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ONSOZ

“Avct bocek Calosoma sycophanta L. (Coleoptera: Carabidae)’da tespit edilen
bakterilerin tanimlanmasi ve patojenik etkilerinin belirlenmesi” adli yiiksek lisans teziyle
farkli illerden ve farkli laboratuvarlardan toplanan Calosoma sycophanta L. ergin ve

larvalarindaki bakteri patojeninin varligi ile patojenik etkilerinin belirlenmesi galigilmistir.

Lisansiistii egitimim siiresince gerek calismamin yiiriitiilmesi gerek yazimi esnasinda
her zaman yanimda olan, deneyim ve bilgilerini benimle paylasip yolumu agan, insani ve
ahlaki degerleri ile de her zaman Ornek aldigim, yaninda ¢aligmaktan onur duydugum

saygideger hocam Prof. Dr. Mustafa YAMAN’ a sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Ogrenim hayatim boyunca ve tezimin her asamasinda beni yalniz birakmayan maddi
ve manevi destekleriyle bana gii¢ veren basta annem Nazmiye AYAR ve babam Mustafa

AYAR olmak iizere tiim aileme sonsuz sevgilerimi ve tesekkiirlerimi sunuyorum.

Egitimim siiresince her zaman yanimda olan, laboratuvar caligmalar1 sirasinda

yardimlarini esirgemeyen Zooloji Lab-II ¢alisma arkadaslarima tesekkiirii borg bilirim.

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

tesekkiirlerimi sunuyorum.

Omiir AYAR
Trabzon, 2019



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Avci Bocek Calosoma sycophanta L.
(Coleoptera: Carabidae)’da Tespit Edilen Bakterilerin Tanimlanmasi ve Patojenik
Etkilerinin Belirlenmesi” baslikli bu ¢alismay1 bastan sona kadar danismanim Prof. Dr.
Mustafa YAMAN’in sorumlulugunda tamamladigimi, verileri/ornekleri kendim
topladigimi, deneyleri/analizleri ilgili laboratuvarlarda yaptigimi/yaptirdigimi, baska
kaynaklardan aldigim bilgileri metinde ve kaynakgada eksiksiz olarak gosterdigimi, calisma
stirecinde bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya

¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 19/08/2019

Omiir AYAR
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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

AVCI BOCEK CALOSOMA SYCOPHANTA L. (COLEOPTERA: CARABIDAE)’DA
TESPIT EDILEN BAKTERILERIN TANIMLANMASI VE PATOJENIK ETKIiLERININ
BELIRLENMESI
Omiir AYAR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Mustafa YAMAN
2019, 64 Sayfa

Calosoma sycophanta L. (Coleoptera, Carabidae) bocek yetistirme laboratuvarlarinda
yetistirilir ve Thaumetopoea pityocampa (Den. & Schiff., 1775) / Thaumetopoea wilkinsoni
Tams, 1924 (Lepidoptera: Notodontidae) tarafindan istila edilen ormanlara salinir. Ancak
tiretim sirasinda bu aver bocegin mikroorganizmalar tarafindan enfekte edilmesi, C.
sycophanta’nin seri iiretimini etkileyen en temel etkendir. Bu ¢alismada, 2015-2018
yillarinda yetistirme laboratuvarlarinda C. sycophanta’nin bakteriyel patojenleri incelendi.
3 yil boyunca 302 bakteriyel izolat elde edildi ve VITEK bakteriyel teshis sistemleri
kullanilarak tanimlandi. Tim patojenler, yetistirme laboratuvarlarindaki avei bocekte ilk kez
kaydedildi. Tanimlanan tiirlerin cogu entomopatojenik tiirlerdir. En fazla izole edilmis alt1
bakteri, C. sycophanta’nin larvalar1 ve erginleri iizerinde insektisit potansiyeli agisindan test
edildi ve 16S rDNA analizi kullanilarak ayrica tanimlandi. Bu bakterilerin hepsinin
erginlerde veya larvalarda patojenik oldugu bulundu. Streptomyces albogriseolus, Proteus
penneri, C. sycophanta eriskinlerinde sirasiyla % 33,33 ve % 29,52 mortaliteye sahiptir. S.
albogriseolus, P. penneri, P. vulgaris, P. putida, P. rettgeri ve P. vermicola, C. sycophanta
larvalarinda ise sirasiyla % 29,41, % 26,66, % 40, % 24, % 20 ve % 20 mortaliteye sahiptir.
Sonuglar C. sycophanta iiretim laboratuvarlarinin, bocegin yetistirilmesi agisindan bakteri

hastaliklar1 riski altinda oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimler: Bakteri, Calosoma sycophanta, Coleoptera, Thaumetopoea pityocampa

VI



Master Thesis

SUMMARY

DETERMINATION OF MICROSPORIDIUM PATHOGEN DISTRIBUTION IN THE
MASS-REARING LABORATORIES OF CALOSOMA SYCOPHANTA L.
(COLEOPTERA: CARABIDAE)

Omiir AYAR

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduated Program
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa YAMAN
2019, 64 Pages

Calosoma sycophanta L. (Coleoptera, Carabidae) is reared in insect rearing
laboratories and released to forest infested by Thaumetopoea pityocampa (Den. & Schiff.,
1775) | Thaumetopoea wilkinsoni Tams, 1924 (Lepidoptera: Notodontidae). However, this
predator is infected by microorganisms. This is the main factor effecting mast production of
C. sycophanta. In this study, the bacterial pathogens of C. sycophanta in the rearing
laboratories in the years 2015-2018 were studied. During three years 302 bacterial isolates
were isolated and identified using VITEK bacterial identification systems. All pathogens
were recorded from the predatory beetle in the rearing laboratories for the first time. The
majority of identified species were entomopathogenic species. Six most isolated bacteria
were further identified using 16S rDNA analysis and tested for insecticidal potential on the
larvae and adults of C. sycophanta. All of them were found to be pathogenic on the adults
or larvae. Streptomyces albogriseolus, Proteus penneri have % 33,33 and % 29,52 mortality
on the C. sycophanta adults, respectively. S. albogriseolus, P. penneri, P. vulgaris, P.
putida, P. rettgeri and P. vermicola have % 29,41, % 26,66, % 40, % 24, % 20 and %
20 mortality on the C. sycophanta larvae, respectively. Results show that the rearing
laboratories are under the risk of bacterial diseases in the term of mass production of

C. sycophanta

Key Words: Bacteria, Calosoma sycophanta, Coleoptera, Thaumetopoea pityocampa
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Ormanlar; tohum halinden olgunlasincaya kadar, biyotik veya abiyotik etkenlerin
olusturdugu birgok tehlikeyle karsilasabilmektedirler (Canakgioglu, 1985). Abiyotik
faktorlerin, ormanlarda yaptigi zararli etkileri; iklim faktorlerinin zararlar1 ve toprak
faktorlerinin zararlar1 olmak tizere iki kisimda toplanir. Yagmur, kar, riizgar, sicaklik, nem
gibi faktorlerin ekstrem durumlar iklim faktorlerinin zararlari igerisinde yer alir. Su, su
noksanligi, ucucu kumullar gibi faktorlerin ekstrem durumlar ise toprak faktorlerinin
zararlar1 igerisinde yer alir (Bilgili, 2004). Ormanlarimizin varhigini tehdit eden ve
devamliligini tehlikeye sokan en dnemli biyotik faktorlerin baslicalart ormanda otlatma,
orman yanginlari, zararli orman bocekleri, mantarlar, zararli bitkiler ve bizzat insanin
kendisidir (Bag, 1972). Bu faktorlerin hepsi ormanlar i¢in oldukca tehlike arz etmesine
ragmen Ozellikle zararli bocekler, iklimsel faktorlerin degisiklik géstermesi nedeniyle bazi
zamanlarda kitle tremesi yaparak ormanlik alanlarimizda biiyiikk tahribatlara yol
acabilmektedirler. Tiirkiye’de 2017 yilinda meydana gelen orman yanginlarinda 119 bin 92
ha’lik biiylik bir orman sahasi zarar gormistiir (OGM, 2017). Bocekler ise orman
yanginlarinin neden oldugu zararin bes katindan daha ¢ok zarara yol agabilmektedir. Bu da
zararl boceklerin ormanlar i¢in ne denli bir tehlike olusturdugunu gostermektedir. Fakat
bdceklerin neden oldugu zararli etki hemen anlagilamadig: i¢in toplumda orman yanginlari
kadar nemsenmemektedir. Zararli bocek popiilasyonlari birgok faktoriin etkisiyle salgina
neden olabilecek seviyelere ulasabilmektedir. Bu durumda bocekler, bitki 6zsuyunu emip,
yapraklar, stirgiinler ve tomurcuklar1 yiyerek, ariz oldugu agaglara zarar verip kurumalarina
yol acarlar.

Ormanlarimizda 50 ve iizerinde tiiriin bu zararlarda etkili oldugu bilinmektedir. Son 5
yil igerisinde zararli bocekler ve neden oldugu hastaliklar 2 milyon 942 bin m? agaglarin
hastalanmasina ve kurumasina neden olmus ve 3 milyon 400 bin ha alanda ibreli ve yaprakli
ormanlar zarar gOrmiistiir. Sadece 2009 yilinda 1.108.968 m*® orman emvali, bocek
zararlarindan dolayi tahrip olmustur (OGM, 2012). 2018 yilinda ormanlarimizda goriilen
zararh tiirlere kars1 261.243 ha alanda miicadele gergeklestirildi (OGM, 2018). Her yil 10-

12 milyon lira harcama yapilarak, yaklasik 500-800 bin ha orman sahasinda miicadele



caligmalart siirdiirilmektedir. 2002 yiliyla birlikte kiiresel 1sinma ve iklimsel degisiklikler
sonucu ormanlarda zarara yol agan tiirlerle miicadelede, tlire 6zgii miicadele ajanlar
vasitastyla hedef zararlinin disindaki canlilara zarar vermeyen biyolojik miicadele
caligmalarina agirlik verilmektedir. Bu uzmanlik gerektiren bir konu oldugu igin
kullanilacak ajanin dikkatlice secilmesi ve tiire 6zgii olmasi ¢ok onemlidir. Bu nedenle
zararlilarin patojenleri iizerine yapilan calismalarda, patojenler arasindan tiire 0zgii ve
oldiirticii etkisi yliksek olanlar aragtirilmaktadir.

Gelismis birgok tlilkede zararli boceklere kars1 yapilan miicadelede boceklerde hastalik
olusturan  organizmalar  miicadele ajam1  olarak  kullanilmaktadir.  Ornegin,
entomopatojenlerden bir viriis olan Bakiiloviriisler, % 100’e varan 6liim oran1 ve yalnizca
cogalabildikleri bir konakta enfeksiyon yapmalarindan dolay1 ¢cevredeki diger omurgali ve
omurgasiz hayvanlara zararsiz ekolojik bir miicadele ajani olarak kullanilirlar. Ayrica dogal
ortamda gelecek yillardaki nesillere vertikal taginimlarindan dolay: siireklilik gosteren bir
miicadele ajant olmalarindan dolayr gelismis biitiin tilkelerde ticari olarak fiiretilip
satilmaktadir (Hunter-Fujita vd., 1998). Cografik bolgelerdeki farkliliklardan dolay:
patojenler farkli oranda Oldiiriicii etki gosterebilmektedir. Bu nedenle arastirilmamis
cografik bolgelerden entomopatojen tespitleri son yillarda en ¢ok tercih edilen konular
olmaktadir (Murillo vd., 2001). Ulkeler daha yiiksek 6liim oran1 gosteren kendi izolatini
tespit edip kullanabilmek igin calismalarmi siirdiirmektedir. Ulkemizde de smirli sayida
yapilan bu tiir ¢alismalarda bu yargiy1 dogrular nitelikte olup, az sayida ¢alismaya ragmen
olduke¢a yiiksek oranda yeni entomopatojenik tiir bulunmustur (Yaman ve Radek, 2003;
Yaman vd., 2009; Yaman, 2012).

Bu kapsamda tezin amaci: Ulkemizde bdcek zararlilari iginde énemli bir yere sahip
olan ¢am kese bocegi Thaumetopoea pityocampa (Den. & Schiff., 1775) / Thaumetopoea
wilkinsoni Tams, 1924 (Lepidoptera: Notodontidae) ile miicadelede kullanilan Calosoma
sycophanta L. (Coleoptera: Carabidae)’ da hastalik olusturan entomopatojenik bakterilerin
varligmin arastirllmast ve bu patojenlerin tanimlanmasidir. Elde edilecek bu
entomopatojenlerin tespit edilen bocekte ve diger bazi zararli boceklerde insektisidal
etkilerinin belirlenmesi ve iglerinden etkili olanlarin zararlilar ile miicadelede kimyasal

insektisitlere alternatif biyolojik miicadele ajanlari olarak sunulmasi amaglanmaktadir.



1.2. Thaumetopoeo pityocampa (Den. & Schiff.)

Alem : Animalia

Sube . Arthropoda

Alt Sube : Hexapoda

Smif . Insecta

Alt Sif : Pterygota

Takim : Lepidoptera

Aile : Notodontidae

Alt Aile : Thaumetopoeinae

Cins : Thaumetopoea

Tiir : Thaumetopoeo pityocampa (Den. & Schiff.)

Bocekler, Tiirkiye’deki igne yaprakli ormanlarda zarara yol agan en 6nemli biyolojik
faktorlerdir. Cam kese bocekleri de bu zararlilar igerisinde énemli bir yer tutar (Ertugrul,
2002). Yilda bir d6l veren gam kese boceginin, biyolojik donemleri ergin, yumurta, larva ve
pupa donemlerinden olusur. Pupa haricindeki donemlerde bocek toprak disinda yasar.
Erginlerinin kiil rengindeki 6n kanatlarinin {izerinde zikzak seklinde gériinen enine ¢izgiler
vardir. Arka kanatlar1 ise beyaz olup kant acikligi yaklasik 4 cm’dir. Pullarla kaph
yumurtalarin igerisinden 4-6 hafta sonunda ¢ikan tirtil halinde ki larvalar bécegin en uzun
yasadigt donemi olusturur. 5 kez gomlek degistiren tirtillar, biiylidiikce beslenmeleri
arttigindan daha fazla zarara neden olurlar (Ozkacang, 2002; Kizil, 2013). Agaclarda
yaptiklari zararin yaninda insanlarda ve diger memelilerde alerjik reaksiyonlara da neden
olurlar (Buxton, 1983; Lamy vd., 1986; Novak vd., 1987; Lamy, 1990; Werno vd., 1993;
Vega vd., 1997; Kocatiirk, 1999; Kozer vd., 1999; Conrath vd., 2000; Ekerbiger vd., 2002;
Triggiani ve Tarasco, 2002). Ozellikle insanlarda kasintiya ve alerjiye yol agan bdcegin

killar1 larvanin 3. sathasinda olusur.



1.2.1. Yayilis1 ve Zararlari

Cam kese bocegi diinyada Cezayir, Filistin, Almanya, Fransa, Ispanya ve Isvicre gibi
tilkelerin ormanlarinda oldukga ciddi zararlara neden olmustur (Schimitschek, 1953;
Besgeli, 1969; Tosun, 1975; Battisti, 1988; Devkota ve Schmidt, 1990; Mendel, 1990;
Atakan, 1991; Kitt ve Schmidt, 1993). Tiirkiye’de ise bu zararli Marmara, Ege, Akdeniz ve
Karadeniz bolgelerinde cam ve sedir tiirlerinin yayilis gosterdigi bolgelerde bulunmaktadir.
Deniz seviyesinden 1800 m yiikseklikteki ormanlarda bu zararli ile siklikla
karsilagilmaktadir (Avtzis, 1998; Canakgioglu ve Mol, 1998). Ayrica sicak havayi seven
bocek, oOzellikle kiiresel 1sinma ile birlikte yayiliglarini arttirmistir (Battisti vd., 2005;
Rozensweig vd., 2007). Bu nedenle yaz aylarinda hava sicakliginin artmast ile etkilerini de
daha bariz bir sekilde gostermektedir. Cam kese bocegine ait Tiirkiye’deki ilk kayit 19. yy
baslarinda Istanbul adalarinda miicadele edildigine dairdir (Canakgioglu ve Mol, 1998).

Yumurtalarint ¢ogunlukla aksam saatlerinde birakan ¢am kese bocekleri ozellikle
bunun i¢in seyreklesmis mescereleri ve agaclandirma sahalarinit daha ¢ok tercih ederler
(Ozgankaya ve Can, 2004). Primer zararli olan bocekler larva (Sekil 1) halindeyken
agaclarin tomurcuklarina zarar verip igne yapraklarimi yiyerek agaglarda zarara neden
olurlar. Bu durum agaglarin vejetasyon donemine daha az yaprakla girmesene ve bunun
neticesinde de biiylimenin azalmasina neden olur (Carus, 2004). Bunun haricinde eger kitle
halinde tirerlerse agaclar iizerinde hem daha yikici zararlara neden olurlar hem de mesgereyi

savunmasiz duruma diisiirerek sekonder zararlilarin saldirilarina acik hale getirirler.



Sekil 1. Thaumetopoeo pityocampa larvalari

Cam kese bocegi Tiirkiye’de en ¢ok Kizilgam (Pinus brutia), Karagam (Pinus nigra),
Halep ¢ami (Pinus halepensis) ve Sarigam (Pinus sylvestris) gibi igne yaprakli agaglarda
yayilis gosterirler (Ozkagang, 2002). Olgun agaclarda cok etkili olamayan bocek, dzellikle
dogal genglestirme alanlarindaki agaglarda sik sik salginlar olusturup, bodurluklara ve sekil
bozukluklarina yol agmaktadir (Onaran ve Kati, 2010). Cam kese boceginin saldirilarina
maruz kalan gen¢ kizilgamlarin yapraklari yendiginde biiyimesi % 68 oraninda
azalabilmektedir (Babur, 2002). Yine Dogu Akdeniz bdlgesinde yapilan bir ¢alismada
saglikli agaclarin gam kese bocegi tarafindan zarara ugramis olan agaclara gore ¢ap artiminin
% 11,89 ve boy artiminin ise ortalama % 8,60 oraninda fazla oldugu belirlenmistir (Kanat
vd., 2010). Agaglarda meydana gelen bu artim kayiplar1 ekonomik olarak da ciddi sorunlara
neden olmaktadir.

Tirkiye’de ¢am kese bocegi ile miicadele kapsaminda bir¢ok metot kullanilmis fakat
tam olarak bir basari elde edilememistir. Kullanilan feromon tuzaklari, mikrobiyal ajanlar,
predator bocekler ve keseleri toplayip yakma gibi uygulamalar tek basina yetersiz kalmistir.
Bu durum da entegre miicadeleyi zorunlu kilmistir. Biyolojik miicadele ¢cam kese boceginin
salginlarini baski altina almada en basarili sonuglar1 veren yontemdir (Kanat vd., 2005). Bu
amacla son yillarda predator 6zellikte olan canlilar, zararliya karsi siklikla kullanilmaktadir.

Tiirkiye ve Avrupa’da heniiz kesin bir basar1 elde edilememis ¢cam kese bdcegi

Thaumetopoea pityocampa (Schiff.) salginlarina karsi predatér bocek, Calosoma



sycophanta L. (Coleoptera: Carabidae) kullanilmaktadir. Kitle halinde iretimleri
gerceklestirilen C. sycophanta ayrica yaprak zararlisi, singer oriicti (kir giivesi) (gypsy
moth) Lymantria dispar L. (Lepidoptera: Lymantriidac)’a kars1 da dogal bir diisman olarak
kullanmaktadir. Bu amagla Avrupa’dan Kuzey Amerika’ya ihrag¢ edildikleri bilinmektedir
(Ferrero, 1985; Weseloh vd., 1995; Schafer vd., 1999).

1.3. Coleoptera Takimimnin Genel Ozellikleri

Coleoptera takim1 bocekler sinifi igerisinde ki en kalabalik takimdir. 350.000°den fazla
tanimlanan tiirleriyle, diinyada var olan organizmalar arasinda en fazla tiir barindiran takim
olarak bilinmektedir (Caterino vd., 2002).

Coleoptera takimmin c¢ogu ergin tiiyeleri viicutlarinin belli kisimlarini kaplayip
koruyan sert, kalin bir dis iskelete sahiptir. Bu bocekler biiytikliikleri bakimindan olduk¢a
cesitlilik gosterirler. Boylar1 genellikle 1 mm ile 5 cm arasindadir. Bununla beraber 15 cm’ye
ulasan tropik tiirleri de vardir. Coleoptera takimina ait boceklerin en karakteristik 6zellikleri
kanat yapilarinda goriilmektedir. Biiyilik bir ¢ogunlugu iki ¢ift kanat tasiyip, 6n kanatlar
kabuksu yap1 kazanmigtir. Bu kanatlar sirt kisminda orta ¢izgi boyunca birbiriyle birleserek
arka kanatlarin ve karm bdolgesinin iizerini orterler. Elytra olarak bilinen bu 6n kanatlar
bocegin dis iskeleti kadar serttir ve herhangi bir darbeye kars1 viicudu korurlar. Ayrica bir
kavga aninda 6n kanatlar aerodinamic dengeyi saglama gorevi de yaparlar. Arka kanatlar ise
on kanatlarin altinda katlanmis sekilde bulunurlar. Bu kanatlar uzun ve zars1 yapida olup
ucma organi olarak kullanilirlar.

Coleoptera tiyelerinin ¢cene yapilari ¢ok iyi gelismis olup, odunlari ¢igneyebilecek ve
hatta sert bitki tohumlarini pargalayabilecek saglamliktadir. Takim olarak oldukg¢a genis bir
besin tercihleri bulunmaktadir. Takimin otgul tiirleri kok, govde, yaprak ve diger bitki
organlari ile beslenirken, toprak icerisinde ya da bitki {izerinde yasayan predatdr tiirler ise
bircok omurgasizla beslenirler. Ayrica leslerle beslenen ve parazit olarak yasayan tiirleri de
vardir. Tiim karasal ve tath su habitatlarinda yasayabilir ve bir¢ok yasam tarzi sergilerler.
Karasal habitatlardaki tiirlerin bacaklar1 genellikle yiirliyilicii ve kosucu tiptedir. Sularda
yasayan tiirlerinde ise yiiziicii bacaklar bulunur. Holometabol bagkalagim gegirirler. Larvalar
sekilleri bakimindan familyalar arasinda farklilik gosterir. Cogunda campodeiform veya
scarabeiform larva goriiliirken, vermiform ve elateriform larvaya sahip olanlar1 da vardir.

Boceklerin bir kismi kist gelismis larva halinde, bir kismi ergin halde, bir kismi1 da toprak



veya odunlar i¢inde pupa halinde gecirir. Ayrica kisi yumurta halinde geciren de birkag tiirii
vardir (Salman, 1992; Canakgioglu, 1993).

Coleoptera takimi; Heterpgastra, Haplogastra ve Adephaga adinda 3 alt takima
sahiptir.

1.3.1. Adephaga Alt Takiminin Genel Ozellikleri

Calosoma sycophanta L. nin da i¢inde bulundugu Carabidae familyasi da bu alt takima

aittir. Anten yapilari basit ve iplik seklindedir.

1.3.2. Carabidae Familyasinin Genel Ozellikleri

Coleoptera takimi igerisinde yer alan Carabidae familyasi sahip oldugu 40.000 tiir ile
takimin en bilyiik familyasini olusturmaktadir. Igerisinde bulunan tiirlerin beslenme sekilleri
familyay1 6nemli kilmaktadir. Clinkii tiirlerinin bazilarmin omnivor, bazilarinin ise fitofag
olmasina karsin, cogu tiirleri karnivordur (Kromp, 1999). Diinya genelinde 150 kadar
tiiriiniin tarimsal alanlarda ytliksek miktarlarda iiriin kayiplarina neden oldugu bilinmektedir
(Lodos, 1989).

Carabidae familyas: iiyelerinin ¢ogu yirticidir. Boylart 4 mm ile 3,5 cm arasinda
degisir. Bir kism1 ucamaz. Sekil ve renk bakimindan farklilik gosterirler. Genellikle tiirleri
parlak siyah renktedir. Cogunlukla kaya, tas, agac¢ kiitiigli ve yaprak yiginlari altinda
bulunurlar (Salman, 1992). Carabidae familyasinda ormancilik bakimindan 6nem tasiyan
Calosoma, Procerus ve Carabus olmak iizere ii¢ cins bulunur. Biyolojik miicadelede sik¢a

kullanilan Calosoma sycophanta L. Carabidae familyasina ait predator bir bocektir.

1.3.3. Calosoma sycophanta L.’nin Sistematikteki Yeri

Alem : Animalia
Sube - Arthropoda
Alt Sube : Hexapoda
Sinif . Insecta

Alt Sinif : Pterygota



Takim : Coleoptera
Alt Takim : Adephaga
Aile : Carabidae
Alt Aile : Carabinae
Cins : Calosoma
Tiir : Calosoma sycophanta L.

1.3.4. Calosoma sycophanta L.’nin Morfolojisi

1.3.4.1. Ergin

Calosoma sycophanta L. (Coleoptera: Carabidae), ormanlarda zarara yol acan ¢am
kese bocegi Thaumetopoea pityocampa (Den. & Schiff.) ile Thaumetopoea wilkinsoni Tams
gibi zararl tiirlere kars1 miicadelede kullanilan en 6nemli predator bocektir. Erginleri uzun
Oomiirli olup 3-4 yila kadar yasamlarini siirdiirebilmektedirler. Ortalama boylar1 30-40
mm’dir. Proghnath tipi basa sahip olup gozleri bilesik g6z tipindedir. Cigneyici agiz yapisina
ve 11 segmentten olusan filiform seklinde antenlere sahiptirler. Familyanin da karakteristik
0zelligi olan 6n kanatlar kitinleserek ‘Elytra’ seklini almistir. Elytra parlak ve yesilimtirak-
kirmiz1 renktedir. Bu sert kanatlar iizerinde de sirali halde kii¢iik c¢ukurlar bulunur.
Genellikle kosarak hareket eden bocek, kanatlarini pek kullanmamaktadir. Bocegin
bacaklar1 siyah olup birinci ¢ift bacaklar1 yakalamay1, liglincii ¢ift bacaklart ise kogmay1
saglar. Tarsuslar1 5 adet tarsiteden olusmaktadir. Asagida C. sycophanta L. ergini

gosterilmistir (Sekil 2).



Sekil 2. Calosoma sycophanta L. nin ergini

1.3.4.2. Yumurta

Calosoma sycophanta L. yumurtalar1 elipsoidal seklinde olup sari-beyaz tonunda bir
renkte goriliir (Sekil 3). Yumurtalar 4-6 mm uzunlugunda, yaklasik 1,5-2 mm genisliginde
ve ortalama 0,01 gr agirliginda olmaktadir. Uygun bir neme sahip toprakta yumurtadan ¢ikis

stiresi 4 ile 7 giin arasinda degigsmektedir.
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Sekil 3. Calosoma sycophanta L.’nin yumurtalari

1.3.4.3. Larva

Yumurtalardan ¢ikmis 1-2 giinlik C. sycophanta larvalar1 beyaz-sari renkte olup
boylar1 yaklasik 0,7-0,8 cm, agirligt ise 0,01 gr civarindadir. Larvalar, 1-2 giin igerisinde
beslenme ile birlikte 1,4-1,6 cm boy ve 0,11-0,16 gr agirhiga eristiginde ilk gomlek
degistirmelerini yapmaktadirlar (Sekil 4). Larvalar 3 defa gomlek degistirirler. Bunlardan
ilk larva evresi 7-11 giin, ikinci larva evresi 8-12 giin, tigiincii larva evresi ise 15-18 giin
stirmektedir. Larvalar ti¢lincii gdmlek degisimlerini yaptiktan sonra pupa evresine gegerler.

10 tane segmente sahip larvalarin, bir ¢ift anteni ve gogstinde de 3 ¢ift bacagi bulunmaktadir.
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Sekil 4. Calosoma sycophanta L.’nin 1. ve 3. evredeki larvalari

1.3.4.4. Pupa

Larvalar, son gomlek degisimlerini tamamladiktan sonra pupa evresine gecerler.
Serbest pupa tipinde olup antenler, bacaklar ve kanat izleri viicudun istiinde serbest bir
sekilde bulunur. Boylar1 2-3,5 cm arasinda degigsmekte olan pupalarin, bag ve gogsii, karin
tarafina dogru katlanmis bir sekilde durmaktadir. Pupalar genel olarak kirli agik sari
renktedirler. Sirtlarinda 5 sira segment ile birbirine paralel olarak bulanan kahverengi
tilyctiklere sahiptirler. Bu tiiyciiklerin u¢ kisimlarinda dik bir sekilde durup 5 segmenti 6rten
serit halinde parlak ve koyu kahverengi tiiyciikler bulunur. C. sycophanta ortalama 12,5 giin
stiren pupa donemini toprak igerisinde gegirmektedir. Asagidaki sekilde C. sycophanta

pupasinin ilk hali gosterilmektedir (Sekil 5).



12

Sekil 5. Calosoma sycophanta L. pupasinin ilk hali

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

Tiirkiye’de onemli bir zararli olan ¢am kese bocegine karsi biyolojik miicadelede
kullanilan Calosoma sycophanta, farkli bolgelerdeki Orman Bolge Miidiirliiklerine bagli
laboratuvarlarda kitle halinde iiretimi yapilmaktadir. Uretim miktarlari cam kese bocegi ile
miicadelede gerek duyulan ihtiyagla birlikte farklilik gosterebilmektedir. Toplam {iretim
miktarlar1 g6z Oniine alindiginda, en fazla C. sycophanta iiretiminin Akdeniz ve Ege
Bolgesi’nde ki laboratuvarlarda yapildig: goriilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda 2004 ve 2016
yillar1 arasinda tiretimde ortaya ¢ikan farkliliklar Sekil 6’daki tabloda gosterilmektedir.
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Sekil 6. Tiirkiye’de yillara gore Calosoma sycophanta L. iiretim miktarlar1 (OGM, 2016)

Calosoma sycophanta L.’nin kite iiretimi yapilarak ¢am kese bocegine karsi basarili
bir sekilde kullanilmaktadir. Subat sonu gibi topraktan ¢ikan avci bocekler siirekli beslenme
egilimi icerisindedirler. Bocegin gerek erginleri gerekse larvalart hemen ¢am kese bocegi ile
beslenmeye baslarlar. Ozellikle ergin bireylerinin bir giinde 12 civarinda cam kese bocegini
yiyebildigi tespit edilmistir (OGM, 2017). 3-4 yillik yasam siirelerinde yaklasik 800

civarinda ¢cam kese bocegi larvasini yiyebilmektedirler.

1.5. Zararhlarla Miicadele Yontemleri

Orman ve tarim {riinlerinde zarara neden olan organizmalarin (bdcek, akar, nematod,
kemirgen, kus vb.) tanimlanmasini, yayilis alanlarini, zarar seviyelerini ve bunlarin yararl
olanlarin1 tespit etmek ayrica 6nemli zararlilarin biyo-ekolojileri, epidemiyolojileri ve neden
olduklar iirlin kayiplarini inceleyerek zararlarin dnlenmesine veya azaltilmasina yonelik
miicadele yontemlerini ortaya koymak amaciyla yapilan ¢alismalardir.

Orman ve tarim iirtinlerinin varhig1 ve stirekliligi agisindan tehlike olusturan en 6nemli
etmenlerden biri de boceklerdir. Bilinen hayvan tiirlerinin yaklasik olarak dortte t¢lini
olusturan bocekler, hayvanlar alemi igerisinde sayica en bilyiik grubu meydana getirirler.
Boceklerin fazla ve yaygin olmasi giinliik yasami birgok yonden etkilemektedir (Eroglu,
2016). Ozellikle tarim ve orman iiriinleri iizerinde zarara neden olan bdcek tiirlerinin her yil
yaptig1 zararlar milyarlarca lirayr bulan iiriin ve is giiciiniin bosa harcanmasina neden

olmaktadir.
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Ormanlarin korunmasi nitekim zarara neden olan etmenlerin zararsiz bir hale
getirilmesi ile ancak miimkiin olabilir. Bunu gerceklestirebilmek icin Oncelikle zararl
etmenlerin iyice arastirillip 6grenilmesi ve sonrasinda ise bunlara sebep olan nedenlerin
ortadan kaldirilmasi gerekmektedir. Ormanlar1 tehdit eden zararlilara karsi bilingli ve
kapsamli bir miicadele yapmak gerekir. Bu nedenle bir¢ok miicadele yontemi ve teknikleri
gelistirilip kullanilmistir. Bunlar kiiltiirel miicadele, fiziksel-mekanik miicadele, biyoteknik
miicadele, kimyasal miicadele ve biyolojik miicadele basliklar altinda toplanabilir (Uygun
vd., 2010)

1.5.1. Kiiltiirel Miicadele

Kiiltiire] uygulamalar birincil yapilmasi gereken islemler olup gerek ucuz olmasi
gerekse uzun vadede g¢evreye ve canlilara en az zarar veren yontem olmasindan dolay1
siklikla kullanilmaktadir. Toprak bakimi ve islenmesi, giibrelenmesi, bitki nobetlesmesi,
yabanci ot ve atiklarin temizlenmesi seklinde tarimda yapilacak isler bu miicadele kapsamina
girer (Demirbag vd., 2008). Kiiltiirel miicadelede 6nceden alinacak tedbirlerle bitkilerin ve
iriinlerin zarar gérmemesi amaglanir. Bu amaclar dogrultusunda ormanlarin karigikliligini
ve kapaliligin1 diizenlemek, yeni mescereler kurmak ve yetistirmek ile kesim teknigi
yontemlerine uymak, toprak bakimi yapmak, dayanikli tiirler yetistirmek ve gida

kaynaklarini degistirmek gibi 6nlemler alinabilir.

1.5.2. Fiziksel-Mekanik Miicadele

Fiziksel miicadele yonteminde zararli etmenlerin el, ara¢ veya makinelerin
kullanilmastyla toplanarak 6ldiiriilmesi amaclanmaktadir. Ormanlarda ve tarim alanlarinda
zarara neden olan boceklerin yumurta, larva, pupa ve erginlerini toplayarak yok etmek, tuzak
agacinin kullanilmasi ile yakalamak, suya daldirmak, yakmak, radyoaktiviteden ve

elektrikten yararlanmak gibi islemleri i¢ceren miicadele yontemidir.
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1.5.3. Biyoteknik Miicadele

Dogal veya yapay maddeler kullanilarak zararlilarin yasayisi ve davranislari iizerine
etkili olmak icin yapilan miicadeledir. Bu yontem 06zellikle ormanlar i¢in biiyiik tehdit
olusturan kabuk boceklerine karst miicadelede siklikla kullanilmaktadir. Miicadele
esnasinda ¢evreye herhangi bir zarar verilmez. Bocekler nesillerinin devamliligini saglamak
icin feromon salgilayarak bir araya gelirler. Bu yontemle bocekler, hazirlanan feromon
tuzaklarina ¢ekilerek yakalanmakta ve imha edilmektedirler. Ayrica bu miicadelede feromon

tuzaklarinin yani sira yapiskan tuzaklar, 151k ve su tuzaklar1 da kullanilmaktadir.

1.5.4. Kimyasal Miicadele

Toksik etkiye sahip sentetik ya da dogal olarak elde edilmis kimyasallar kullanilarak,
bitkilerde zarara neden olan organizmalara karsi yapilan miicadele yontemidir. Bu
miicadelede pestisit ad1 verilen {iriinler kullanilir. Bu {iriinlerin zararli canlida solunumu
durdurmak, sinir sistemini bloke etmek, sindirim sistemini bozmak ve deri degisimini
durdurmak gibi etkileri vardir. Bdylece metabolizmanin dogal bir siirecini engelleyerek
organizmanin 6liimiine neden olurlar. Fakat yogun ve bilingsiz bir sekilde kimyasal pestisit
kullanimi bir¢ok zarari da beraberinde getirmektedir.

Yogun ve bilingsiz olarak uygulanan kimyasal pestisitler, kalintilar1 ile ¢evre ve insan
saglig1 iizerinde tehlike olusturacak sorunlara neden olmaktadir. Ozellikle toprak, su, hava
ve tarimsal iiriinlerde pestisitin kendisi ya da doniistim triinleri birikebilmektedir. Bu durum
herhangi bir zarar1 olmayan hatta yararh tiir bile olabilen hedef dis1 canlilarin da zarar
gormesine yol agmaktadir. Uygulanan kimyasallarin % 0,015-6’s1 miicadele edilen zararliya
etki ederken, % 94-99,9’1uk kismu ise ekosistemde hedef olmayan canlilara etki etmekte ve
topraga, sulara karisarak ¢evresel sorunlara yol agmaktadir (Yildiz vd., 2005). Dogada tim
canlilar bir denge halindedir. Kimyasal pestisitlerden dolayr hedef dis1 canlilarin yok
edilmesi sonucu daha 6nce ekosistemde herhangi bir zarar1 olmayan canli, dogal dengenin
bozulmasi ile ekolojik ve ekonomik bir zararli haline gelebilir. Yogun ve yiiksek oranda
insektisit kullanimi, dogadaki dogal dengenin bozulmasina ve zarara neden olan tiirlerin bu
kimyasallara kars1 zamanla direng kazanmasina neden olmustur (Uygun vd., 2010). Bu
durumla alakali yapilan ¢alismalar, simdiye kadar 450 civarinda zararli bocek tiiriiniin

insektisitlere kars1 direng gelistirdigini ortaya c¢ikarmistir (Kence ve Kence, 1992).
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Zararhlarin insektisitlere karsi sagladigi bu diren¢ durumu, hem kimyasallarin etkilerinin
azalmasina, hem de yogun ilaglama sonucu tirtinlerde biriken pestisit kalintilarinin artmasina
sebep olmustur. Ayrica insektisitlerin yeralt1 su kaynaklarina ge¢gmesi ve havada toksikant
olarak birikmesiyle ekolojik ve ekonomik bir ¢ok sorunun olusmasina neden olabilmektedir
(Zeren ve Erem, 2000). Bu sorunlarin hepsi hem ¢evre ve insan sagligini etkilemekte hem
de ozellikle uluslararasi pazarlarda sorun teskil etmektedir. Yiyecekler ve yemler konusunda
AB tarafindan kurulan Hizli1 Alarm Sistemi (Rapit Alert System) sonuglarina gore, kimyasal
pestisit kalintis1 alaninda drlinlerimizin biiyiik bir kismi AB kriterlerine uygun
bulunmamaktadir (Delen vd., 2005). Nitekim yarardan ¢ok zararlart oldugu bilinen bu
kimyasal pestisitler yerine gevreye dost, dogada dogal olarak var olan alternatif yontemlerin
uygulamaya gegirilmesi gerekmektedir. Ozellikle bu ydntemler igerisinde de biyolojik

miicadelenin 6nemi git gide daha da artmaktadir.

1.5.6. Biyolojik Miicadele

Dogal diismanlar, antogonistler, rekabetgiler ve cogalabilen biyolojik varliklarin
kullanilmastyla zararlilara kars1 yapilan miicadele yontemidir (FAO, 1996). Ormanlarda ve
tarimda zararlilarla miicadele kapsaminda kimyasal madde kullanimina getirilen sinirlama
alternatif ¢oziim arayislarina olanak saglamistir. Bunun neticesinde dogal diismanlarin
kullanildig1 biyolojik miicadele 6nem kazanmistir. Clinkii ¢evreye ve insanlara zarar veren
kimyasal maddeler yerine en iyi alternatif yontem biyolojik miicadelenin kullanilmasidir.

Biyolojik miicadelenin ge¢misi ¢ok eski tarihlere kadar gitmektedir. Her ne kadar
bugitinkii gibi kapsamli bir biyolojik miicadele olarak kabul goriilmese de dogal diigmanlarin
popiilasyonlarin1 arttirmak i¢in habitatlarin1 diizenleme ¢alismalar1 ilk kayitlara 6rnek
verilebilir. Eski Misir’da farelere karsi kedilerin kullamildigi, Cin’de M.O. 300 yillarinda
turunggil bahgelerinde Oecophylla smaragdina (Fabricus) (Hymenoptera: Formicidae) adli
avcl karmcalarin kullanildigi bilinmektedir (Eroglu, 2016). Yine aver karincalarin 1200’1
yillarda Yemen’de palmiye agaclarindaki zararlilara kars1 ve Arabistan’da hurma agaclarina
anz olan zararh bir karinca tiiriine kars1 kullanildig1 bilinmektedir (Ogurlu, 2000).

Tiirkiye’de ise biyolojik miicadele ile ilgili ilk kayitlardan biri 1912 yilinda Siireyya
Ozek tarafindan Fransa’dan Istanbul civarindaki Elma pamuklu bitine kars: Aphelinus mali
(Hold.)’nin ve Mersin’de Torbalikosnil’e karst Rodolia cardinalis (Muls.)’in getirilip

kullanilmasidir (Eroglu, 2016). Digeri ise 1910’lu yillarda incir giivesi Ephestia cautella
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WIk. (Lepidoptera, Pyralidae)’nin parazitoiti olan Bracon hebetor Say. (Hymenoptera,
Braconidae)’nin Izmir’de bol ve yogun bulunduguna dair bilgidir. Bu parazitoit 1931-1948
yillar1 arasinda Ege Bolgesi’nde ki incir depolarinda kullanilmasi amaciyla Almanya’dan
birkag kez daha getirtilmistir. Bir baska kayit ise 1912 yilinda Cukurova ve Ege Bolgesi’nde
ki turunggillerde zarara neden olan torbali kosnil, Icerya purchasi (Mask.)’a karst dogal
yasam alanindan iilkemize getirilen Rodolia cardinalis (Muls.)’in kullanilmasidir. Torbali
kosnile kars1 avel bocekler kullanilarak iyi sonuglar elde edilmistir. Giiniimiizde de biyolojik
ve biyoteknik miicadele yapan lireticilerimiz 2010 yilindan beri desteklenmektedir (Tarim
Orman, 2014). Biyolojik miicadele, kimyasal miicadelenin tiim olumsuz yo6nlerini ortadan
kaldirmasi bakimindan son yillarda tercih edilmesi gereken bir miicadele yontemi halini
almistir (Y1lmaz, 2004).

Insanin herhangi bir etkisi s6z konusu olmaksizin dogada kendiliginden olusan baski
dogal biyolojik miicadele olarak adlandirilirken, zararli organizmalara karsi insanlar
tarafindan dogal diismanlarin kullanilmast uygulamali biyolojik miicadele olarak
adlandirilmaktadir (Van den Bosch vd., 1982). Orman ve tarimsal ekosistemlerde insanlarin
bir etkisi olmadan canlilar arasi etkilesim sonucu meydana gelen dogal biyolojik miicadele
ile tarimsal {irtinlerde zarar yapan 100.000 civarindaki zararl tiiriin % 95 oraninda bask1
altina alinabildigi bildirilmektedir. Sadece bu durumun bile ekonomiye yillik 400 milyon
avrodan daha fazla katkisi olacagi diisiiniilmektedir (Costanza vd., 1997). Dogal

diismanlarin kullanilmas1 kapsaminda {i¢ temel biyolojik miicadelede yaklasimi vardir.

1.5.6.1. Klasik Biyolojik Miicadele

Zararl tiirtin bulundugu bolgede yasamayan dogal diismanin, dogal yasam alanindan
getirilerek yerlestirilmesi sonucu yapilan miicadele yontemidir. Ormanlarda ve tarim
alanlarinda zarara neden olan bir tiiriin bulundugu alanda dogal diismanlar1 yoksa zararl tiir
popiilasyon sayisini arttirarak hem ekolojik hem de ekonomik zararlara yol agar. Bu nedenle
zararli tlirlin orijini olan iilkeden veya bolgeden dogal diigmanlar alinip zararlinin bulundugu
bolgeye yerlestirilir. Bdylece hem olusacak zararlar Onlenir hem de zararhi tiiriin
popiilasyonu baski altina alinir. Bu yontem Klasik Biyolojik Miicadele olarak
adlandirilmaktadir.

Klasik biyolojik miicadele amaciyla 196 iilkede zararli bocek ve akarlara karsi

yaklasik 2000 civarinda dogal diigmanin 5000°den fazla yerlestirme ¢aligsmasi yapilmistir.
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120 yildir siire gelen bu ¢aligmalarda uygulamalardan kaynakli olumsuz bir etkinin nadiren
goriildigi belirtilmistir. Ayrica yapilan ¢alismalar, bu dogal diigmanlarin 165’in iizerinde
zararl tiirii devamli olarak baski altinda tutabildigini gostermistir (Van Lenteren vd. 2006).
Klasik biyolojik miicadele uygulamalarin tim diinyada 3500 milyon ha’da yapildig1 ve

bunun tiim kiiltiire agilmis alanlarin % 10’unu olusturdugu diistiniilmektedir.

1.5.6.2. Koruyucu Biyolojik Miicadele

Dogal olarak ortamda bulunan yararl tiirlerin, zararhlarin {izerinde dogal baski
unsurlar1 gz oniinde tutularak dogadaki popiilasyonlarinin korunmasini kapsamaktadir. Bu
miicadele yontemi agikcasi var olan dogal dengenin korunmasini veya denge bozulmus ise
yeniden dengenin saglanmasini amaglayan uygulamalari igerir. Nitekim dogal ortamda
zarara neden olan tiirlerin birden fazla dogal diismanlar1 vardir ve zararlilar tarafindan baski
altinda tutulurlar. Biyolojik miicadelede olduk¢a Oneme sahip bu dogal diismanlarin
herhangi bir nedenle popiilasyonlarinda azalma meydana gelebilir. Bu durumda 6nemli bir
etkisi bulunmayan zararlilar bile dogal diisman baskisindan kurtulduklari i¢in hizli bir
sekilde cogalarak ekonomik zarar diizeyinin iistiine ¢ikarlar ve biiyiik zararlara neden
olabilirler. Bundan dolay1 miicadele kapsaminda hem zararlilar hem de yararlhilarin yasam
alanlari arastirilmali ve zararlilarin baski altinda tutulmasini saglayan dogal diismanlarin tiim
ekolojik istekleri yerine getirilmelidir.

Diger biyolojik miicadele yontemlerine (klasik ve kitlesel biyolojik miicadele) gore
dogal diismanlarin korunmasi ve desteklenmesi yontemi genis alanlarda daha basarili
sonuclar vermektedir. Zira dogada zararlilar1 baski altinda tutabilecek ¢ok fazla sayida dogal
diisman bulunmaktadir. Oyle ki, bu dogal diisman niteligindeki yararl tiirler
ekosistemlerdeki zararlilarin % 99’unu, tarimsal ekosistemlerdeki zararlilarin da % 95’ini

baski altinda tutabilmektedir.

1.5.6.3. Kitlesel Biyolojik Miicadele

Dogal yasam alaninda olan yararli tiirlerin etkinliklerinin artirilmasi i¢in yapilan
uygulamalar ayn1 zamanda popiilasyonlarinin artmasin1 da saglayacak uygulamalar

niteligindedir. Fakat yapilan uygulamalarin yetersiz kalmasi, dogal diismanlarin salindiklar
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alana yerlesip ertesi yila gecememesi ve zararliyr baski altinda tutabilecek popiilasyon
diizeyinde olmamasi yahut ithal edilen dogal diismanlarin sayisinin yeterli miktarda
olmamasi1 durumlarinda ise dogal diismanlar gruplar halinde iiretilip dogaya salinir ve
boylece popiilasyonlarin sayisi artirilir. Bu yontem 90 yildan beri uygulanmakta olup, yerli
veya bagka tilkelerden ithal edilen 150°den fazla dogal diisman tiiriiniin, 100 civarinda zararl
tiire kars1 kullanildig1 bildirilmektedir. 16 milyon ha kiiltiire agilmis alanlarda uygulanan bu
yontem son yillarda daha da 6nem kazanmustir. Yillik ticari degeri 300 milyon avrolara
ulagan miicadele yonteminin, Avrupa’da da toplam tarimsal ila¢ pazarindaki pay1 % 1’den
% 2’ye yiikselmistir (Van Lenteren vd., 2006).

Kitlesel biyolojik miicadele yonteminde entomopatojenler, predatér ve parazitoitlere
gore daha ¢ok tercih edilirler. Ciinkii predator ve parazitoitlerin iiretimi entomopatojenlere
gore hem daha pahali hem de daha zordur. Giinlimiizde birgok entomopatojen biyolojik
miicadele kapsaminda ticari olarak {iretilmekte olup zararl tiirlere kars1 uygulanmaktadir.
Ancak yine de predatdr ve parazitoit gibi dogal diigmanlar da av ve konukgular {izerinde
azda olsa tiretilmektedir. Bunlar ¢ogunlukla ekonomik degeri yiiksek iiriinler ile sera gibi
kiigiik alanlarda kullanilmaktadir. Aslinda predatér ve parazitoitler yapay besi ortaminda
daha ucuza tretilebilirler. Fakat yapay bir besi ortaminda iiretilen dogal diismanlarin dogal

ortamda ne denli yararli olabilecegi tartisilmaktadir.

1.6. Biyolojik Miicadelede Yer Alan Gruplar

Dogada var olan bocekler, akarlar, bakteriler, funguslar, viriisler, nematodlar, baliklar,
kuslar, memeliler gibi bir¢ok canli gruplarinda biyolojik miicadelede etkin rol alan dogal
diisman niteliginde tiirler vardir. Bunlar 6zellikle klasik biyolojik miicadele kapsaminda
dogal dengenin saglanmas1 adima biiyiik bir éneme sahiptirler. insan aktivitesinin olmadig1
dogal biyolojik miicadelenin yetersiz kalmasi durumunda ise zararlilarla miicadeleye
insanlar da miidahil olur. Bu durumda biyolojik miicadelenin yapilacagi alani, uygulayicisi
olan insanlar belirler. Biitiin faaliyetlerin uygulayici tarafindan yonetildigi ve ekonomik bir
girdinin gerekli oldugu bu miicadele kapsaminda en c¢ok parazitoit, predatdr ve
entomopatojenler kullanilir. Bunlar zararlhilari baski altina almada basarmin en fazla
saglandig1 biyolojik etmenlerdir. Ozellikle de mikrobiyal kontrol ajanlar1 igerisinde olan
entomopatojenler tiire 6zgii etki gosterdiklerinden var olan diger dogal diismanlara nispeten
daha ¢ok tercih edilirler. EDWIP (The Ecological Database of the World’s Insect Pathogens)
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ve VIDIL (Viral Diseases of Insect in the Literature Database) verilerine gore 1504 protozoa
tiird, 411 fungus tiirii, 168 virlis tiirli, 146 nematod tiirii, 52 bakteri tiirii olmak {izere
toplamda 2285 farkli mikroorganizma tiiriiniin, 9407 bocek tiiriiyle iliskili oldugu
belirlenmistir (Braxton vd., 2003).

Biyolojik miicadelede kullanilan etmenler zararli boceklerde enfeksiyonlara neden
olarak, zararli popiilasyonunun baski altinda kalmasini saglar. Bu durum meydana
gelebilecek zararlar1 da en aza indirir. Ayrica birgogunun konaga 6zgii olmasindan dolay1
dogada herhangi bir yararli bocege, hayvanlara, insanlara ve ¢evreye zarar verici bir durum
teskil etmezler. Bu 6zellikleri sayesinde, kimyasal miicadele yerine tercih edilmesi gereken

bir miicadele yontemi halini almistir (Y1lmaz, 2004).

1.6.1. Predatorler

Yasamlar1 boyunca serbest yasayan, gelisimlerini tamamlayabilmek icin birden fazla
ava ihtiya¢ duyan, avlarmi arayip bulan, avina saldirarak beslenen ve 6ldiiren canlilara
predator canli denir. Dogada bocekler, akarlar, driimcekler, siiriingenler, baliklar ve kuslar
gibi bir¢ok canli grubunda predatdrliik gosteren tiirler vardir. Bunlardan biyolojik miicadele
kapsaminda en ¢ok kullanilanlar predator bocekler ve predator akarlardir.

Predator boceklerin biiyiik bir ¢ogunlugu polyfag o6zellik gosterir. Bu ozellikleri
sayesinde farkli bir¢cok zararli tiire kars1 kullanilabilmektedirler. Erginlerinin yani sira larva
donemlerinde de predatorliik gosterirler. Yumurtadan ¢ikan larvalar hemen beslenmeye
baslar. Istisna tiirleri olmakla birlikte genellikle kendinden kiiciik avlarla ¢igneyerek ya da
sokup-emerek beslenirler. Predator boceklerin kitle tiretimleri pahali ve zordur. Ayrica
yapay ortamlarda Tretilen boceklerin ne denli dogada yararlihik gostereceginin

belirlenmesinde yasanilan zorluklarda, predatdrlerin kullanimini sinirlandirmaktadir.

1.6.2. Parazitoitler

Bir bocekte yumurtasini birakarak larval donemi orada gegiren ve daha sonra bocegin
6liimiine neden olan ve ¢ikip biyolojisini tamamlayarak ergin hale gegen boceklere parazitoit

denir.
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Parazitoitler konukgu canlinin belirli bir doneminde parazitlik gdsterir. Bu nedenle
yumurta, larva ve pupa parazitoitleri olmak tizere 3’e¢ ayrilirlar. Bir de larva-pupa
parazitoitleri vardir ki onlarda konukgu olan canlinin herhangi bir doneminde yumurtalarini
birakir ve ergin olan parazitoit konuk¢unun bir sonraki doneminden disari ¢ikar. Ayrica bazi
parazitoitler sadece konukgulara degil baska parazitoitlere de saldirabilir. Bunlara
hyperparaziot denir. Biyolojik miicadelenin yapildig1 ortamlarda diger parazitlere saldirdig:
i¢cin hyperparazitoitlerin bulunmasi istenilmeyen bir durumdur.

Bir tiire veya ancak birka¢ akraba tiire saldiran parazitoitlerin konukc¢u spektrumu
oldukca dardir. Uretimlerinin de kolay ve ucuz olmasindan dolay1 klasik miicadele ile
cogaltilarak salim yapilan biyolojik miicadele uygulamalarinda en ¢ok tercih edilen canli
grubunu meydana getirirler. Biiyiik bir ¢ogunlugu Hymenoptera takimina ait olan

pazaritoitlerin ve bir boliimii de Diptera takiminda bulunur.

1.6.3. Entomopatojenler ve Mikrobiyal Miicadele

Biyolojik miicadelede o6zellikle bdoceklere karst kullanilan entomopatojenler;
bakteriler, funguslar, viriisler, protozoalar ve nematodlar1 igermektedir. Bunlar genellikle
dogada var olan hastalikli boceklerden izole edilirler. Dogal ortamda once bdceklerin
hastalanmasini saglayan ve sonra onlar1 6ldiiren orijini bakteri, viriis, mantar, nematod veya
protozoa olan birgok mikroorganizma vardir (Lipa, 1975). Entomopatojen olarak
adlandirilan bu mikrobiyal miicadele ajanlar1 zararli boceklere karsi kullanilarak boceklerin
hastalanmasina ve Olmesine neden olurlar. Bu sayede zararli popiildsyonlarin1 dengede
tutarak meydana gelebilecek =zararlarinin en aza indirilmesine olanak saglar.
Entomopatojenler konaga 0zgii olduklarindan dolay1r sadece hedeflenmis organizma
tizerinde etkili olurlar. Herhangi bir faydali canliya, hayvanlara, insanlara zarar vermedigi
gibi ekosistemde de herhangi bir kirlilige neden olmazlar. Ayrica konvansiyonel pestisitlerle
birlikte kullanilabilmeleri ve hasat doneminde dahi hedef dis1 organizmalara zarar vermeden
uygulanabilmeleri bu mikrobiyal ajanlarin biyolojik miicadelede siklikla kullanilmalarina
olanak saglar. Lakin olumsuz hava sartlarindan oldukca fazla etkilenirler. Bu nedenle
mikrobiyal ajanlarin uygulanma zamani iyi se¢ilmelidir ki maksimum etki saglasinlar
(Agrios, 2005; Uneke, 2007).

Entomopatojenler kitle iiretimi yapilarak biyolojik insektisit olarak da kullanilabilirler.

Uygulanmalar1 sirasinda ¢ogunlukla standart ilaglama aletlerine ya da sulama suyuna
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karistirilirlar. Biyolojik insektisit olarak kullanilanlardan en énemlisi Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan da kabul edilen Bacillus thuringiensis ajanidir. Hali hazirda birgok zararli bocek
tiirine kars1 uygulanmaktadir. Fakat ticari olarak iiretilen bu insektisitlerin hentiz kullanimi
istenilen seviyeye ulasmamuistir. Diinya ilag piyasasinda ancak % 2-5’lik gibi kiigiik bir paya

sahiptirler (Ridgway ve Inscoe, 1998).

1.6.3.1. Entomopatojen Bakteriler

Bakteriler basit yapili olup, zarla ¢evrili nukleus, mitokondri, kloroplast, endoplazmik
retikulum ve golgi gibi organelleri bulunmayan, prokaryotik, mikroskobik, tek hiicreli
canlidirlar. O kadar yaygindirlar ki neredeyse diinyada bulunmadiklar1 yer yoktur. Ozellikle
canlilar aleminin dengesini saglamada ¢cok dnemli gorevleri vardir.

Entomopatojen bakteriler halen ormanlarda ve tarimsal alanlarda zarara neden olan
boceklere karst en fazla kullanilan mikroorganizmalardir. Boceklerde kitlesel dliimlere
neden olarak, zararlilarin baski altina alinmasinda biiyiik rol oynarlar (Canak¢ioglu, 1989).
Entomopatojen bakteriler spor olusturup olusturmamaya gore ikiye ayrilirlar. Her ikisinden
de boceklerde patojen olan tiirler olmasina ragmen, biyolojik miicadelede ¢ogunlukla spor
olusturan ve fakiiltatif aerob bakterilerin kristal tasiyanlari kullanilir. Ciinkii yapilan
arastirmalarda spor olusturan bakterilerin olusturmayanlara gore kuraklik ve ytiksek sicaklik
gibi kot kosullara kars1 daha dayanikli oldugunu géstermistir. Beslenme yoluyla boceklere
bulasan bakteriler, bocegin viicudunda sporangium i¢inde endosporlar ve protein yapida
olan endotoksinler olusturur. Bu toksin maddeler ve bakterilerin viicudunda birikmesi
bocegin Oliimiine neden olur. Mikrobiyal ajan olarak kullanilan bakterilerin ¢ogunlugu
Bacillus ve Coccobacillus cinsleri igerisinde bulunur.

Spor olusturan bakterilerden Bacillus thuringiensis bilinen en yaygin bocek
patojenidir. Spor olustururken ayni zamanda birgok bocek cesidine karsi insektisit etki
gosteren Cry ve Cyt kristal proteinlerini de {iretir. Kristal proteinlerin etkilerini
gosterebilmeleri i¢cin bulunduklar1 ortamda c¢oziilmeleri gerekmektedir. Bunlar normal
sartlarda ileri derecede bir ¢oziilme gostermediklerinden hedef dist diger canlilara zarar
vermezler. Ne zaman ki Lepidoptera larvalarinin orta bagirsagi gibi ortamin pH’nin yaklasik
olarak 9,5 tizerinde olmasi durumunda ¢oziiniirler (Eroglu, 2016). Coziinen proteinler hedef
boceklerin orta bagirsak membranlarindaki reseptore baglanarak etki ederler (Bravo, 2005).

Proteinlerin reseptore baglanarak aktivite gdstermesi biyolojik miicadelede giivenli bir



23

sekilde kullanilmalarina olanak saglar. Nitekim bir¢ok zararli bocek takimina ait tiirlerde
etkili olan yeni suslar izole edilerek, B. thuringiensis’in kullanim alanlari arttirilmigtir
(Lacey vd., 2001). Oyle ki B. thuringiensis kokenli iiriinler ticari olarak kullanilan en 6nemli
bocek patojeni olup, diinyada ki biyopestisit pazarinin % 95°1lik kismina sahiptir (Gaugler,
1997). B. thuringiensis en fazla Lepidoptera tirtillar1 gibi bitki zararlilarinda olmak iizere,
sivrisinek larvalari ve Afrika’da nehir korligii hastaliginin tastyicist olan karasineklerin
kontroliinde siklikla kullanilirlar (Eroglu, 2016).

1.6.3.2. Entomopatojen Viriisler

Viriisler bocekler de dahil biitiin canlilarda hastalik meydana getirebilirler. Yapilan
arastirmalarda viriislere ait en az 16 familyanin zararli bocekler {lizerinde etkilerinin oldugu
saptanmustir (Tanada ve Kaya, 1993). Ozellikle viriislerin biiyiik bir kism1 Lepidoptera (%
83), Hymenoptera (% 10) ve Diptera (% 4) takimlari ile baglantilidir. Biyolojik miicadele
kapsaminda viriislerin bdcekleri enfekte ederek zararli bocek salginlari kontrol altina
aldiklar1 bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Viriisler boceklere agiz yoluyla bulasir. Bocek
tarafindan yenilen viriis, bocegin viicudunu bagirsak yoluyla isgal ederek enfeksiyonu
baglatir.

Zararli boceklerle miicadele kapsaminda virlisler icerisinde en c¢ok kullanilan
bakiiloviriislerdir. Viriilanslarinin oldukga yiiksek olmasi, ticari olarak tretilebilmeleri ve
sadece artropodlar: enfekte etmelerinden dolayr biyolojik miicadele agisindan Gnem
kazanmislardir. Biiylik cogunlugunun Lepidoptera ve Hymenoptera takimlarinin iginde yer
alan 400’den fazla bdocek tiiriiniin bakiiloviriislerin konukgusu oldugu saptanmistir.
Bakiiloviriisler, riizgar ve yagmur gibi dogal yollarla taginabildikleri i¢cin boceklerle siklikla
etkilesirler. Ormancilikta kayda gecen tek bakiiloviriis, Cydia pomonella granulovirus
(CpGV)’tiir. Ozellikle elma ickurdunun kontrolii i¢in Avrupa ve Amerika’da yaygm bir
sekilde kullanim1 devam etmektedir (Eroglu, 2016).

1.6.3.3. Entomopatojen Mantarlar

Funguslar, biyolojik miicadele kapsaminda cesitli canli gruplarina karsi siklikla

kullanilan miicadele ajanlaridir. Bunlarin igerisinde sadece bocekler ve diger artropodlarla
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etkilesim i¢inde olan cinsleri igeren ve konagin kiitikulasina tutunma, penetrasyon ve konak
icerisinde ¢ogalmalari ile taninan 6zellesmis bir fungus grubu vardir. Bunlar entomopatojen
funguslar olarak adlandirilir. Entomopatojen funguslar, biyolojik miicadelede kullanilan
diger mikroorganizmalara gore daha genis bécek gruplari tizerinde etkilidirler. Lepidoptera,
Homoptera, Hymenoptera, Coleoptera ve Diptera takimlarina bagli bircok tiirii enfekte
edebilirler. Entomopatojenik funguslardan Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ve
Lecanicillium lecanii diinyada biyolojik miicadele ¢alismalarinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Deacon, 1983).

Funguslar diger bocek patojenlerinden ayiran en 6nemli 6zelliklerinden birisi de
boceklerde enfeksiyon olusturabilmek dogrudan viicut ortlisii yoluyla bulasabilmesidir
(Eroglu, 2016). Bocegin kiitikulasina temas ettikten sonra viicut icerisine niifuz eden
entomopatojen funguslar hizli bilyiidiiklerinden dolay1 konagin hemolenfindeki besinler
tiikenir. Ayrica funguslar bu sirada toksik maddelerde tiretip salgilayabilir. Nitekim bunlarin
hepsi bocegin 6liimiine yol agmaktadir.

Entomopatojen funguslar hedef organizmaya mekanik olarak zarar verebildiginden,
zararli eger kimyasal yahut mikrobiyal insektisitlere karsi bir bagisiklik kazanmissa bunu
funguslara kars1 kullanamaz (Charnley ve Collins, 2007; Ortiicii vd., 2010).

1.6.3.4. Entomopatojen Nematodlar

Boceklerde parazit yasayip, Oliimlerine neden olan bir¢ok nematod tiirii vardir.
Bunlardan Neotylenchidae, Mermithidae, Rhabditidae, Sphaerularidae, Allantonematidae,
Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalar1 biyolojik miicadelede siklikla
kullanilmaktadir. Ozellikle de Steinernematidae ve Heterorhabditidae’ler, zararlilara kars:
kullanimlarinda elde edilen basarili sonuglardan dolay1 {izerinde en ¢ok caligilan familyalar
durumundadir (Lacey vd., 2001). Boceklerle miicadele kapsaminda da nematodlardan
sadece bu iki familya kullanilmaktadir (Gaugler, 1997).

Entomopatojen nematodlar, dogal yasam alanlar1 olan toprakta bulunurlar (Kaya ve
Gaugler, 1993). Bu durum toprak igine giren zararlilara karsi yetersiz kalan predatorler ve
diger mikrobiyal ajanlara gbre nematodlara avantaj saglar. Cilinkii toprak, kimyasallarin,
predatorlerin ve diger mikrobiyal ajanlarin niifusunu engelleyici bir role sahiptir. Ayrica
hareket ederek konak aramalar1 da biyolojik miicadelede nematodlar1 6nemli kilmustir.

Kullanilan diger mikrobiyal ajanlarda bdyle bir durum s6z konusu degildir.
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Entomopatojen nematodlar yiiksek bir viriilansa sahip olduklarindan 24-48 saat gibi
cok kisa siirelerde konaklarini oldiirebilirler. En ¢ok kullanilan familyalarmin in vitro
ortamda kolayca iiretilmesi, basit ve giivenli bir sekilde uygulanabilmeleri ve hedef dis1
canlilar icin giivenli olmalar1 da nematodlar1 1yi bir miicadele ajan1 yapmaktadir.
Giliniimiizde entomopatojenik nematodlar ticari olarak iiretilen bir iiriin haline gelmis olup

bir¢ok tarimsal alanda giivenli bir sekilde kullanilmaktadir.

1.6.3.5. Entomopatojen Protozoalar

Boceklerle etkilesim iginde olan tanimlanmis yaklasik 15.000 tiirtin 1200’0
protozoalara ait tiirlerdir. Entomopatojen protozoalar, bocek popiilasyonlarini diizenleyerek
baski altina almada 6nemli bir rol istlenirler (Maddox, 1987). Genellikle konaga 6zgii olan
entomopatojen protozoalar sadece canli konukgularda gelisebilir ve bunun yani sira ara
konukgulara ihtiya¢ duyarlar. Boceklerde zayiflamaya neden olan kronik enfeksiyonlar
olusturduklarindan O6liimciil etkilerinin ortaya ¢ikmasi zaman alir. Viriilanslart diger
mikrobiyal ajanlara gore daha diisiiktiir. Bu nedenle entomopatojen protozoalar tarafindan
enfekte olan boceklerin Sliimii bazen haftalarca siirebilir (Hoffman ve Frodsham, 1993).
Boceklere agiz ve sindirim sistemi ile bulasarak, bagirsak hiicrelerine yerlesir ve
enfeksiyonu baglatirlar.

Biyolojik miicadelede en fazla kullanilan entomopatojen protozoalar Gregarine
cinsine ve Microsporia ordosuna ait tiirlerdir. Ozellikle mikrosporlar boceklerle miicadelede
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Konagin immiin sistemine kars1 direngli olmalar1 6nemli
avantajlarindandir. Microsporia ordosuna ait bir tiir olan Nosema locustae ¢ekirge kontrolii

icin kullanilan tek ticari tirtindiir (Henry ve Oma, 1981).

1.7. Bakterilerin Tanimlanmasinda Kullanilan Yontemler
1.7.1. Niimerik Taksonomi Yontemi
Niimerik taksonomi, biyolojik sistemlerde karakter ozelliklerini esas alarak

taksonomik birimlerin (OTU; Operational Taxonomic Unit) sayisal yontemlerle

gruplandirilmasina yarayan bir smiflandirmadir. Giiniimiizde organizmalarin karakter
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durumu verilerine gore sayisal olarak kodlanmis matematiksel prosediirlerin uygulanmasini
ifade eder. Cogunlukla bu yontem mikrobiyoloji alaninda kullanilir. Bakterilerin sistematik
caligmalarinda da birgok bilim adami niimerik taksonomiyi kullanmaktadir (Sneath ve
Sokal, 1973; Sneath, 1978; Goodfellow ve Dickinson, 1985; MacDonell ve Colwell, 1985;
Sackin ve Jones, 1993).

Bu siniflandirma, bakterilerin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerinin
kullanilabilmesi i¢in sayisal olarak diizenlenerek bilgisayar ortaminda karsilastirilmasi
esasma dayanir. Yontemin giivenilirligini arttirmak amaciyla sayisal olarak diizenlenen
ortalama 100-200 adet veriden olusan karakterlerin karsilastirilmasi yeterlidir (Sackin ve
Jones, 1993; Johansson, 1999).

Niimerik taksonomi yonteminde kullanilan karakterler i¢in iki durum vardir. Birincisi
yokluk durumu ikincisi ise bir karakterin varligi durumudur. Burada yoklugu 0, belirli bir
karakterin varligini ise 1 temsil etmektedir. Tiim karakteristik 6zellikler ve taksonomik
birimler, bir veri matrisi seklinde diizenlenir. Organizmaya ait karakterler dikkate alinarak,

taksonomik birimlerin benzerlik oranlar1 hesaplanir.

1.7.2. Yag Asitleri Profillerine Gore Bakterilerin Tams1 ve Karakterizasyonu
Yontemi

Ayni cevresel sartlarda ayn1 genetige sahip mikroorganizmalarin yag asidi sayilari ve
cesitleri de aymidir. Bu nedenle yag asitleri mikroorganizmalarin tanisinda ve
siniflandirilmasinda kullanilabilecek bir etken olarak karsimiza c¢ikar (Sahin, 2003). Bu
tanimlamay1 yapmak icin 6zel sistemler gelistirilmistir. Bunlardan biri bilgisayar destekli
olarak ¢alisan Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIS)’dir. Bu sistem mikroorganizmalarin
sitoplazma ve hiicresel membranlarinda bulunan yag asitlerini tanimayi saglar. Yag
asitlerinin sayisi, gesitleri ve bulundugu miktar Slgiilerek smiflandirmada kullanilir. Bu
simiflandirma 6zellikle bakterilerin, aktinobakterilerin ve gelismis funguslarin ¢ok kisa
stirede tanimlanabilmelerine olanak saglar (Miller ve Berger, 1985; Sasser, 1990; Dunfield
vd., 1999; Buyer, 2002).
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1.7.3. Metabolik Enzim Profilleri ve Biyokimyasal Ozelliklerine Gore
Bakterilerin Tanimlanmasi Yontemi

Canlilar karbon kaynaklarini kullanirken farkliliklar gosterir. Mikroorganizmalarin,
basit sekerler, alkoller, aminoasitler gibi ¢esitli karbon kaynaklarini kullanirken gostermis
oldugu bu farkliliklar onlarin tanmimlanmasina olanak saglar. Organizmada var olan
metabolik enzim cesitliliginden otlirii karbon kaynaklarinda ki farkliliklar degiskenlik
gostermektedir (Black ve Sweetmore, 1994; Gamo ve Shoji, 1999). Mikroorganizmalarda
var olan bu enzim farkliligi, familya kategorisinden baslayarak alt tiir kategorisine kadar
stirmektedir (Konopka vd., 1998; Yilmaz, 2004).

Mikroorganizmalarin tani1 ve karakterizasyonu i¢in kullanilan metabolik farkliliklar:
saptamak i¢in otomatik bakteri tanimlama ve duyarlilik test sistemleri kullanilmakta olup,
ticari olarak da piyasada bulunmaktadir. Giiniimiizde, API ve VITEK teknikleri ile
metabolik  farkliliklar ~ saptanarak mikroorganizmanin tan1 ve Kkarakterizasyonu
yapilabilmektedir. Bu teknikler, canlinin biyokimyasal 6zellikleri ile sistemde var olan

referans canlilarinin karsilastirilmasi esasina dayanir.

1.8. Bakterilerin Insektisidal Ozelliklerinin Arastirllmasi

1.8.1. izolatlarin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi Yontemi

Mikroorganizmalarin zararli bocekler lizerinde herhangi bir patojenik etkisinin olup
olmadigini anlamak i¢in biyoassay deneyleri yapilir. Biyoassay deneylerinin giivenilirligi ve
dogrulu i¢in en hareketli ve saglikli bocekler secilerek, dogal yasam alanlariyla ayni
Ozelliklere sahip ortamlar hazirlanir. Deneye basladiktan sonra meydana gelen bocek
Oliimlerinin uygulanan mikroorganizmalardan mi1 kaynakl1 yoksa baska faktorlerden mi olup
olmadigini anlamak i¢in, 6len bocekleri disekte ederek 6lim nedeni bulunmalidir (Lipa,
1975; Lacey, 1997). Bunlar deney sonuglarinin hata oranini azaltacak metotlardir.

Boceklerde enfeksiyon olusturacak mikroorganizmalar in vitro olarak ya da 6lii ve
hastalikli boceklerden elde edilerek saf kiiltiirleri hazirlanir ve deneylerde kullanilan zararh
boceklere uygulanir. Mikroorganizmalarla boceklerde enfeksiyon baslatmak igin bir¢cok
yontem vardir. Mikroorganizmalarin; besin yoluyla bocege verilmesi, direk kiitikula i¢ine

bulastirma, agiz ve ¢evresi ile anal agiklilara bulastirma gibi yontemler bunlara 6rnek olarak
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verilebilir (Lipa, 1975). Boceklere mikroorganizmalarin verilmesi ile deneyler baglatilmig
olur. Deney siireleri kullanilan mikroorganizmalara gore belirlenir. Ciinkii baz1
mikroorganizmalarin bécekte olusturdugu enfeksiyon kisa siirelerde etkisini gosterirken
bazilar1 daha uzun siirelerde gosterir. Ornegin, bakterilerin deney siireleri ortalama 10 giin
devem ettirilirken, etkisini daha uzun siirelerde gosteren protozoalarin 20-30 giin deneyleri
stirdiiriiliir. Deney gruplar1 10 giin siire ile giinliik olarak kontrol edilerek, 6len boceklerin
sayis1 tespit not edilip ortalama 6liim oranlarinin hesaplanmasi i¢in Abbott (1925) formiilii

kullanildi. Bu formiil asagida ki gibi kullanilmaktadir.

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

(%) 100 — Kontrol grubundaki 6liim oran1 (%)



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Boceklerin Elde Edilmesi

Calosoma sycophanta L. ergin ve larvalari 2015-2018 yillar1 arasinda Izmir’de
Bergama, Selcuk ve Urla laboratuvarlarindan, Adana’da Saricam ve Karaisali
laboratuvarlarindan, Manisa’da Merkez, Demirci, Gordes ve Akhisar laboratuvarlarindan,
Balikesir’de Burhaniye laboratuvarindan, Corum’da Kargi laboratuvarindan, Bursa,
Antalya, Isparta ve Gaziantep Merkez laboratuvarlarindan olmak iizere 10 farkli bolgede ki
16 laboratuvardan toplandi. Ergin boceklerin mart aymin ilk giinlerinde kisladiklari
topraktan ¢ikmasi ile baglayan ve tiretimin en yogun oldugu dénem olan Mart-Nisan-Mayis
aylarinda bu laboratuvarlara gidilerek bocekler temin edildi. Sekil 7’deki haritada C.

sycophanta L. 6rneklerinin toplandigi laboratuvarlar gosterilmektedir.
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Sekil 7. Calosoma sycophanta L. nin toplandig1 bolgeler-laboratuvarlar (Uzuner, 2017)
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Yapilan arazi ¢aligmalar: sirasinda herhangi bir kontaminasyon olmamasi igin farkl
laboratuvarlardan alinan bocekler ayr1 ayri kaplara konuldu. Ayrica deneylerin giivenilirligi
agisindan boceklerin taginirken herhangi bir zarara ugramamasi ve enfeksiyon olugsmamasi
i¢in dikkatli bir sekilde steril kaplara konularak muhataza edildi. Kaplarin {izerine boceklerin
temin edildigi bolge, alindigi laboratuvar ve tarihi gibi notlar yazilarak karisiklik
yasanmasinin Oniine gecildi. Tasinma sirasinda olusabilecek nem, aglik gibi durumlarin

Oniine ge¢mek icin bocekler en kisa siirede laboratuvara getirilerek caligmalara baglandi.

2.2. Yontem

2.2.1. Total Bakteri izolasyonu

Yetiskin Calosoma sycophanta ornekleri 2015-2018 yillarinda Akhisar, Bergama,
Gordes, Antalya, Bursa, Demirci, Manisa, Adana, Burhaniye ve Kahramanmaras bolgeleri
olmak iizere 16 farkli laboratuvardan toplandi. Her bir bocek fizyolojik bir ¢ozelti i¢erisinde
(% 0.8 NaCl) disekte edildi ve 40x—400x’lik biiyiitmelerde mikroskobik olarak incelendi.
Bakteriyel hastalik varligindan siiphe edilen C. sycophanta 6rneklerinden 302 adet bakteri
izolasyonu yapildi. Izolasyon asamasina gegmeden 6nce, larvalar ve yetiskinler ayr1 ayri
% 70’lik etanole yerlestirildi ve 3 dakika boyunca hafif¢e ¢alkalandi. Daha sonra ise yiizey
sterilizasyonu i¢in damitilmis suyla yikandi (Kuzina vd. 2001; Yaman vd. 2002). Sonrasinda
ise Ornekler, aseptik sartlara dikkat edilerek iki kez daha steril saf suyla yikandi. Daha sonra
bocegin hemosodliine girmek igin steril 1 ml’lik igneler kullanildi. Hemosdlden alinan
siispansiyon, Nutrient Agar iizerine yayma plaka ekimi yapildi ve sonra 32 °C’de 1-2 giin
inkiibasyona birakildi. Bakterilerin renk ve koloni morfolojisine bakilarak saf kiiltiirler

hazirlandi.

2.2.2. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Inkiibasyon asamasindan sonra saf kiiltiirleri hazirlamak i¢in Nutrient Agar (Merck)
tizerindeki kolonileri morfolojisine ve rengine gore gruplandirip birbirinden farkli olanlar
tekrar ¢izgi ekim yontemi ile Nutrient Agar’a ekim yaparak saf kiiltiirler hazirlandi. Bundan

sonra Ornekler farkli boyama yontemleri ile boyandi. Boyama sonucunda bakteri sekil ve
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renklerine gore ayrilan Ornekler koloni ve renk morfolojisi bakimindan benzer olanlar

gruplandirildi ve i¢lerinden biri tiir teshisinde kullanildi.

2.2.3. Saf Kiiltiirlerin Stoklanmasi

[lk olarak Nutrient Broth (Merck) kullanilarak % 20’lik gliserol stok hazirlandi. Bunu
takiben 1,50 mL’lik ependorf tiiplerine gliserol stoktan koyularak 121 °C’de 15 dakika
otoklava birakildi. Otoklavdan sonra ise daha 6nceden Nutrient Agar’a ekimleri yapilmig saf
kiiltiirlerden steril 6ze ile alarak tiiplere inokiile edildi ve -20 °C’de saklandi. Boylece
deneylerde kullanilacak olan ana stoklar hazirlanmis oldu. izolatlar, Karadeniz Teknik

Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii’nde saklandi.

2.3. Bakteriyel Izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.3.1. Koloni Morfolojisinin Belirlenmesi

Nutrient Agar (Merck)’e ¢izgi ekim yontemiyle ekilen izolatlar 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona bekletildi. Inkiibasyon sonucunda kolonilerin rengine, kenar sekline ve

biiytikliigiine gére morfolojik olarak degerlendirildi (Saygili vd., 2006).

2.3.2. Basit Boyama Yontemi

Smearlarin boyanmasi yontemi, 6lii mikroorganizmalarin hiire morfolojisi, bliytikligi
ve bakterilerin diziliglerinin mikroskobik incelenmelerinde ¢ok yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu yontemde izolatlar, Nutrient Agar (Merck) olan petrilere ekimi
yapilarak 37 °C’de 24 saat boyunca etiivde bekletildi. Inkiibasyondan sonra kiiltiirlerden
bakteriyel smear hazirlandi. Boyamaya gecmeden Once fiksasyon amaciyla smear 6rnek
bulunmayan tarafindan birkag kez alevden gegirildi. Bunu takiben boya olarak Kristal Violet
(Merck) soliisyonu ile olarak 1-2 dakika muamele edildi. Sonrasinda ise distil su ile

yikanarak 151k mikroskobu altinda incelendi (Benson, 1985).
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2.3.3. Gram Boyama Yontemi

Basit boyamada oldugu gibi yine izolatlar, Nutrient Agar (Merck) olan petrilere ekimi
yapilarak 37 °C’de 24 saat boyunca etiivde bekletildi. Inkiibasyondan sonra kiiltiirlerden
bakteriyel smear hazirlandi. Boyamaya gecmeden Once fiksasyon amaciyla smear 6rnek
bulunmayan tarafindan birka¢ kez alevden gecirildi. Bu asamadan sonra smear ilk olarak
primer boya uygulamasi kapsaminda kristal violet boyasi i¢inde 1 dakika boyunca
bekletildikten sonra distil su ile yikandi. Zaman gecirmeden liigol igerisine konularak 3
dakika daha bekletildi ve akabinde alkolle yikandi. Son agamaya ge¢cmeden 6nce smear bir
kez daha distil su ile yikandi. Daha sonra ise 1 dakika boyunca sekonder boya olan safranin
ile boyanan smear tekrar distil su ile yikandi. Kurumaya birakildiktan sonra en son renk
degisimlerini gormek igin mikroskopta gézlemlendi. Pembe renkli olanlar Gram negatif,

mor renkli olanlar ise Gram pozitif olarak ayrildi (Cappuccino ve Sherman, 1992).

2.3.4. Endospor Boyama Yontemi

Spor olusumu bakteriler i¢in dnemli ve ayirict bir 6zelliktir. Bu amacla endospor
olusup olusmadigimi belirlemek i¢in bu boyama ydntemi kullanild. ilk olarak Nutrient Agar
(Merck) lizerine ekimi yapilan izolatlar 37 °C’de 48-72 saat boyunca etiivde bekletildi.
Sonrasinda bakteriyel smear hazirlanarak fiksasyon amaciyla smear 6rnek bulunmayan
tarafindan birkag¢ kez alevden gecirildi. Fikse edilen smearlar, filtre kagidi ile kapatilarak
buhar iizerinde 5 dakika boyunca kurumamasi sartiyla Malasit Yesili (Merck) ile boyandi.
Sonrasinda distil su ile yikanarak yaklasik 1 dakika safranin ile boyandi. Bu son boyama
isleminden sonra tekrar distil su ile yikanarak kurumak {izere birakildi. Kuruma

gergeklestikten sonra ise mikroskopta gézlemlendi (Cappucino ve Sherman, 1992).

2.3.5. Kristal Boyama Yontemi

Daha ¢ok spesifik bir boyama yontemi olan kristal boyama teknigi, izolatlarin Bacillus
thuringiensis bakterisinde bulunan kristal proteinin var olup olmadigin1 6grenmek amaciyla
yapilmaktadir. Bu boyama yonteminde % 50’lik etanol ve % 7°lik asetik asit soliisyonu

icinde % 25 oraninda CBB karisimindan olusan Coomassie Brillant Blue (Merck) boyasi
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kullanildi. Diger boyama yontemlerinde oldugu gibi yine izolatlar, Nutrient Agar (Merck)
olan petrilere ekimi yapilarak 37 °C’de 24 saat boyunca etiivde bekletildi. Inkiibasyondan
sonra kiiltiirlerden bakteriyel smear hazirlandi. Boyamaya ge¢gmeden Once fiksasyon
amaciyla smear Ornek bulunmayan tarafindan birkag kez alevden gegirildi. Fiksasyon
asamasindan sonra smear, CBB boyasi ile 3 dakika boyandi. Sonrasinda hemen musluk suyu
ile yikanip kurumaya birakildiktan sonra 151k mikroskobu ile Kristal proteinlerin varligi
incelendi (Fadel vd., 1988).

2.4. Bakteriyel Izolatlarin Ozelliklerinin VITEK® 2 Advanced Colorimetry™
Sistemiyle Belirlenmesi

Izolatlar, Nutrient Agar (Merck) olan petrilere ekimi yapilarak 37 °C’de 24 saat
boyunca etiivde inkiibasyonda bekletildi. Bu islemlerden sonra izolatlarin tazeligi
bozulmadan Ordu ve Giresun Gida Kontrol Laboratuvar Miidiirliikleri’nde bulunan Vitek®
2 Advanced Colorimetry™ (Biome’rieux) cihazlar1 kullanilarak izolatlarin biyokimyasal
ozellikleri belirlendi. Floresan esasli VITEK® 2 sisteminde 64 kuyucuklu kartlarin
kullanimiyla sivi diliisyon bazli Gram negatif, Gram pozitif, maya ve kif gibi
organizmalarin tanimlanmalari saglanir (Verweij vd., 1999; Pincus, 2002). Bu yontemde
sonuglarin hizli ve dogrulugunu arttiran Gram-Negatif (GN), Gram-Pozitif (GP) ve Bacil
(BCL) kartlar1 kullanildi. VITEK® 2 cihazlariyla kullanimi i¢in tasarlanan kartlardan biri
olan Gram-Negatif kart1 (GN) birgok Gram-negatif basilin otomatik olarak tanimlanmasini
saglar. Bu kart 47 biyokimyasal test ve bir de negatif kontrol kuyucuguna sahiptir. GN kart1
ile yaklasik olarak 10 saat gibi bir slirede sonuglar ¢ikar. Gram pozitif kart1 (GP) ise 43
biyokimyasal teste sahiptir. Ozellikle bunlar karbon kaynagi kullanimimi, enzimatik
aktiviteleri ve direnci 6lgmeye yararlar. GP kart1 ile de yaklasik olarak 8 saat gibi bir siirede
sonuclar ¢ikar. Bacillus Identifikasyon kart1 da (BCL) 46 biyokimyasal teste sahiptir. Yine
bu kartta karbon kaynagi1 kullanimi, enzimatik aktiviteleri ve inhibisyon direncini dlgmeyi
saglar. Diger kartlara gore daha uzun olan tanimlama sonugclar1 yaklasik 14 saat gibi bir
siirede ¢ikar. Kartlarin hepsi tek kullanimliktir, kullanildiktan sonra atilabilir. Kartlarin
kuyucuk igerikleri sirastyla 1, 2, 3 tablolarinda gosterilmistir.

Izolatlar igerisinde 3 mL salin ¢dzeltisi olan polistiren test tiiplerine Gram pozitif ve
Gram negatifler i¢in steril 6ze yardimiyla inokiile edildi. Yogunlugu McFarland No: 0,50-

0,60’a esdeger olan ve Olgiim ayarlar1 yapilmis McFarland cihazi kullanilarak homojen
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organizma siispansiyonunu hazirlandi. Basiller i¢in de yine ayni iglemler yapildi. Sadece
farklilik olarak homojen organizma siispansiyonu hazirlarken yogunlugu McFarland No:
1,80-2,20’ye esdeger olan McFarland cihaz1 kullanildi. Bu islemler Gram pozitif, Gram
negatif ve bacil 6rneklerinin her biri igin tekrarlandi. En son ise hazirlanan siispansiyonlar

ve kartlar cihazin kasetine yerlestirildi. Yaklasik olarak 8 saat sonra sonuglar alindi.
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Tablo 1. Gram negatif kart1 kuyucuk igerikleri

Test Animsatici Test Animsatici
Ala-Phe-Pro Arilamidaz ~ APPA Sakkaroz/Siikroz SAC
Adonitol ADO D-Tagatoz dTAG
L-Pirolidonil-Arilamidaz ~ PyrA D-Trehaloz dTRE
L-Arabitol IARL Sitrat (Sodyum) CIT
D-Selobiyoz dCEL Malonat MNT
Beta-Galaktosidaz BGAL 5-Keto-Glukonat 5KG
H2S Olusumu H2S L-Laktat alkalilesmesi ILATK
Beta-N-Asetil o
o BNAG Alfa-Glikosidaz AGLU
Glutamil Arilamidaz Pna  AGLTp Siikkinat alkalilesmesi SUCT
D-Glikoz oLy oahAsetl NAGA

Galaktozaminidaz
Gama-Glutamil- _
Transferaz GGT Alfa-Galaktosidaz AGAL
Fermantasyon/Glikoz OFF Fosfataz PHOS
Beta-Glikosidaz BGLU Glisin Arilamidaz GlyA
D-Maltoz dMAL Ornitin Dekarboksilaz OoDC
D-Mannitol dMAN Lizin-Dekarboksilaz LDC
D-Mannoz dMNE L-Histidin asimilasyonu IHISa
Beta-Ksilosidaz BXYL Kurmarat CMT
Beta-Alanin BAlap Beta-Glukuronidaz BGUR
L-Prolin Arilamidaz ProA O/129Direnci (comp. vibrio.) 0129R
Lipaz LIP Glu-Gli-Arg-Arilamidaz GGAA
Palatinoz PLE L-Malat asimilasyonu IMLTa
Tirosin Arilamidaz TyrA Ellman ELLM
Ureaz URE L-Laktat asimilasyonu ILATa
D-Sorbitol dSOR




36

Tablo 2. Gram pozitif kart1 kuyucuk igerikleri

Test Animsatici Test Animsatici
D-Amigdalin AMY Polimiksin B Direnci POLYB
Fosfatidilinositol
Fosfolipaze PIPLC D-Galaktoz dGAL
D-Ksiloz dXYL D-Riboz dRIB
Arginin Dihidrolaz 1 ADH1 L-Laktat alkalilesmesi ILATK
Beta-Galaktosidaz BGAL Lactose LAC
Alfa-Glikosidaz AGLU N-Asetil-D-Glikozamin =~ NAG
Ala-Phe-Pro Arilamidaz =~ APPA D-Maltoz dMAL
Siklodekstrin CDEX Basitrasin Direnci BACI
L-Aspartat Arilamidaz AspA Novobiosin Direnci NOVO
Beta-Galaktopiranosidaz = BGAR % 6,50 NaCl'de Cogalma NaCl % 6,50
Alfa-Mannosidaz AMAN D-Manitol dMAN
Fosfataz PHOS D-Mannoz dMNE
Lésin Arilamidaz LeuA pri-5-D- MBdG

Glukopiranosid
L-Prolin Arilamidaz ProA Pullulan PUL
Beta Glukuronidaz BGURr D-Rafinoz dRAF
Alfa-Galaktosidaz AGAL 0129 Direnci (comp. O129R
vibrio.)
L-Pirolidonil-Arilamidaz ~ PyrA Salisin SAL
Beta-Glukuronidaz BGUR Sakkaroz/Siikroz SAC
Alanin Arilamidaz AlaA D-Trehaloz dTRE
Tirosin Arilamidaz TyrA Arginin Dihidrolaz 2 ADH2s
D-Sorbitol dSOR Optokin Direnci OPTO
Ureaz URE
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Tablo 3. Bacil kart1 kuyucuk igerikleri

Test Animsatici Test Animsatici
Beta-Ksilosidaz BXYL D-Mannitol dMAN
L-Lizin Arilamidaz LysA D-Mannoz dMNE
L-Aspartat Arilamidaz AspA D-Melezitoz dMLZ
N-Asetil-D-

Losin Arilamidaz LeuA ) ) NAG
Glikozamin

Fenilalanin Arilamidaz PheA Palatinoz PLE

L-Prolin Arilamidaz ProA L-Ramnoz IRHA

Beta-Galaktosidaz BGAL Beta-Glikosidaz BGLU

L-Pirolidonil-Arilamidaz PyrA Beta-Mannosidaz BMAN

Alfa-Galaktosidaz AGAL Fosforil Kolin PHC

Alanin Arilamidaz AlaA Piruvat PVATE

Tirosin Arilamidaz TyrA Alfa-Glikosidaz AGLU

Beta-N-Asetil-Glikozaminidaz BNAG D-Tagatoz dTAG

Ala-Phe-Pro Arilamidaz APPA D-Trehaloz dTRE

Siklodekstrin CDEX Inulin INU

D-Galaktoz Dagal D-Glikoz dGLU

Glikojen GLYG D-Riboz drRIB

) Putresin

Myo-Inositol INO o PSCNa
asimilasyonu

Metil-A-D- Glukopiranosid MdG % 6,50 NaCl'de NaCl %

asitlesmesi cogalma 6,50

Ellman ELLM Kanamisin Direnci KAN
Oleandomisin

Metil-D-Ksilosid MdX S OLD
Direnci

Alfa-Mannosidaz AMAN Eskiilin hidrolizi ESC
Tetrazolium

Maltotrioz MTE TTZ
Kirmizisi

o o Polimiksin_B
Glisin Arilamidaz GlyA POLYB_R

Direnci
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2.5. 16S rDNA Gen Filogenisi Analizi Yontemi

Izole edilen tiim bakteriler, sonuglarin giivenilirligi acisindan ek olarak 16S rDNA
analizi kullanilarak tanimlandi. Bu yontemde DNA ekstraksiyonu i¢in saf bakteri
stispansiyonlar1 kullanildi. Siispansiyonlar hazirlandiktan sonra esit oranda olacak sekilde
bakteri siispansiyonu ve glass bead’ler ependorf tiiplerine konularak vorteks {izerinde
maksimum hizda 1 dakika boyunca kuvvetlice calkalandi. Iyice karisan ¢ozeltilere proteinaz
K eklenerek, etiiv igerisinde 3 saat 56 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon asamasindan sonra,
birka¢ degisiklik yapmak suretiyle Hylis vd., (2005)'e ve iireticinin talimatlarina uygun bir
sekilde DNA izolasyon kiti kullanilarak niikleik asit ekstraksiyonu yapildi. Son olarak
bakteriyel 16S rDNA genlerini siralamak ve izolatlar1 tanimlamak amaciyla izole edilen

bakteriyel DNA’lar Sentegen Biotech Company’ye (Ankara, Tiirkiye) gonderildi.

2.6. Bakterilerin insektisidal Ozelliklerinin ve Metabolizma Uzerindeki
Etkilerinin Arastirilmasi

2.6.1. lzolatlarm Calosoma sycophanta Uzerindeki Insektisidal Etkilerinin
Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin zararli bocekler iizerinde herhangi bir patojenik etkisinin olup
olmadigini anlamak i¢in biyoassay deneyleri yapilir. Biyoassay deneylerinin giivenilirligi ve
dogrulugu icin en hareketli ve saglikli bocekler secilerek, dogal yasam alanlariyla ayni
ozelliklere sahip ortamlar hazirlanir. Deneye bagladiktan sonra meydana gelen bdcek
6liimlerinin uygulanan mikroorganizmalardan mi1 kaynakli yoksa baska faktdrlerden mi olup
olmadigin1 anlamak i¢in, 6len bocekleri disekte ederek 6liim nedeni bulunmalidir (Lipa,
1975; Lacey, 1997). Bunlar deney sonuclarinin hata oranini azaltacak metotlardir.

Boceklerde enfeksiyon olusturacak mikroorganizmalar in vitro olarak ya da 6lii ve
hastalikli boceklerden elde edilerek saf kiiltiirleri hazirlanir ve deneylerde kullanilan zararl
boceklere uygulanir. Mikroorganizmalarla boceklerde enfeksiyon baslatmak ig¢in birgok
yontem vardir. Mikroorganizmalarin; besin yoluyla bocege verilmesi, direk kiitikula i¢ine
bulastirma, agi1z ve ¢evresi ile anal agiklilara bulastirma gibi yontemler bunlara 6rnek olarak
verilebilir (Lipa, 1975). Boceklere mikroorganizmalarin verilmesi ile deneyler baglatilmig
olur. Deney siireleri kullanilan mikroorganizmalara gore belirlenir. Ciinkii bazi

mikroorganizmalarin bécekte olusturdugu enfeksiyon kisa siirelerde etkisini gosterirken
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bazilar1 daha uzun siirelerde gosterir. Ornegin, bakterilerin deney siireleri ortalama 10 giin
devem ettirilirken, etkisini daha uzun siirelerde gosteren protozoalarin 20-30 giin deneyleri
stirdiiriiliir.

Bu tez ¢alismasinda 16S rDNA analizi kullanilarak en fazla izole edilmis 6 bakteri
tanimlanmustir. Bu 6 farkli bakteri izolatinin faydali bir tiir olan C. sycophanta’nin erginler
ve larvalar iizerindeki etkilerini insektisit aktivitesi acisindan belirlemek amaciyla deneyler
yapildu. ik olarak ekim yapilacak olan besiyerleri hazirland1. Bu amagla toz halinde bulunan
Nutrient Agar (Merck) besiyerinden Olgiilere dikkat ederek hassas terazide tartilip erlen
mayerde distil su ile karistirildi. igerisinde agar, su ve karistiric1 gubuk bulunan erlen mayeri
manyetik karigtirict lizerine koyarak agarin homojen bir sekilde ¢oziilmesi saglandi. Bu
islemden sonra besiyeri otoklav ile sterilize edildi. Dokmek i¢in yeterli 1s1 seviyesine inen
besiyeri, steril kabin icerisinde aseptik kurallara dikkat edilerek petrilere dokiildi.
Besiyerlerin soguyup katilasmasindan sonra tanimlanmis olan bakteri izolatlari, yine steril
kabin icerisinde aseptik kurallara dikkat edilerek steril 6ze ile Nutrient Agar (Merck) olan
petrilere ekimi yapild1 ve 37 °C’de 24 saat boyunca etiivde bekletildi. Bundan sonra ikinci
olarak asil deneylerde kullanilacak olan sivi besiyerleri hazirlandi. Kati besiyeri ile
hazirlanis agamalar1 ayni olan sivi besiyeri test tiiplerine dokiilerek otoklav edildi.
Soguduktan sonra petrilerdeki taze izolatlar tekrar steril kabin igerisinde aseptik kurallara
dikkat edilerek steril 6ze ile sivi besiyerlere inokiile edildi ve 37 °C’de 24 saat boyunca
etiivde bekletildi. 10’ar tane olmak iizere C. sycophanta ergin ve larvalart ayr1 ayr1 kutulara
konularak deney gruplari olusturuldu ve hazirlanan 6 farkli bakteri tiiriiniin her biri ayri
olarak uygulandi. C. sycophanta’nin hem erginleri hem de larvalari, T. pityocampa’nin hem
larvalar1 hem de pupalari ile beslenmektedirler. Bu nedenle s1vi besiyerde hazirlanan bakteri
izolatlar1 enjektor ile T. pityocampa’ya enjekte edildi. Kontrol grubunda olanlar ise steril su
enjekte edilmis T. pityocampa ile beslendi. Test edilen tiim gruplar laboratuvar kosullarinda
24-28 ° C, % 35-45 bagil nem ve 18:6 fotoperiyotta tutuldu (Sekil 8). Deney gruplart 10 giin
stire ile giinliik olarak kontrol edilerek, 6len boceklerin sayist tespit edilip ortalama Sliim

oranlarinin hesaplanmasi i¢in Abbott (1925) formiilii kullanildi.
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Sekil 8. Deney diizenekleri

Ayrica pozitif kontrol amaciyla izole edilen bakterilerin C. sycophanta haricinde
Ozellikle de zararli boceklerde patojenik etki gosterip gostermedigini belirlemek icin
caligmalar yapildi. Her ne kadar predatdr boceklerde enfeksiyon istenmese de zararli
boceklerde bu bakterilerin patojenik etki gostermesi biyolojik miicadele agisindan olduk¢a
onemlidir. Clinkii bu durum pozitif kontroliin yapilmasina olanak saglar. Bu amagcla izole
alt1 bakteri Tiirkiye’de de Onemli bir tarim zararlis1 olan patates bocegi (Leptinotarsa
decemlineata) iizerinde test edilerek gozlemlendi.

Bu amagla 6 farkli bakteri izolatinin zararh bir tiir olan L. decemlineata’nin larvalari
iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla ilk olarak ekim yapilacak olan besiyerleri
hazirlandi. Toz halinde bulunan Nutrient Agar (Merck) besiyerinden dlgiilere dikkat edilerek
hassas terazide tartilip erlen mayerde distil su ile karistirildi. Igerisinde agar, su ve karistirict
cubuk bulunan erlen mayeri manyetik karistirici izerine koyarak agarin homojen bir sekilde
¢Oziilmesi saglandi. Bu islemden sonra besiyeri otoklav ile sterilize edildi. Dokmek i¢in
yeterli 1s1 seviyesine inen besiyeri, steril kabin igerisinde aseptik kurallara dikkat edilerek
petrilere dokiildii. Besiyerlerin soguyup katilagsmasindan sonra tanimlanmis olan bakteri

izolatlari, yine steril kabin icerisinde aseptik kurallara dikkat edilerek steril 6ze ile Nutrient
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Agar (Merck) olan petrilere ekimi yapild1 ve 37 °C’de 24 saat boyunca etiivde bekletildi.
Bundan sonra ikinci olarak asil deneylerde kullanilacak olan siv1 besiyerleri hazirlandi. Kati
besiyeri ile hazirlanis asamalar1 ayni1 olan sivi besiyeri test tiiplerine dokiilerek otoklav
edildi. Soguduktan sonra petrilerdeki taze izolatlar tekrar steril kabin igerisinde aseptik
kurallara dikkat edilerek steril 6ze ile sivi besiyerlere inokiile edildi ve 37 °C’de 24 saat
boyunca etiivde bekletildi. Bundan sonra 20’serli olmak iizere L. decemlineata larvalari,
hazirlanan her bir bakteri i¢in ayr1 ayr1 kutulara konuldu. Zararlinin besin kaynagi olan
patates yapraklari, bakteri izolatlarina daldirilip kutu iginde ki patates boceklerine verildi.
Ayrica kontrol grubu olusturup ona da suya daldirilan patates yapraklar1 verildi. Birinci
giiniin ardindan deney gruplari kontrol edilerek besinlerin yenilip yenilmedigi kontrol edildi.
Test edilen tiim gruplar laboratuvar kosullarinda 24-28 °C, % 35-45 bagil nem ve 18:6
fotoperiyotta tutuldu. Deney gruplarina her giin yeterli miktarda besin verilerek 10 giin siire
ile glinlik olarak kontrol edildi ve o6len boceklerin sayisi tespit edilip ortalama &liim

oranlarinin hesaplanmasi i¢in Abbott (1925) formiili kullanildi.

2.6.2. Izolatlarin Calosoma sycophanta Metabolizmas1 Uzerindeki insektisidal
Etkilerinin Belirlenmesi

Biyolojik miicadele agisindan oldukg¢a 6nemli bir predator bocek tiirii olan Calosoma
sycophanta her agidan degerlendirilmelidir. Ciinkii burada sadece amag predatér bocegin
6lmemesi degildir. Ureme ve matabolik durumlarinda olusacak bir sorun da hem miicadele
acisindan hem de tiretiminden dolay1 ekonomik olarak zarara neden olacaktir. Ciinkii bocek
ne kadar saglikli ve hareketli ise o kadar fazla cam kese bocegi ile beslenecektir. Bu amacla
beslenme durumu ve yumurtlama verimi {izerine deneyler yapildi. Proteus vulgaris,
Pseudomonas putida ve Streptomyces albogriseolus bakteriyal izolatlar1 C. sycophanta

erginlerinde denendi, yumurta ve besin yeme durumlarina bakildu.
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Bu tez ¢alismasinda, ii¢ y1l boyunca Tiirkiye’deki yetistirme laboratuvarlarinda kitle
liretimi yapilan ve biyolojik miicadele kapsaminda orman zararlilarina kars1 predatér bocek
olarak kullanilan Calosoma sycophanta L. yetiskinleri ve larvalarinda enfeksiyonlara neden
olan entomopatojen bakterilerinin varligi ve ona karsi etkinliginin belirlenmesi ¢alisilmistir.

2015 ile 2018 yillar1 arasinda Akhisar, Bergama, Gerdes, Antalya, Bursa, Demirci,
Manisa, Adana, Burhaniye ve Kahramanmaras gibi Tiirkiye'nin farkli bélgelerinde bulunan
16 farkli laboratuvardan C. sycophanta 6rnekleri toplanmistir. Toplam olarak, C. sycophanta
erginlerinden ve larvalarindan 302 bakteri izolasyonu yapilmistir. Calismada tiir tayini igin
rutin olarak kullanilan sitolojik, morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerin disinda, bakterilerin
tiir tayinlerinin daha kesin bir sekilde yapilabilmesi icin floresan temelli yeni bir teknoloji
olan Vitek® 2 sistemi (bioMe rieux) kullanildi. VITEK® 2 ile yapilan ¢alismalar sonucunda
302 bakteri izolasyonu tiir seviyesinde tanimlandi. Elde edilen tiirler, iiretim
laboratuvarlarina gore gruplandirildi (Tablo 4). Bu bakterilerden insektisidal etki
gosterebilme potansiyeli olan 6 tiiriin C. sycophanta'nin iizerinde etkinligi aragtirilmigtir. C.
sycophanta’dan izole edilen bakteriler: Streptomyces albogriseolus, Proteus penneri,
Proteus vulgaris, Pseudomonas putida, Providencia rettgeri, Providencia vermicola olarak

tanimlanmustir.

Tablo 4. Calosoma sycophanta’dan izole edilen bakteriler

Bakteri izolatlar Lokalite
Bacillus megaterium Akhisar, Gerdes, Bergama, Antalya
Bacillus firmus Akhisar
Bacillus badius Bergama
Bacillus coagulans Akhisar, Bergama
Bacillus cereus / Gerdes, Adana, Manisa, Bergama, Burhaniye,
Bacillus thuringiensis / Bursa, Mersin, Antalya, Kahramanmarag
Bacillus mycoides
Bacillus fortis Gerdes, Bergama
Brevibacillus choshinensis Bergama, Akhisar, Manisa, Demirci, Mersin
Staphylococcus sciuri Akhisar
Enterococcus faecalis Akhisar
Staphylococcus sciuri Bergama




Tablo 4.iin devami

43

Staphylococcus pseudintermedius | Antalya
Pseudomonas aeruginosa Antalya
Pseudomonas putida Antalya

Pseudomonas luteola

Gerdes, Akhisar, Bergama, Adana, Antalya

Proteus mirabilis

Akhisar, Gerdes Kahramanmaras, Adana, Antalya

Proteus hauseri Antalya
Providencia rettgeri Antalya
Providencia vermicola Antalya
Streptomyces albogriseolus Antalya
Sphingomona spaucimobilis Antalya
Serratia marcescens Antalya
Entorobacter cloacea Antalya
Lysinibacillus fusiformis Mersin

Vibrio vulnificu Akhisar

Morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gére tanimlanan ve C. sycophanta iizerinde
etkilerinin varlig1 arastirilan farkli bakteri tiirtinden Streptomyces albogriseolus olarak
tanimlanan izolatin petri ve sivi besiyerdeki goriintiisii Sekil 9-10, Pseudomonas putida
olarak tanimlanan izolatin petri goriintiisii Sekil 11, Providencia rettgeri olarak tanimlanan
izolatin petri goriintiisii Sekil 12, Providencia vermicola olarak tanimlanan izolatin petri

gortntiisii Sekil 13, Proteus vulgaris olarak tanimlanan izolatin petri goriintiisii Sekil 14,

Proteus penneri olarak tanimlanan izolatin petri goriintiisii Sekil 15’de gosterilmistir.
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Sekil 10. Streptomyces albogriseolus sivi besiyer
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Sekil 11. Pseudomonas putida ¢izgi ekimi

Sekil 12. Providencia rettgeri ¢izgi ekimi
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Sekil 13. Providencia vermicola ¢izgi ekimi

Sekil 14. Proteus vulgaris ¢izgi ekimi
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Sekil 15. Proteus penneri ¢izgi ekimi

C. sycophanta’dan izole edilen bakterilerin patojenligini belirlemek amaciyla yapilan
deneylerde, izole alt1 bakterinin, C. sycophanta'nin yetiskinleri ve larvalari tizerinde % 20-
40 arasinda mortaliteye neden olarak patojenik bir etkiye sahip olduklarin1 gosterdi. Bakteri
izolatlarinin C. sycophanta tizerindeki patojenik etkileri, Sekil 16 ve 17’de gosterilmistir. S.
albogriseolus ve P. penneri, C. sycophanta eriskinlerinde sirasiyla % 33,33 ve % 29,52
mortalite gostermistir (Sekil 16). C. sycophanta larvalarinda ise, S. albogriseolus, P.
penneri, P. putida, P. rettgeri ve P. vermicola, C. sycophanta sirasiyla % 29,41, % 26,66, %
24, % 20 ve % 20 mortalite gostermistir (Sekil 17). Ayrica deneylerde C. sycophanta
larvalarinda % 40 oraninda mortalite gosteren P. vulgaris, kullanilan bakteriler igerisindeki

en toksik bakteri olarak tespit edilmistir.
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Sekil 16. Bakteri izolatlarinin Calosoma sycophanta erginlerindeki mortalite orani
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Sekil 17. Bakteri izolatlarinin Calosoma sycophanta larvalarindaki mortalite orani
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C. sycophanta da ortalama yumurta siiresi 4 ile 7 giin arasinda degismektedir. C.
sycophanta erginleri ile yapilan deneyde P. vulgaris, P. putida ve S. albogriseolus bakterileri

uygulandi. Sonrasinda giin giin kontrol edilen boceklerde yumurta olusumu gézlemlenmedi

(Tablo 5).

Tablo 5. Calosoma sycophanta erginlerinde beslenme ve yumurtlama verimliligi

Baslangic Proteus vulgaris Pseudo_monas Strepto'myces Kontrol
19.04.2017 putida albogriseolus
(10 C. sycophnata) | (10 C. sycophnata) (10 C. sycophnata) | (10 C. sycophnata)
Yumurta yok,
20.04.2017 Yumurta yok, bakterili besin Yumurta yok, Yumurta yok,
" besin yendi. yenmedi, tekrari besin yendi. besin yendi.
yapild1.
Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok,
21.04.2017 . . . . : s . )
besin yendi. besin yendi. besin yendi. besin yendi.
Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok,
22.04.2017 . . . . . . . )
besin yendi. besin yendi. besin yendi. besin yendi.
Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok,
23.04.2017 g . . £ . . . )
besin yendi. besin yendi. besin yendi. besin yendi.
24.04.2017 Yumurtayok, 1 | Yumurta yok, 1 Yumurta yok, Yumurta yok,
T besin yenmedi. besin yenmedi. besin yendi. besin yendi.
25 04.2017 Yumurta yok, 1 Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok,
T besin yenmedi. besin yendi. besin yendi. besin yendi.
26.04.2017 Yumurtayok, 1 | Yumurta yok, 2 Yumurta yok, Yumurta yok,
T besin yenmedi. besin yenmedi. besin yendi. besin yendi.
97.04.2017 Yumurta yok, Yumurta yok, 1 Yumurta yok, Yumurta yok,
T besin yendi. besin yenmedi. besin yendi. besin yendi.
Yumurta yok, Yumurta yok, 2 Yumurta yok, Yumurta yok,
28.04.2017 . . . ] . . . )
besin yendi. besin yenmedi. besin yendi. besin yendi.
Yumurta yok, Yumurta yok, 1 Yumurta yok, Yumurta yok,
29.04.2017 . . . . . . . :
besin yendi. besin yenmedi. besin yendi. besin yendi.
Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok,
30.04.2017 . . . . . . . )
besin yendi. besin yendi. besin yendi. besin yendi.
Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok,
01.05.2017 . . . . . . . )
besin yendi. besin yendi. besin yendi. besin yendi.
Yumurta yok, 1 Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok, 2
02.05.2017 . . . . . . . ]
besin yenmedi. besin yendi. besin yendi. besin yenmedi.
Yumurtayok, 1 | Yumurta yok, 1 Yumurta yok, Yumurta yok,
03.05.2017 . . . . . . X A
besin yenmedi. besin yenmedi. besin yendi. besin yendi.
Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok, Yumurta yok, 1
04.05.2017 : . . . . . . .
besin yendi. besin yendi. besin yendi. besin yenmedi.
Yumurta yok, Yumurtayok, 1 | Yumurtayok,1 | Yumurta yok, 2
05.05.2017 : . . . . . . ]
besin yendi. besin yenmedi. besin yenmedi. besin yenmedi.
Yumurtayok, 1 | Yumurtayok,1 | Yumurtayok, 1 Yumurta yok,
06.05.2017 . . . . . . X A
besin yenmedi. besin yenmedi. besin yenmedi. besin yendi.
Yumurta yok, Yumurta yok, 3 Yumurta yok, Yumurta yok, 2
07.05.2017 . . . ; : . X ;
besin yendi. besin yenmedi. besin yendi. besin yenmedi.
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Abbott (1925) formiili kullanilarak Leptinotarsa decemlineata larvalarindaki

mortalite oran sonucu Sekil 18’de gosterilmistir.
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Sekil 18. Leptinotarsa decemlineata larvalarindaki mortalite orani



4. TARTISMA

Gelismis iilkelerde orman ve tarim alanlarinda hem ekolojik hem de ekonomik
zararlara yola agan zararli boceklerle miicadele kapsaminda kimyasal kullaniminin dogaya
zarar vermesinden dolay1 alternatif miicadele yontemleri kullanilmaya baslanmistir. Bu
yontemlerden en g¢evreci olan biyolojik miicadele giiniimiizde olduk¢a fazla
kullanilmaktadir.

Cam kese bocegi Thaumetopoea pityocampa’ya karsi bir¢ok predatdr bocek
kullanilmakla beraber bunlardan en énemlisi Calosoma sycophanta’dir. Bu predatér bocek,
T. pityocampa’nin artisin1 ve yogunlugunu baski altinda tutabilir (Kanat ve Ozbolat, 2006).
Bu caligmada bakteriyel patojenler, predatér boceklerde ilk kez sunulmaktadir. Bugiine
kadar C. sycophanta’dan bakteriyel patojen kaydi bulunmamaktadir. Calisma kapsaminda,
Tiirkiye'deki yetistirme laboratuvarlarinda C. sycophanta ergin ve larvalarindan 302 bakteri
izolasyonu gerceklestirdik. 302 bakteri izolasyonu arasindan 26 tanesi tiir seviyesinde
tanmimlanmustir. Bu tiirlerin tanimlanmasi i¢in siirekli olarak kullanilan sitolojik, morfolojik
ve biyokimyasal 6zelliklerin disinda, floresan temelli yeni bir teknoloji olan Vitek® 2
sistemi (bioMe rieux) kullanilmistir. Bu cihaz hem daha dogru sonuclarin ¢ikmasina hem de
tir tayini caligmalarmin daha hizli yapilarak uygulama siiresinin kisalmasina olanak
saglamistir. Boylece hata orami da en aza indirgenmistir. Calisgmanin sonuglari, C.
sycophanta’nin bazi  bakteriyel izolatlarimin Bacillus, Enterococcus, Serratia,
Staphylococcus, Streptomyces, Proteus, Pseudomonas, Providencia ve Vibrio cinslerine ait
tirler oldugunu gostermektedir. Ek olarak, bu tiirlerin ¢ogu entomopatojen bakteriler
arasinda listelenmistir. Ayrica, bakteriyel patojenler, bircok bilim insani tarafindan
boceklere karsi biyolojik kontrol ajanlar1 olarak test edilmistir (Kuzina vd., 2001; Yaman,
2003; Yaman vd., 2002, 2010; Aslan vd., 2005; Ertiirk vd., 2008). Streptomyces cinsine ait
tirlerin, yapilan filogenetik calismalarda da bocek konaklart ile iliskili oldugu
kanitlanmistir. Bu durum, 16S rDNA gen filogenisi tarafindan da desteklenmistir (Chevrette,
2019).

Biyolojik miicadelede aktif rol oynayan predatér boceklerde patojen organizmalarin
herhangi bir enfeksiyon olusturmasi istenilen bir durum degildir (Yaman vd., 2016).
Ozellikle de yetistirme laboratuvarlarinda iiretilen C. sycophanta’nin bakteriyel

enfeksiyonlari, zararli ile yapilan miicadeleyi olumsuz etkileyebilecektir. Ciinkii predator
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bocekler biyolojik miicadele kapsaminda tarim ve orman zararlilarina karsi basarili bir
sekilde kullanilmaktadir. Predator bocek olan C. sycophanta yasamlari boyunca yiizlerce T.
pityocampa ile beslenir. Eger ki avci bocekte 6nii alinamayan bakteri enfeksiyonlari olusur
ise bu zararl1 tiirler ile miicadeleyi zorlastiracaktir. Bu nedenle, en sik rastlanan alt1 tiirtin C.
sycophanta yetiskinleri ve larvalari tizerindeki patojenik etkileri tizerinde ¢alistik. Deneyler
sirasinda 6zellikle kullanilan larvalarin ayni instar olmasina dikkat ettik. Ciinkii bakterilerin
neden olacag@i enfeksiyonlar ayni instarda olmayan larvalarda farkli etki gosterebilir. Ayrica
erginlerde en saglam ve en hareketli bocekler se¢ildi. Bu sayede 6liimlerin bakteri kaynakli
mi yoksa diger nedenlerden olup olmadig1 durumunu en aza indirgedik. izolatlarin patojenik
etkisini belirlemek amaciyla yapilan deneylerde C. sycophanta eriskinleri {izerinde % 33
mortalite oraniyla en yiiksek etkinin S. albogriseolus bakterisi tarafindan yapildigi gortildii.
C. sycophanta larvalari {izerinde ise % 40 oraninda mortalite ile en yiiksek etkiyi P. vulgaris
bakterisinin yaptig1 gozlemlendi. Ayrica P. vulgaris larvalarda neden oldugu % 40 oraninda
mortalite ile deneyler sirasinda kullanilan bakteriler igerisindeki en toksik bakteri olarak
tespit edildi. P. vulgaris, Enterobactericeae familyasi igerisinde yer alan, spor ve kapsiilii
bulunmayan gram negatif bir bakteridir. Boceklerde yiiksek 6liim oranlarina sahip olmasinin
yani sira insanlarda da enfeksiyona neden olmasi bu bakteriyi deneyde kullanilan diger
bakterilerden ayirmaktadir. Insanlarda idrar yolu enfeksiyonlaria ve bdbrek tasi olusumuna
neden olmaktadir (McLean vd., 1988). Bu bakterinin biyolojik miicadele kapsaminda
zararlilara kars1 basarili bir sekilde kullanilacagindan hig siiphe yoktur fakat insanlarda da
patojenik etki gosterdiginden dolay1 ¢ok dikkatli bir sekilde kullanilmalidir. P. penneri, C.
sycophanta eriskinlerinde % 29,52 mortalite gosterirken, C. sycophanta larvalarinda %
26,66 mortalite gostermistir. Bu bakteri de aynen P. vulgaris gibi insanlarda da
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Fakiiltatif anaerobik, gram negatif olan bakteri,
invaziv bir patojen oldugundan idrar yollarinda ve agik yaralarda enfeksiyona yol agabilirler.
Ek olarak, Manisa, Izmir ve Antalya illerinde C. sycophanta’da sik sik Bacillus cinsine ait
tirler saptanirken, Proteus, Providencia, Streptomyces cinslerine ait tiirler sadece
Antalya’da bulunmustur. Bu bakterilerden Bacillus thuringiensis, giiniimiizde biyolojik
miicadelede en fazla kullanilan mikrobiyal ajandir. Endiistriyel olarak iiretilip ticari olarak
da kullanilmas1 6nemini arttirmaktadir. B. thuringiensis ile iretilen biyoinsektisitler,
Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera takimlarina ait zararli bocek tiirlerini baski altina almada

oldukca bagarilidir.
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C. sycophanta etkili bir predatdr bocek olup, Tiirkiye’de T. Pityocampa’ya karsi
miicadelede tiretimi, gelistirilmesi ve kullanim1 yiiksek oranda desteklenmistir (Kanat ve
Ozbolat, 2006). Bu predatdr bdcek, cam kese bdceginin yani sira birka¢ Lepidopteran
zararhisinin da biyolojik kontroliinde etkilidir. C. sycophanta gibi yararli boceklerde
cikabilecek enfeksiyonlar, hem zararlilarla yapilan miicadeleyi aksatacak hem de maddi
kayiplara sebep olacaktir. Bu nedenle zararli bocekleri enfekte eden bakteriler pozitif kontrol
acisindan olumludur, ancak yararli boceklerin Oliimiiyle sonuglanan istenmeyen
enfeksiyonlara da neden olabilirler (Yaman vd., 2010; Bjerson ve Oi, 2014; Yaman vd.,
2014). Zararli bocekleri enfekte eden entomopatojen organizmalar, yararli boceklere av
yoluyla avci hayvanlara bulasir (Yaman vd., 2010). Bu nedenle, bakteriyel patojenlerin
belirlenmesi ve yirtic1 boceklere bakteriyel patojen aktarimi biiyiik 6neme sahiptir. Bununla
birlikte, yirtict boceklerin saglikli oldugu konusunda az sayida ¢alisma vardir (Yaman vd.,
2010; Bjerson ve Oi 2014; Yaman vd., 2014).

Patojenler C. sycophanta’da kaydedilmis ilk bakteriler oldugundan dolay1
popiilasyonlarinda yeni bakteri patojenlerinin izolasyonu hakkinda daha fazla bir bilgi
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada da, dort yil boyunca saglikli kosullarda, boceklerin
yasayabilecegi en uygun ortamlar1 saglayarak, Tirkiye'deki kitlesel iiretim
laboratuvarlarinda {iiretilen C. sycophanta’nin patojen bakteri izolasyonunu arastirdik.
Sonuglar, iiretim ve yetistirme laboratuvarlarinin, C. sycophanta’nin seri iiretimi doneminde
bakteri hastaliklari riski altinda oldugunu gostermektedir. Bu durum ¢am kese bocegi ile
yapilan miicadelede hem c¢alismay1 olumsuz etkileyecek hem de iiretimden kaynakl
ekonomik olarak zarara yol acacaktir. Ulkemizde de yillardir miicadele edilen ve heniiz net
bir basar1 elde edilememisken daha dikkatli bir sekilde ¢alismalar yiiriitiilmelidir. Ozellikle
C. sycophanta’yr yetistiren c¢alisanlara bu konuda biiyiik is diismektedir. Yetistirme
laboratuvarlarinin temiz ve steril olmasina dikkat edilmelidir. Ciinkii aver boceklerde
olusacak bakteriyel enfeksiyonlar, hem bdcegin beslenmesini ve yumurtlama verimini
diistirecek hem de 6liimiine neden olacaktir.

Ne yazik ki yararli bocekler agisindan tehlike olusturan entomopatojenler, ayni
zamanda tarim ve orman zararlilarina karsi pozitif kontrol kapsaminda basarili bir sekilde
kullanilabilmektedir. Tez c¢alismasi sirasinda C. sycophanta’dan izole edilen bakteriler,
zararli bir tiir olan patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata) tizerinde kullanilarak
gozlemlendi. Burada ki asil amag predator bir bocek olan C. sycophanta’da enfeksiyonlara

neden olan bakterilerin, zararl bir bocek olan patates boceginde de enfeksiyon olusturup
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olusturmadiginin aragtirilmasiydi. Patates bocegi erginlerinin larvalara gére daha saglam bir
yapida olmalarindan dolay1 deney sirasinda patates bocegi larvalari kullanildi. Deney
sonucunda boceklerde yiiksek oranda mortalite goriildii. C. sycophanta’da en yiiksek
mortalite etkisi gosteren P. vulgaris ve S. albogriseolus bakterileri patates boceginde de yine
en yiksek etkiyi gosteren bakteriler oldu. C. sycophanta larvalarinda % 40 mortalite
gosteren P. vulgaris, % 29,41 mortalite gosteren S. albogriseolus bakterileri, L. decemlineata
lizerinde ise % 100’liikk gibi ¢ok 6nemli bir mortalite etkisi gdstermistir. Ozellikle bu
sonuglar gosteriyor ki patates bocegi larva donemindeyken bakterilerin kullanilmasiyla
yapilacak olan miicadelede basarili sonuglar elde edilebilir. Yapilan ¢alismalar, bakteriyal
izolatlarin zararli bocek tiirlerinin salginlarini engellemek i¢in de kullanilabilecegini
gosterdi. Bu pozitif kontrol agisindan olduk¢a dnemlidir. Ciinkii zararlilarla miicadelede
sadece tek bir yontem ile basar1 yakalamak olduk¢a zordur. Nitekim deneylerde kullanilan
bu bakterilerin biyolojik miicadelede kapsaminda pozitif kontrolde hig¢ siiphesiz basarili

sonuclar doguracaktir.
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11.

5. SONUCLAR

Yapilan caligmalar kapsaminda ortaya ¢ikan sonuglar sunlardir.

Biyolojik miicadele kapsaminda olduk¢a Onemli bir yere sahip olan aver bocek
Calosoma sycophanta L. (Coleoptera: Carabidae)’da tespit edilen bakterilerin
tanimlanmasi ve patojenik etkilerinin belirlenmesi galisildi.

Calisma kapsaminda, Tiirkiye'de yetistirme laboratuvarlarindan temin edilen C.
sycophanta ergin ve larvalarindan 302 bakteri izolasyonu gergeklestirildi.

VITEK® 2 ile yapilan 302 bakteri izolasyonu arasindan 26 tanesi tiir seviyesinde
tanimlandi.

Bu calismada predatér boceklerde bakteriyal patojenlerin  varligi ilk kez
sunulmaktadir.

Bu bakterilerden insektisidal etki gdsterebilme potansiyeli olan 6 tiiriin Calosoma
sycophanta'nin iizerinde etkinligi arastirildi. C. sycophanta’dan izole edilen bakteriler:
Streptomyces albogriseolus, Proteus penneri, Proteus vulgaris, Pseudomonas putida,
Providencia rettgeri, Providencia vermicola olarak tanimlanmustir.

Bu izole alt1 bakterinin, C. sycophanta'nin erginleri ve larvalar {izerinde % 20-40
arasinda mortaliteye neden olarak patojenik bir etkiye sahip olduklarini gdsterdi.

C. sycophanta erigkinleri iizerinde % 33 mortalite oraniyla en yiiksek etkinin S.
albogriseolus bakterisi tarafindan yapildig: goriildii.

C. sycophanta larvalar iizerinde ise % 40 oraninda mortalite ile en yiiksek etkiyi
gosteren P. vulgaris, kullanilan bakteriler igerisindeki en toksik bakteri olarak tespit
edildi.

Manisa, Izmir ve Antalya illerinde C. sycophanta'da genellikle Bacillus cinsine ait
tirler saptanirken, Proteus, Providencia, Streptomyces cinsine ait tiirlere sadece
Antalya’da rastlanildi.

S. albogriseolus ve P. penneri, C. sycophanta eriskinlerinde sirasiyla % 33,33 ve %
29,52 mortalite gosterdi.

P. vulgaris, S. albogriseolus, P. penneri, P. putida, P. rettgeri ve P. vermicola, C.
sycophanta larvalarinda ise sirastyla % 40, % 29,41, % 26,66, % 24, % 20 ve % 20

mortalite gosterdi.



6. ONERILER

Tiim diinyada oldugu gibi Tirkiye’de de tarim ve orman zararlilarina karsi yapilan
miicadelede, ekolojiye zarar vermesinden Otiirii kimyasal kullanimindan vazgecilmeye
baglanmigtir. Bunun sonucunda gevreye ve diger hedef disi canlilara zarari olmayan
biyolojik miicadele 6nem kazanmistir. Ulkemizde de bu kapsamda olduk¢a 6nemli bir
predatér bocek olan Calosoma sycophanta’nin, ¢am kese bocegi Thaumetopoea
pityocampa’ya karst kullanilmasiyla basarili sonuglar elde edilmistir. C. sycophanta gibi
yararli boceklerde ¢ikabilecek enfeksiyonlar, hem zararlilarla yapilan miicadeleyi aksatacak
hem de maddi kayiplara sebep olacaktir.

C. sycophanta’nin, biyolojik miicadelede kullanilmak amaciyla Orman Bolge
Midirliikleri laboratuvarlarinda kitle tiretimleri yapilmaktadir. Biz de ¢aligmamizda kitle
tiretimi yapan laboratuvarlardan temin ettigimiz bu boceklerde enfeksiyona neden olan
bakterilerin tanimlanmasin1 ve patojenik etkilerinin belirlenmesini ¢alistik. Tanimlanan
bakterilerin C. sycophanta’da enfeksiyonlara neden olup 6liimlerine neden oldugunu tespit
ettik.

Kitle iiretimin yapildig1 laboratuvarlarda eger gerekli hijyen saglanmaz ise bakteriler
de dahil mikrospor, mantar, nematod, viriis gibi bircok mikroorganizma, C. sycophanta’da
enfeksiyonlara neden olabilir. Bu nedenle iiretim laboratuvarlarinda ki aseptik kosullar
arttirilmaly, sterilizasyona dikkat edilmelidir. Ozellikle laboratuvarlarda galisan is¢ilerin bu
konuda bilgilendirilmeleri, zarar seviyesinin azalmasinda yarar saglayacaktir. Boceklerin
{iretimini saglayan isciler, hijyen kurallarina 6zen gostermelidirler. Uretime gecilmeden
Oonce ana¢ bireyler arastirma laboratuvarlarina getirilerek incelenmeli ve dretimi
etkileyebilecek mikroorganizmalar tespit edilmelidir. Ayrica boceklerin uygulanacagi
alanlara nakliyesi sirasinda da temiz kaplara konulmali ve nem, beslenme gibi durumlara
dikkat edilmelidir.

Bakterilerin yararli boceklerde ki enfeksiyonu istenmeyen bir durum olsa da zararh
boceklerde yapacagi enfeksiyon biyolojik miicadelede pozitif kontrol agisindan oldukca
onemlidir. Ornegin iilkemizde Leptinotarsa decemlineata gibi zararlilara kars:1 bakteriyel
kontrol ajanlarmin kullanimlar1 tesvik edilmelidir. Ciinkii ¢alismamiz sirasinda izole
ettigimiz bakterilerin patates bdceginin larvasina karsi yliksek miktarda 6liime neden

oldugunu tespit ettik.
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