i kullanarak D. micans galerilerinde yayilip yapilmadigini
belirleyen deneyler yapilabilir.

3. Bu calisma, bu alanda yapilan bir temel arastirma olmasi nedeniyle konu iizerinde

calisacak diger arastirmacilara 6rnek bir calisma olacaktir.
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8. EKLER

Ek 1. Dm-5’in 18S EF1-a Gen Bolgesinin Baz Sirasi

GGTTATCGGGTGCGTTTAACGCTCAACACCTTTTGACTTTGGCGGACCAATAAT
ACTGACTCCCAGACAGCCACGTCGATTCCGGCAAGTCTACCACTGTAAGTCTC
TTTCAACGGTCGAGTGGCTCTTAAGCTCTCGAGCCAACAATCTTACCCCGCCTC
GCCGGTGTGTCGAGCGCAAGCAGCTAACTCATATATACAGACTGGTCACTTGA
TCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGTA
AGCATATTATCCAATTTTTCTACTGTCAAATGGACCTTGATCGCTTGCTTCACA
ACTTTTCTTTCCGTCGTATCGCGCTGGCCCCCAGCACTCACTACCCCTCCTGGC
TGCGGCAAAAATTTTCAGAGTGCCTTATCATTTCAGTGGGGCCAGAGAGAATA
CCCCGCCACCTTTGTCGCAAGCTTTCCCCTCATGCCTTGGGTCGAAGCAGCAGC
AGAAGAAATATCGCGTGCACTTGGCCAACAGATCGCTAACCTACCGTCTACAG
GAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAA
GCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGT
TCGAGACTCCCAAGTACCAGGTCACCGTCATTGATGCTCCCGGTCACCGTGATT
TCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCCCAGGCCGATTGTGCTATTCTCATCA
TCGCCGCTGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACC
CGTGAGCACGCTCTGCTCGCTTTCACCCTCGGTGTCAAGCAGCTCATCGTCGCC
ATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCTCGTTACCAGGAAATCAT
CAAGGAGACTTCCAACTTCATCAAGAAGGTCGGCTACAACCCCAGGCTGTTGC
CTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCAACGGCGACAACATGCTGGAGCCCTCCACCAA
CTGCCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAAGGAGACCAAGGCTGGCAAGTCTACTG
GCAAGACCCTCCTCGAGGCCATCGACGCCATTGAGGCCCCCAAGCGTCCCACC
GACAAGCTCTCCGTCTCCCTCAGATCACAGCTTCCCCTTCAGGAGGCCA

Ek 2. Dm-5’in 18S RPB1 Gen Bolgesinin Baz Sirasi

[TTTGGTTTTGGAGATTGTCTGCCACAACTGCAGCAAAGTTGGCCGATGAAGTT
GGTCTTCCCTTTACTCCATGAAGCTTTGGAGCTTGCTGGATGCTAACGTGCATT
ATCAGAGCGATCCCGAATTCGTCACAGCTATTCATCCCGCGATCCGAAACTTC
GATTCAAGCGCGTTTGGGCCGTATGCAAGAAGAAGCGCAAATGCGAGAATGA
GGAGCGGCAAGACAAGAATAAAGACGAAGAGTTCGCTCCAGGTGTCAAGAAC
GTCGTTCTCGAAGGACATGGCGGATGTGGCAATATGCAGCCGCAGGTGAGACA
GGCCGCGCTGCAACTCAAAGCTGCCTTCGAGGTTACTTCGGAAGAGGGTCCCA
AGAGGAAAGAGACGGTTATCAGCGCCGAGATAACGCATGGTATCCTTCGCCGC
ATCTCTGAGCGCGATCTGCACAACATTGGTCTTAACTCAGACTATGCTCGTCCC
CAGTGGATGATCATCACTGTCCTGCCTGTACCCCCTCCTCCCGTGCGTCCTAGT
ATTTCCATGGATGGTACTGGTACTGGCACGAGAAACGAGGATGATCTGACCTA
CAAGCTTGGTGACATTATCCGCGCCAACGGTAATGTCAAGCAGGCCATTCGTG
AAGGATCTTCTTCAACGGTAATGTCAAGCAGGCCATTCGTGAAGGATCACCGC
AACACATCGCGCGTGATTTGAGAGCTTGCT
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Ek 3. Dm-5’in 18S Bloc Gen Bélgesinin Baz Sirasi

ATTGTCCAGCGGTACTCGACCACCATTCGCGGCCTGTTCTTTGGCCACACGCAC
ATGGATCATTTCGAAGTCAGCTACTCGGACTACTCGAAGCGCGACGCATCGCA
CGCCACGGCCATGTCCTACATCTGCCCAGCACTCTTGCCCACGTCTGGGGCCCG
CTTTCCGCGTATACGACGTCGATCCCGACACCTTTGCCATTCTCGATGCCGTTA
CCTACATTGCCGACATGACCGATCCTGAGTATCAGAAATCCGGGCCGACATGG
AAGAAATACTACTCCGCCAAGGAGTCCTACGGCTCACTACTCTCTCCGCCCATT
GCGGCCGAGGCCGAGCTCACACCGGCTTTCTGGCACAATGTCCTTTTGCTTTTG
AAAGCAACGCCACGCTGTTTGACGAATACGTGTCGCGCAAGAGCCGGGGGTG
GATCAAAAAAAGTTGCCAGGGAGACTGCAAGAAGGAGGAAATCTGCCAGCTG
CGTGCCGGTTCAGCCAGAGCAACTGCCACAAGATTAAGCCCGGTGCGACCTTT
GTCAAAAGGGACAATGGCTTGGAGCGACCGAAGCGTGCGCGTTGCGACAATTC
AGTCATGCCCGATATGCTGCGCCTGCTCGCCTCCCGACAGGATCTGCTGGAGG
ATCTTCAGGCGAGATTCATTGCGAGCGGCGCCCGAATCAAGCCTTGGAAGCAG
CAAGATGTCTCTGTTGGGAAGAAGGCATCAGTTTCGCCCAACTCAACAGACAC
TGGTGCGGAATGCGTGGAGCGCGGCTCGGCCACTTCGGGGAGTGCAAGCGGTA
CAGCGGCCTTGCCCACAGAAACCAACGCGCCAAAGTCATTGGCATTTACATTG
CAGTGTCCAACCGCACTTTCCATCGTCTTTGTACTCGCTCTCACACTAGTCCTC
CACTGAGAGGGTAATACTCACAGGTCAAATAGTTGAAATTAAACTCACACAGA
AAGAGAAGCTTGTATAAGTAGATGGTATCAAATGTATTTATGAAATAATTACC
AAAGCCGGAAAACCATATTTACAAAGCCGGCGAATATAGCTGTGCACTTCCTG
GAGCCGACCACCTCTTGGAGTAGGTCTGATTAAAGCCCGAGTAGCGACCCAGG
CTTGGAGGCAAATCGCCCACCGCGGTCCCCCAGTTACTCTCATTCTTCCCCAGC
GTGAGAACGAGTTCCTTGCCCTCGGTAAAGAATGAGTGGTCAATCCAGTTCTTT
GTGTAGGGCTTGCCGTTGAGCGTCGCGCTCTGGATATAAATATTCTTGTACGCG
GCGTCAAAGTTGACGTTGCGAATCTTGGCCGTCTTTCCGGTGACGGGGTGCTTG
ACGGTCACGCTGGGGAAAAACCCCGGCGTGATGAGGTAGACGTCTTGCCCCGG
GTTGGGAAAGAGACCCATCATGCTGAAAGCGACAAAGGAGCCCATGGCGCCG
CTGTCGTCGTTGCCGGGAAGGCCCGGAGGGGTCGGCTGGAAGAAGCGCGGAA
TGTAAAAGTGGCTGCGCTTGCCC

Ek 4. Dm-5’in 18S RPB2 Gen Bélgesinin Baz Sirasi

AAACGCCGCGCGAGGAGTCACACCGCGCGGCTCGTACGGGCAGGAGGTGATA
GAAGTTAATGTGATAATGAATGAGAGGTGTTTTTTTTAGAGTTATCCTCTATGG
GTAAGCCCACCATGGGTTCTTCCTGACAAATTATTCTCGTCGTATGGACACCAT
GGCAAACATCCTGTACTACCCACAAAAGCCTTTGGCAACGACTAGATCCATGG
AGTTCTTGAAATTCCGAGAATTACCTGCAGGTCAAAACGCCATCGTCGCGATC
GCTTGTTACTCCGGTTATAATCAGGAGGATTCTGTGATTATGAATCAAAGCAGT
ATTGATCGCGGACTCTTCAGAAGTTTGTTCTTTCGTTCGTACTCTGATCAAGAG
AAAAAGGTTGGTTTGAACTACACAGAGATATTCGAAAAGCCGTTCCACCAAAG
CACCCTGCGCATGAAACACGGTACTTACGACAAGCTCGATGAGGACGGTATTG
TCGCTCCTGGCGTTCGTGTCTCCGGGGAAGACATTATCATTGGCAAAACTGCAC
CAATCGACCCAGAGACGCAAGATTTGGGCACGCGTACAACTGCGCATCAGCGC
CGTGATATCTCTACGCCTCTGCGTAGTACCGAAAATGGTATTGTTGATCAAGTC
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ATTGTGACTGTCAACGCCGACAACGTCAAATACGTCAAGGTCAGGGTTCGCAC
GACCAAGATACCCCAGATCGGTGACAAATTTGCTTCGCGCATGGTCAAAAAGG
TACTATTGGTGTCACATACCGACAGGAAGATATGCCATTCACGAGAGAGGGGG
TCACCCCGGATATCATTATCAACCCGCACGCCATTCCATCTCGAATGACAATTG
CTCATTTGATTGAATGTCTTTTGAGTAAGGTTTCGACTTTAGAAGGTATGGAAG
GCGATGCTACTCCATTTACCGACGTCACTGTCGATTCTGTCTCCGATTGCTTCG
CAAGCACGGCTATCAGTCCCGCGGGTTTGAGATCATGTACAACGGCCACACTG
GTAAAAAAACTTGTGCTCAGTCTCTTGACCAACCTTACGTCTCCATTACCAGCG
TCTGCGTCACATGGTCGAGAAACCAAGATCCAGAATACCAAAAAAATCCGAA
GCGCAGTCTAGATTCTTCGATGTACTCTCTCGTTCCTTCTTCTCCCGTCCTCTCT
CTCTTGTCTGTTGCGCTGCTCTTCCTCGGCCTCTGCGGCTTC




OZGECMIS

1986 yilinda Ankara’da dogdu. ilkdgretimi Halil Naci Mihgioglu 1.0 ve liseyi Ankara
Lisesi (Siiper lise)’nde tamamladi. 2005 yilinda Karadeniz Teknik Universitesi, Rize Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji boliimiinii kazandi ve 2009 yilinda mezun oldu. Aym yil KTU,

Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda Yiiksek Lisans egitimine basladi. lyi

derecede Ingilizce bilmektedir.
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