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OZET

Kizilagag yaprak bocegi, Agelastica alni (L.) (Coleoptera: Chrysomelidae), giin
dontimii bocegi, Amphimallon solstitiale (L.) (Coleoptera: Scarabaeidae), findik yaprak
deleni, Anoplus roboris (Suft.) (Coleoptera: Curculionidae), findik kurdu, Balaninus nucum
(L) (Coleoptera: Curculionidae) ve adi mayis bdcegi, Melolontha melolontha (L.)
(Coleoptera: Scarabaeidae), Coleoptera takimina ait 6nemli findik zararlilaridir. Su ana
kadar bu zararlilar ile miicadele biiyiik oranda kimyasal ilaglar ile yapilmaktadir. Kimyasal
ilaglarin yan etkilerinin kegfedilmesi, bilim adamlarimi daha etkili ve daha giivenli bir
miicadele ySntemi geligtirmeye sevk etmigtir. Bu ¢alismada, Coleoptera takimina ait olan 4.
alni, A. solstitiale, A. roboris, B. nucum ve M. melolontha’da patojenik viriislerin tespiti,
izolasyonu, karakterizasyonu, histopatolojisi, infeksiyon 6zelligi, konak hassasiyeti ve
horizontal enfeksiyonu aragtirildi. Adi mayis bécegi larvalarinda bir viral enfeksiyon
belirlendi. Yapilan 11k mikroskobu, elektron mikroskobu ve molekiiler ¢aligmalar
sonucunda tespit edilen virlistin entomopoxviridae familyasindan Melolontha melolontha
entomopoxvirlisiin yeni bir izolatt oldugu belirlendi (MmEPV-TR). Isik ve elektron
mikroskobu sonuglarina gore, viriise ait sferoidlerin uzunlugu 5,45+2,34 um, genisligi ise
2,89+1,13 pm olarak tespit edildi. Mikroskobik ¢aligmalara ilave olarak viriisiin varlig
ayrica fusolin geni igin Gzel prob kullanarak DNA-DNA hibridizasyon yontemi ile
molekiiler olarak da tespit edildi. Yapilan bioassay ¢aligmalar1 MmEPV nin ikinci-li¢lincii
evre M. melolontha larvalan iizerinde ¢ok etkili oldugunu gosterdi. En yiiksek insektisidal
etki 7,5x10° sferoid/ml konsantrasyonla % 93,3 olarak belirlendi.

Yapilan caligmalar, diinyada ikinci Tiirkiye i¢in ilk ve tek izolat olan M. melolontha
entomopoxviriisiin, M. melolontha larvalar ile biyolojik miicadelede etkili bir ajan olarak

kullamilabilecegi sonucunu ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler : Melolontha melolontha, Mikrobiyal Miicadele, Entomopoxviriis
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SUMMARY

Determination of Viruses from Coleopteran Pests of Hazelnut and the Potential Usage
as Biological Control Agent

Alnus beetle, Agelastica alni (L.) (Coleoptera: Chrysomelidae), summer chafer,
Amphimallon solstitiale (L.) (Coleoptera: Scarabeidae), hazelnut leave holer, Anoplus
roboris (Sufr.) (Coleoptera: Curculionidae), hazelnut weevil, Balaninus nucum (L.)
(Coleoptera: Curculionidae) and common cockchafer, Melolontha melolontha (L.)
(Coleoptera: Scarabaeidae) are very important hazelnut pests belong to Coleoptera order.
Up to now, the chemical pesticides have been mostly utilized to control these pests.
However, recent concern on the hazardous effects of chemical pesticides made scientists
consider findining more effective and safer control agents. In this study, the isolation,
characterization, histopathology, infection, host spectrum and horizontal infection of
pathogenic viruses were investigated on the coleopteran hazelnut pests, A. alni, A.
solstitiale, A. roboris, B. nucum and M. melolontha. The viral infection was observed only in
the larvae of common cockchafer. Morphological, microscopical and molecular studies of
the virus showed that the virus is an entomopoxvirus called MmEPV-TR. This study is the
first record of M. melolontha entomopoxvirus in Turkey. It is also the second isolate in all
over the world. Based on the results of light and electron microscopy studies, the lenght of
spheroids was 5,45+2,34 um, the width of spheroids was 2,89%1,13 um. The presence of
virus was also demonstrated by DNA-DNA hybridization assay using fusolin gene specific
probe of Choristoneura fumiferana (Lepidoptera: Tortricidae) entomopoxvirus. The
bioassays carried out to determine the infectivity of the MmEPV showed that it is very
effective on the second-third instar larvae of M. melolontha. The highest insecticidal
activity determined on M. melolontha larvae was 93,3 % with 7,5x10° spheroids/ml dosage.

Our results showed that Turkish isolate of M. melolontha entomopoxvirus will
provide a means of obtaining new control opportunities more proper than with conventional

techniques of insecticides applications.

Key words: Melolontha melolontha, Microbial Control, Entomopoxvirus
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CPV : Sitoplazmik polihedrozis viriis
DNA : Deoksiriboniikleik asit
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RNA : Riboniikleik asit

TEM : Transmisyon elektron mikroskobu
DDT : Dikloro difenil trikloro ethan
SDS-PAGE : Sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel elektroforez
PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu



1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Findik hem &nemli bir tarim {iriinii hem de tarima dayali sanayinin énemli bir ham
maddesidir. Findik, ihrag iirlinlerinin en énemlilerinden biri haline gelmis olup, tilkemize
her yi1l 600-900 milyon dolar déviz girdisi saglamaktadir. Ozellikle Dogu Karadeniz’de
istihdam saglayarak sosyal bir igleve katkida bulunmakta ve ayrica bélgenin yiiksek
egimli arazilerinde toprak islemeye dayali tarimsal uygulamalarin aksine topraklar da
erozyondan koruyarak ¢evresel katki saglamaktadir (Yasaroglu, 2000).

Findik tireten iilkeler arasinda tiretim ve ihracat bakimindan ilk sirada yer almamiza
ragmen, birim alandan alinan iiriin miktarina gére diger fiiretici ilkelerin gerisinde
bulunmaktayiz (Kilig, 1994). Ulkemizde verimin diisiik olmasinin baglica nedenlerinden
biri findik zararhsi bdcekler ile miicadelenin tam ve etkili bir sekilde yapilamamasidir.
Her y1l findik tiretiminde %30-40 kayip olusturan bu zararlilar ile miicadele biiyiik oranda
kimyasal ilaglarla yapilmaktadir. Bununla birlikte, kimyasal insektisitler sadece zararli
bceklere degil, aynm1 zamanda zararsiz ve hatta faydali bocekler ve diger organizmalara da
zarar vermektedir. Buna ragmen kimyasal insektisitler, ucuz ve ¢ok sayida farkli bscek
icin kullamilabildiklerinden diger alternatiflerine oranla daha cok tercih edilmektedirler.
Bununla birlikte, su anda tiim diinyada kimyasal ilaglarin yerini gelecekte biyolojik
miicadele olarak bilinen bir yontemin alacagi tartigilmaktadir.

Biyolojik miicadele, bdceklerin yapmig oldugu zararlari en aza indirmek igin bu
boceklerin dogal diismanlarim kullanma olarak tamimlanabilir. Dogal diisman terimi,
parazitler ve predatorlerle birlikte hastalik olugturan organizmalari da kapsar. Ancak
hastalik yapan organizmalarin kullammi, genellikle “mikrobiyal miicadele” olarak
adlandinlir (Peter, 1984). Biyolojik miicadelenin biiyiik bir avantaji kimyasal miicadele
yOntemleriyle baglantili birgok problemi ortadan kaldirmasidir. Bu nedenle biyolojik
miicadele, kimyasal miicadele ile kargilagtiriidiginda ekolojik dengeyi bozmayan alternatif
bir miicadele yontemidir.

Kimyasal pestisitlerin olumsuz etkileri, predatér ve parazitoidler ile mikrobiyal
insektisitler gibi biyolojik olarak giivenilir alternatiflerin arastirilmasina sebep olmustur.

Zirai miicadelede zararli bSceklere karsi kullamlan predatér ve parazitoidlerin yanmda



mikrobiyal insektisitlerin pek gogu bakteriler, viriisler, mantarlar, nematodlar ve protozoa
gruplarina ait organizmalardir. Bu gruplar icerisinde bulunan bazi organizma veya
biyolojik miicadele ajanlari, zararli bceklerin gogalmalarim engelleyebildiklerinden zirai
miicadelede bunlardan istifade edilmektedir. Bunlar arasinda, viriisler en ¢ok gelecek
vaadeden biyolojik miicadele ajanlaridir (Cunningham ve Entwistle, 1981; Cunningham,
1988; Payne, 1988).

Viriislerin biyolojik miicadele ajami olarak kullamilmalarinin pek ¢ok avantaji
vardir. Bunlarin baginda dar konak spektrumuna sahip olmalan yani dogrudan
hedefledikleri organizmalar iizerinde etkili olmalan gelmektedir. Ayrica insanlarda
hastalik olusturmamalan ve kolay degradasyona ugrayabilmeleri a¢isindan da oldukga
Onem arz ederler (Demirbag ve Beldiiz, 1997). Viriisler biceklerin tabiattaki dogal
diismanlar1 olup, 6zellikle baculoviriisler sadece béceklerde hastalik olugturduklarindan,
dier omurgalilarda enfeksiyon olusturmadiklarindan giivenli biyolojik miicadele
materyalleridirler. Ayrica bu viriisler iizerinde genetik modifikasyonlar yapilarak sadece
bir tlir zararh b&cegi Sldiiren ajanlar gelistirilebilir. Yine amaca uygun olarak, birden fazla
zararl bdcek, rekombinant tekniklerle geligtirilen rekombinant bir viriis ile de dldiiriilebilir
(Martens vd., 1990).

Bocekleri enfekte eden yaygin viriisler Baculoviridae, Reoviridae,
Entomopoxviridae, Picornaviridae, Iridoviridae, Parvoviridae, Ascoviridae, Tetraviridae
ve Polydnaviridae familyalarina aittirler (Evans ve Shapiro, 1997; Miller ve Andrew Ball,
1998).

Zararh bocekler ile miicadelede yaygin olarak kullarmlan kimyasal insektisitlerin
¢evreye yapmug olduklar: kotii etkilerden kurtulmak ve gelecegimizi giivence altina almak
i¢in biyolojik miicadeleye yonelim kagimlmaz olmustur. Biyolojik miicadelede kullanilan
ajanlardan viriisler zararhlarin dogal diigmanlar olup ¢ogunlukla sadece o zararh iizerinde
etkiye sahiptirler. Bcek viriislerinin izole edilip geligtirilerek findik zararlis1 bécekler ile
miicadelede kullanilmas, siirdiiriilebilir findik tiretiminde kimyasallarin kullamimint bityiik
Olgtide siurlayabilecektir.

Tim diinyada bdcek viriislerinin tabiattan izole edilmesine ve etkili bir biyolojik
miicadele ajam olarak kullanilmasina yonelik c¢aligmalar hizla ilerlerken, iilkemizde bu
konu tizerindeki ¢aligmalar yok denecek kadar azdur.

Coleoptera takimina ait olan Agelastica alni (L.), Amphimallon solstitiale (L.),
Anoplus roboris (Suft.), Balaninus nucum (L.) ve Melolontha melolontha (L.) findik



bahgelerinde biiyiik ekonomik kayiplara neden olan etkili tarimsal zararlilardir (Tuncer ve
Ecevit, 1996). Bu zararlilar findik agaglarimin yapraklarimi, meyvelerini ve koklerini
yiyerek ekonomik agidan dnemli zararlara sebep olurlar.

Bu nedenlerden dolayi, bu doktora galigmasinda findik bahgelerinde zararli olan
Coleoptera takimina ait bSceklere kars: giivenli bir biyolojik miicadele ajamn geligtirilmesi
amaciyla, zararli populasyon yogunluklarim kontrol eden viriislerin tespit edilmesi ve bu
zararhlar {izerindeki etkilerinin belirlenmesi, saflagtiriimasi, tammlanmasi ve geligtirilmesi

amaclanmaktadir.

1.2. Fmdigim Ulke Ekonomisindeki Yeri

Baz1 yillar iiretimi 250,000 tonu agan findik, tilkemizde yaklasik 500,000 hektar
alanda tiretilmekte olup, yaklagik 450,000 ailenin ge¢imini bu firiinden sagladig ve iilke
ekonomisine yillik ortalama 650 milyon dolar katkida bulundugu bilinmektedir (Kilig,
1994, Yasaroglu, 2000).

Tirkiye, diinya {izerinde en Onemli findik {ireticisi ve ihracatgis1 {ilke
konumundadir. Diinya findik iiretiminin %70’ni, ihracatinin da %70-80°ni Tiirkiye
gergeklestirmektedir.

Tablo 1°de Ttirkiye’nin son yillarda gergeklestirdigi rekolte tiriin miktar1 ve ihracat
fiyatlar1 verilmistir. Bu tabloyu inceledigimizde findigin {ilke ekonomisindeki yeri daha
iyi anlagilmaktadur.



Tablo 1. Tiirkiye’nin son yillardaki findik ihracat miktarlar:

Yillar Ihracat (Ton-Ig) Gelir ($)
1990 195,645 550,976,582
1991 167,938 468,707,040
1992 173,213 447,744,213
1993 193,608 567,979,042
1994 186,256 711,684,631
1995 241,357 767,912,815
1996 198,402 613,207,980
1997 202,909 925,651,050
1998 200,344 860,414,576
1999 189,261 708,206,240
2000 177,081 586,892,430
2001 258,124 739,970,130
2002 247,739 615,802,000
2003 255,918 593,690,721
Ortalama 206,271 654,200,246

1.3. Findik Zararhlarmmn Ekonomik Onemi

Zararl1 bocekler larvalan ziraat ve ormancilikta biiyiik kayiplara yol agmaktadir
(Payne, 1988). Findik zararlisi1 bocekler findifin meyvesi, taze siirgiinii, yaprak, kok ve
gbvdesi lizerinde ¢egsitli zararlar olugtururlar. Her yil findik iiretiminde %30-40 kayip
olusturan bu zararlilar ile miicadele bilyiik oranda kimyasal ilaglarla yapilmaktadir.
Bununla birlikte, kimyasal insektisitler sadece zararli b&ceklere defil, ayn1 zamanda
zararsiz ve hatta faydah b&cekler ve diger organizmalara da zarar vermektedirler.

Diinyada tarim ilaci dretimi 3 milyon ton civarinda, yillik satig tutan ise 25-30
milyar dolar arasinda degigmektedir. Diinya pestisit pazari 1998 de 1993'e gbre %2.5’lik
yillik biiytime ile 31 milyar dolara ulasmigtir. Tiirkiyede ise 1999 sonu itibariyle 2000’e
yakin ruhsatli ilag olup bunlar igerisinde yer alan teknik madde sayis1 300 civarindadir.




Bunlarin 16 tanesi iilkemizde iiretilmekte olup, digerleri ithal edilmekte veya hazir ilag
olarak iilkemize girmektedir. Ulkemizde yillik pestisit satist 250 milyon dolar civarmdadir.
Tiirkiye'ye kiyasla Fransa ve Almanya'da 9, Italya'da 15, Hollanda'da 35, Yunanistan'da
12, Belgika'da 21, ABD’de 15, Isvigre ve Japonya’da 17 kat daha fazla ilag tiiketilmektedir
(Dag vd., 2000).

Ulkemizde findik zararhlarma karsi kullamlan kimyasallar ilaglar diazinon,
azinphos metil, malathion, triflumuran, omethoate, carbaryl, endosiilfan, methiocarb,
promecarb, chlorpyrifos, dioxacarb ve carbosiilfan’dir (T. C. Tarim ve Kdyisleri Bakanligi,
1995b).

1.4. Patojen Viriislerin Arastinlacagi Findik Zararhlan

14.1. Kimzmlaga¢ Yaprak Bocegi, Agelastica alni (L. (Coleoptera:
Chrysomelidae)

Kizilagac bScegi, parlak mor goriintiglii, mavi renkte ve 7 mm boyundadir. Larvalar
ise siyah renkte, az tiiylti ve 12 mm boyundadir.

Kis1 kuytu, korunakli yerlerde ve toprakta gegiren erginler, ilkbaharda havalar
1simnca findik tepe yapraklari tizerinde goriiliirler. Mayis ayindan sonra kizilagaglarin
gblgesinde kalan dip yapraklarim tercih ederler. 15-20 giin beslendikten sonra ¢iftlesen
digiler yumurtlamaya baslarlar. Yumurtlama siiresi 1,5 ay kadardir. Bu siirede bir digi 250-
600 yumurtay1 yaprak alt yiiziine gruplar halinde birakir. Kulugka siiresi ortalama 7
glindiir. Yaprak alt yiiziinde toplu olarak beslenen larvalar, 3 deri degistirip 25-30 giinde
olgunlagirlar. Olgunlasan larvalar topraga iner ve hazirladikier1 yiiksiikler igerisinde pupa
olurlar. Yaz ortasinda bu pupalardan ¢ikan erginlerin bir kismu tekrar ikinci dél verirler.
Erginler yapraklarda 3-5 mm c¢apinda delikler agarlar. Larvalar ise yapragin ince
damarlarina dokunmaksizin alt yiiziinden kemirerek onu iskeletlestirirler. Salgin yillarinda
kizilaga¢ ve findiklar ¢ok giddetli zarar gériirler (T. C. Tartm ve Kdyisleri Bakanlig,
1995a).



1.4.2. Giin Doniimii Bocegi, Amphimallon solstitiale (L.) (Coleoptera:
Scarabaeidae)

Erginler 15-20 mm boyunda, genellikle parlak kirmizims: kahverengi rengindedir.
Ancak bacak ve antenleri daha koyu renktedir. G&giis ve kanatlari yofun tiiyliidiir.
Yumurtalan kirli beyaz renkte, oval bigimde ve 2-2,5 mm boyundadir. Larvalar
karakteristik olarak kivrik olup karmin arka ucu tipik olarak siskindir. Tam geligmis
larvanin boyu 2-2,5 cm kadar olur.

Ilkbaharda havalarm isinmas: ile erginlerin ¢ikist baglar. En yogun olarak
goriildiikleri aylar yaz aylanidir. Ik ergin ¢ikisinin uguglarinin goriilmesinden 1-2 hafta
sonra yumurtlama baglar. Yumurtalar bahgelerde topragin yapisina bagli olarak genellikle
5-15 cm derinlige birakilir. Yumurtalarin agilma siiresi ortam sartlariyla degismekle
beraber 1-2 hafta kadardir.  Cikan larvalar geligmelerini iki yilda tamamlarlar ve bu siire
icinde 3 donem gegirirler. Larvalar ikinci yil baharda pupa haline gegerler.

Erginler yaprak ve ¢igek lizerinde beslenerek zarar yaparlar, Her ne kadar erginler
bitkilerin taze kisimlarini yerse de esas zarar larvalar yapar. Larvalar findiklarin koklerini
yiyerek bitkiye zarar verirler. Bunun sonucunda findik kokleri tahrip edildiginden bitki
tamamen kuruyabilir (Lodos, 1995).

1.43. Findik Yaprak Deleni, Anoplus roboris (Sufr.) (Coleoptera:
Curculionidae)

Findik yaprak deleni grimsi siyah renkte, tilylerle kapli, kisa ve kiit hortumlu bir
bocektir. Larvalari ise agik sar1 renktedir.

Kig1 korunakl yerlerde ve toprakta gegiren erginlerin, ilkbaharda tomurcuklarin
patlama doneminde findik tomurcuk ve yapraklarinda beslenmeye bagladiklar1 goriiliir.
Bir iki hafta beslenen disiler ¢iftleserek yumurtlamaya baglarlar. Nisan baglarina rastlayan
bu d6énem 1 ay stirer ve bir disi ortalama 45 yumurta birakir. Yumurtlama siresi 1,5 ay
kadardir. Yumurtalar yaprak alt yiiziinde ¢ogunlukla orta damar olmak tizere, damarlar
lizerinde hazirlanan yuvalara birakilir. Kulugka siiresi ortalama 1 haftadir. Cikan larvalar
yaprak dokusu i¢inde beslenerek galeriler meydana getirirler. Olgunlasan larvalar topraga
inerek pupa olurlar. Larvanin 10 giinde pupa oldugu, pupa siiresinin ise 26 giin oldugu




saptanmugtir. Pupalardan ¢ikan erginler yaprak alt yiiziinde beslenerek kislaga gekilirler.
Ergin 6mrii 168 giindiir. Yilda bir d6l verirler.

[Ikbaharda erginler geng yapraklarda ¢ok sayida kiiglik delikler agarlar. Yaprak
biiyiidiikge bu delikler genisler. Yaz ve sonbaharda ise yaprak alt yiiziinde ¢ok sik ve
kiigiik delikler acarlar. Ayrica erginler yumurtalarini damarlar tizerine koydugundan
damarlarda kirilmalara ve gelisme bozukluklarina yol agarlar.

Larvalar ilkbahar doneminde gen¢ yapraklarin epidermisleri altinda galeriler
acarak beslenirler. Yapraklar geligince bu galeriler genisler ve yirtilmalar meydana gelir.
Bu d6énemde zarara ugrayan bahgeler kahverengi bir goriiniis arz ederler. Zararli, yaygin
oldugu bahgelerde 6nemli ekonomik kayiplara neden olur. Yapraklarda beslendikleri ve
yumurta koyduklar igin %15-20 zarar meydana getirdikleri tespit edilmistir (T. C. Tarim
ve Kdyisleri Bakanligi, 1995a).

1.4.4. Findik Kurdu, Balaninus nucum (L.) (Coleoptera: Curculionidae)

Erginler kiil renginde goriiliir, 6-9 mm boyunda ve hortumludur. Bacaksiz olan
larvalar beyaz, tombul ve kivriktir. Ik erginler baharin baginda goriiliir. Erginlerin ¢ikisi
bahar sonuna dogru oldukga fazlalasir. Cikan erginler 16°C’den diisiik sicakliklarda fazla
aktif degildirler. Nisan sonlarinda ergin ¢ikigi tamamlanmig olur. Yumurtlayincaya kadar
uzun bir slire beslenirler. Ancak sicaklik 20°C’ye erisinceye kadar bécekler ugmadigi igin,
aym ocak iizerinde beslenmek zorunda kalirlar. Haziran ayinda yumurtlamaya baglarlar.
Bir disi ortalama 42 yumurta birakir. Yumurta kulugka siiresi 8 giindiir. Yumurtadan
¢ikan larva i¢ findik iizerinde bir ay kadar beslenip geligir. Geligen larva kabuk {izerinde
1,5-2 mm capinda bir ¢ikis deligi agarak topraga iner. Larvalar hazirladiklar1 yuva
igerisinde pupa ve ergin olurlar. Burada 1-3 yil kaldiktan sonra ¢ikarlar. Ergin mrii 3 ay
kadardir.

Fmdik kurdu, beslenme ve yumurta birakma yoluyla meyvelerde zararli olan bir
bdcektir. Normal irilige eriginceye kadar zarar géren meyvelerde kabuk i¢indeki etli kisim
bozularak sar1 bir renk alir. Sonradan bu renk kabuk iizerinde de belirir. Meyve
beslenmedigi icin kabukta c¢okiintiiler olusur. Bu zarar gekline halk arasinda “san
karamuk™ denir. Bu zarar meyve olgunlastiktan sonra meydana gelirse, meyve i¢i kararir,
bu da halk arasinda “kara karamuk™ olarak bilinir (T. C. Tartm ve Koyisleri Bakanligi,
1995a).




14.5. Adi Mayis Bocegi, Melolontha melolontha (L.) (Coleoptera:
Scarabaeidae)

Erginler 2,5-3 cm boyunda, genellikle kizil kahverengi goriiniistedirler. Gogiis
parlak siyah olmasina ragmen iizeri sari-gri sik tiiylerle kapli bulundugundan esas rengi
belli olmaz. Disilerin antenleri kiigiik ve 6 yaprakli, erkeklerinki ise biiylik, 7 yaprakhi ve
yelpaze seklindedir. Karin parlak siyah, yanlarinda tiggen seklinde 5 adet beyaz leke
vardir. Yumurta oval, krem renkte ve 2 mm boyundadir. Larvalar karakteristik olarak
karmn etrafinda kivrik, tombul ve beyazdir. Ug ift bacags vardir. Viicudun son halkas: ¢ok
biiylimiis ve siskin bir hal almigtir. Tam gelismis larvanin boyu 4-4,5 cm kadar olur.
Pupalar tam sekillendigi zaman koyu kahverengidir.

Iikbaharda havalarin 1smmas: ile erginlerin 6nce erkekleri sonra digileri topraktan
¢ikar. Cikig 1-3 hafta devam eder. Giines battiktan sonra ugusarak agaglar {izerine konar,
yaprak ve ¢iceklerle beslenirler. Disiler ¢iftlestikten sonra yumurtalarim 6zellikle 2-3 yil
islenmemis ve lizeri hafif otlanmg bahgelerde topragin 15-25 cm derinine, 10-30’luk
gruplar halinde koyarlar. Bir digi ortalama 60 yumurta birakir. Yumurtalarin kulugka
sliresi ortalama 30 giindlir. Cikan larvalar iki ay sonra deri degistirerek 2. dénem larva
olurlar. Sonbaharda kigi gegirmek iizere topragin derinliklerine inerler. Bu derinlik
findiklarda 50 cm kadardir. Bahara kadar devam eden hareketsiz donemden sonra yaza
kadar, oburca beslenerek Gnemli zarar yaparlar. Daha sonra bir deri daha degistirip 3.
donem larva haline gelirler. Bu d6nemin siiresi 1 yildir ve en 6nemli zararlarii bu
donemde yaparlar. Kisi topragin 60 cm kadar derinliginde gegirirler. Temmuz ayinda
yiizeyden 15-35 c¢m derinde bir yuva iginde pupa olurlar. Boylece gelismeleri 3 yilda
tarnamlanur.

Cesitli iilkelerde 60 kadar bitki tiirlinde zarar yaptifi belirlenmistir. Erginler
yaprak ve ¢icek iizerinde beslenerek zarar yaparlar. Larvalar ilk donemlerinde ot
kokleriyle beslendiklerinden findik ve fidanhiklarda fazla zararli degildirler. Fakat ikinci
donemde larvalarin geligimleri hizlanir ve oburca beslenmeye baslarlar. Findiklarin 1 cm
capina kadar olan koklerini kolayca koparip sagak koklerden bitkiyi mahrum birakarlar.
Bunun sonucunda findik dallarinda ug¢ kurumalar baglar ve kurumalar ana dallara ilerler.
Larvalarin 3. donemdeki zarari 2. dSnemdekinden daha fazladir. Baz bahcelerde %50
dolaylaninda zarar yaptif1 saptanmmgtir. Karadeniz Bélgesi’nin baz1 findik bahgelerinde
m?>’de 30 kadar larva bulunduBu ve o ocagm kisa zamanda kurudugu tespit edilmistir (T. C.
Tarim ve Kdyisleri Bakanligi, 1995a).




1.5. Zararh Biceklerle Miicadele Yontemleri

Zararlilar ile miicadele, ¢ogu kitle liremesi yapan veya yapma yeteneginde olan
bdcek populasyonlarimin sayisinin artmasim engellemek i¢in gergeklestirilen miicadele
olarak tamimlanabilir. Zararhlar ile micadele ¢egitli sekillerde yapilmaktadir
(Canakgioglu, 1971; Peter, 1984).

Dogal Miicadele: Insanin herhangi bir yardimi olmadan dogal kuvvetlerle bocek
populasyonlarinin kontrol altinda tutulmasi olayidir. Cevre direncinin bir sonucu olarak
boceklerin dnemli bir kismi ya ¢ogalmadan ya da gogaldiktan sonra &liir.

Yasal Miicadele: Yasal yollardan yararlamlarak zararlilarin yayilmalarim
6nlemektir. Ornegin, karantina, ambargo, muayene veya sertifika uygulamak.

Mekanik Miicadele: Bocekleri toplamak, pusuya diiglirmek, yem tuzaklari kurmak,
feromonlan kullanmak, tuzak odunlar hazirlamak veya gida degisimi yapmak suretiyle
gergeklestirilir.

Fiziksel Miicadele: Boceklerin yakilmasi, sicaktan ve nemden yararlamlarak
bdceklerin oldiiriilmesi, elektrik veya radyoaktivite kullanarak boceklerin kisirlastinlmast
islemlerini igerir.

Kiiltiirel Miicadele: Toprak bakimi, iglenmesi ve gilbrelenmesi, yabanci ot ve
artiklarin temizlenmesi ve bitki ndbetlesmesi gibi toprakla ilgili yapilmas: gereken isleri
kapsar.

Kimyasal Miicadele: Bilindigi gibi, yiizlerce sentetik organik toz (kuru) veya sulu
halde pestisidlerin kullanilmas1 suretiyle yapilan miicadeledir.

Biyolojik ve Biyoteknik Miicadele: Bocek populasyonlarimi dolayisiyla bécek
zararmm azaltmak icin canli organizmalardan (mikroorganizmalar, predatorler, parazitoid
bbcekler, omurgasizlar, omurgalilar, feromonlar ve genetik kontroller) yararlanilarak
yapilan miicadele biyolojik ve biyoteknik miicadele olarak bilinmektedir.

Bu miicadele yontemlerinden iilkemizde findik alanlarinda en yaygin olarak
kullamlanm kimyasal miicadeledir. Kimyasal ilaglar kullanilirken, bunlarin bir ¢ok yan
etkileri ortaya g¢ikmaktadir.  Birgok ydnden bazi canh gruplan ciddi zararlar

gormektedirler.
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1.5.1. Kimyasal Miicadele ve Etkileri

Zararli ile miicadelede yaygin olarak kullamlan insektisitler bitkiler, hayvanlar,
insanlar ve gevre tizerinde bir ok zararh etkiler meydana getirmektedirler. Insektisitlerin
zararlarim bdcekler, insanlar ve gevre lizerine olan etkileri olarak baglica ti¢ bashk altinda
toplayabiliriz.

Bécekler Uzerine Etkileri: Insektisitler her ne kadar zararli b6cekleri yok etmek
i¢in kullamlsalar da, her zaman zararli bdceklere karg1 tam bir etki saglayamazlar. Ciinki
zamanla insektisitlerin ilk tatbik edildikleri zamanki etkili dozlarindan daha az
etkilenebilen wrklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu olaya bdceklerin direnci adi verilmektedir.
Bocekler belli bagli insektisit siiflarinin hepsine direng gelistirmiglerdir. Dolayisiyla bu
yeni fertlere kars1 kullanilan insektisitler daha ¢ok gevredeki yararli canlilar1 ve insanlari
etkilemektedir (Ecevit, 1988).

Ayrica insektisitlerin kullamldigi alanlarda dogal olarak yasayan tozlagmay:
saglayan bdceklerde yok oldugu igin, bu alandaki zirai Urtinlerde tozlagma orani
azalmaktir. Bunun sonucunda bilyiik verim diistikligli ortaya ¢ikmaktadir.

Insanlar Uzerine Etkileri: Insektisitler dogrudan ve dolayh olarak insan sagligint
etkilemektedirler. Bu etki akut ve kronik zehirlenme olarak iki grup altinda toplanabilir.
Tehlikeye en ¢ok maruz kalan kisiler ilaci kullanan veya bu isle mesgul olan kisilerdir.
Akut zehirlenme, zirai miicadele ilaglarinin fazla miktarda alinmastyla olan zehirlenme
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Fakat, kronik zehirlenme olarak adlandirilan 6ldiiriicti dozlarin
cok altindaki dozlarin kalintilarindan biitiin insanlar nasibini almakta ve yavas yavag
zehirlenmektedirler. Ilag uygulanan alanda kisa bir siire sonra hayvan otlatilirsa, zehir
hayvanin blinyesine taginir. Ayrica arazideki ilag hemen ardindan yagan bir yagmurla
derelere ve oradan da denizlere tagimr. Burada hem hayvanlarmn (koyun, inek v.s.) hem de
sularla baliklarin yapisina giren kimyasallar beslenme yolu ile insanlara kadar ulagir.
Insanlar {izerinde en etkili bilesikler, basta arsenik olmak fizere fosfor asidi ester
preparatlari, DDT ve toxaphen gibi klorlu hidrokarbonlardir.

Cevreye Olan Etkileri: Insektisitler genellikle bitkilerin yaprak ve yeni
stirglinlerinde yanma denilen bir takim lekeler ile renk degigimlerinin meydana gelmesine
ve kurumalara yol agmaktadirlar. Bazen kullamlan insektisitlerden biri bitkiler tizerinde
zararli olmazken iki preparat aym anda uygulandiginda g¢ok tehlikeli olabilmektedir.
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Ozellikle dinitro bilesikleri ile yapilan ilaglamalarda bitkiler ¢ok etkilenmektedirler
(Canakgioglu, 1970).

Bazi kirleticilerin hava, su ve toprakta diisiik miktarlarda bulunsalar bile, besin
zincirlerinin birbirini izleyen halkalarindaki tiiketicilerde giderek artan yogunluklarda
bulunmasi olayina "biyolojik birikim" denir.

Biyolojik birikimin etkilerinin degigik organizmalarda ve durumlarda farkl
bigimlerde ortaya ¢iktif1 anlasilmaktadir. Bu tiir maddelerin insan dokularinda da biriktigi
gbzlenmekte, bu da insan saghi agisindan kusku yaratmaktadir. Omegin, yapilan
calismalarla yiiksek polikloriirlii bifenil oranlar ile karaciger kanseri arasinda iligki oldugu
tespit edilmigtir (Berkes ve Kiglalioglu, 1990).

Insektisitlerin kullamldip1 cevredeki bal amlari da en fazla etkilenen canlilar
arasindadir. Bal arilan bal, an siitli ve balmumu gibi {irlinleri olugturmalarinin yani sira
bitkilerin tozlagsmasini da saglamaktadirlar. Insektisitlerin etkileriyle 6len arilar bu faydali
gbrevlerini yerine getiremezler. Bunun sonucunda da biiyiik verim diigiikliigti olmaktadir
(Ecevit, 1988).

Insektisitler kullanildiklar1 alandaki bitkilerin ¢imlenmesi, vejetasyonu ve iiremesi
fizerinde de olumsuz etkiler yaparlar. Bazen bitkilerin belirli doku kisimlarinda, 6zellikle
yaprak ve siirgilinlerinde yanma denilen bir takim lekeler ile renk degismelerinin meydana

gelmesine sebep olurlar. Hatta bazen tiim bitkilerin 61dtigii goriiliir.

1.5.2. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele, zararli bSceklerin yapmig oldugu zararlan en aza indirmek
icin bu boceklerin dogal diismanlarmi kullanma olarak tanimlanabilir. Dogal diisman
terimi, parazitler ve predatérlerle birlikte hastalik olugturan mikroorganizmalari da
kapsamaktadir (Poinar, 1978; Peter, 1984).

Biyolojik miicadelede ilk kayitlar, M. S. 900-1200 yillar1 arasinda rapor edilmigtir
(Liu, 1939). Gegmisi ¢ok eskilere dayanan miicadele de ilk olarak amfibiler, kuglar ve
memeliler kullamlmugtir. Son yillarda ise bu canlilarin yerini 6zellikle nematodlar,
bakteriler ve viriisler almistir.

Zararli boceklerle miicadele amaciyla kullanilan organizmalar biiyiik cesitlilik
gosterir. Bunlar; akarlar, amfibiler, bakteriler, baliklar, funguslar, kuglar, memeliler,

nematodlar, Sriimcekler, planarialar, protozoalar ve viriislerdir (Peter, 1984).
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Kullanilan organizmalara ek vermek gerekirse, nematodlardan giiniimiizde
halen daha Neoplectana carpocapsae nematodu ile Achromobacter nematophilus
bakterisinden hazirlanan preparat Biotrol adi altinda ticari olarak dtretilip Chilo sp.,
Sesamia sp. (Lepidoptera) ve Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera:
Chryosomelidae) boceklerine kargt kullanilmaktadir (Canakgioglu, 1971). Akarlardan
ozellikle Phytoseiulus persimilis, Avrupa lilkeleri, ABD ve Rusya'da seralarda kirmizi
Oriimceklere kargi etkili sonu¢ vermektedir (Sweetman, 1973). Baliklardan Gambusia
affinis sivrisinek larvalarina karsi, Bufo marinus'da seker ka1 zararlis1 Strategus sp'ye
karsi kullanilmaktadir. Kuslardan ozellikle sifircik, leylek, saksafan, afackakan ve
isketeden yararlanilmaktadir. Memelilerden kirpi, yarasa, porsuk ve kostebek gibi
hayvanlardan faydalanilmaktadir. Bakterilerden o6zellikle Bacillus thuringiensis ve B.
popilliae kullamlmaktadir. B. thuringiensis daha g¢ok zararli lepidopter larvalarina kargi
kullanilmakla birlikte, son yillarda gesitli suglarinin farkli bocek gruplar: iizerinde etkili
olduklar1 bulunmugtur (Aliniazae, 1975; Sezen ve Demirbag, 1999). Mantarlardan
Ozellikle Boverin ticari adiyla iiretilen Beauveria bassiana, Lepidopter ve Coleopterlere
karg1 etkilidir. Viriislerden ticari olarak hazirlanan preparatlar 6zellikle Lepidopter ve
Hymenopterlere kargi uygulanmaktadir. Viriislerin son zamanlarda Coleopterlere de etkili
olduklar1 bulunmugtur (Canakg¢ioglu, 1971; Peter, 1984).

Biyolojik miicadele konusundaki g¢aligmalar giliniimiizde biiyiik bir gelisme
gostererek ilerlemektedir. Caligmalar afirlikli olarak boceklerde hastalik yapan
mikroorganizmalarin izolasyonu ve biyolojik miicadelede kullanimina y&nelmistir.

Hastalik yapan mikroorganizmalarin kullamm, genellikle mikrobiyal miicadele
olarak adlandirilmaktadir. Viriisler, bakteriler, protozoalar, mantarlar ve nematodlar
mikrobiyal miicadele i¢indeki temel mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar iginde
virtisler en etkili ve glivenli olarak kullanilabilen mikrobiyal ajanlardar.

1.6. Bocek Viriisleri

Birgok viriisiin boceklerin hastalanmasina neden olarak bdcek salginlarini kontrol
ettikleri bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Viriisler bircok b&cek takimiyla baglantili
olmalarina ragmen, biiyiik bir kismi Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera
(%4) takimlarinda bulunmaktadir. Coleoptera takimindan da giderek artan sayida gegiﬂi
viriisler izole edilmektedir (Tablo 2) (Martignoni ve Iwai, 1986).
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Tablo 2. Coleoptera grubu boceklerden izole edilen viriisler

Bocek Familya Viriis
Anthonomus grandis Curculionidae Baculoviriis, Iridoviris
Anthrenus museorum Dermestidae “
Batocera lineolata Cerambycidae “
Dermestes lardarius Dermestidae “
Diabrotica undecimpunctata  Chrysomelidae «
Oryctes rhinoceros Scarabaeidae “
Sternochetus mangiferae Curculionidae “
Tetropium cinnamopterum Cerambycidae “
Adoretus versutus Scarabaeidae Entomopoxvirus
Anomala cuprea “ “
Anoplognathus porosus “ “
Anoxia villosa “ “
Antitrogus morbillosus “ o
Aphodius tasmaniae «“ “
Dasygnathus sp. “ “
Demodena boranensis “ «“
Dermolepida albohitum “ “
Figulus sublaevis Lucanidae “
Geotrupes sylvaticus Scarabaeidae “
Geotrupes stercorosus “ “
Hoplia sp. = “
Ips typographus Scolytidae “
Melolontha melolontha Scarabaeidae “
Othnonius batesi 2 .
Phyllopertha horticola “ *
Phyllophaga pleei s “
Proagopertha lucidula “ “
Rhopaea verrauxi “ “
Allomyrina dichotomus & Iridoviriis
Chrysomela vigitipunctata Chrysomelidae 5
Coccinella septempunctata Coccinellidae “
Curculio dentipes Curculionidae “
Heteronychus arator Scarabaeidae “
Leptinotarsa decemlineata Chrysomelidae “
Macrodorcus rectus Lucanidae “
Macrodorcus rubrofemoratus “ “
Odontria sp. Scarabaeidae “
Opogonia sp. “ “
Popillia japonica “ “
Sericesthis pruinosa “ “
Stenodiyas clavigera Cerambycidae “
Tenebrio molitor Tenebrionidae “
Trachys avricollis Buprestidae “
Coelaenomenodera minuta Chrysomelidae “
Costelytra zealandica Scarabaeidae “
Cryptorhynchus mangiferae Curculionidae “
Gyrinus natator Gyrinidae “
Pericoptus truncatus Scarabaeidae “
Hypera postica Curculionidae “
Epilachna varivestis Coccinellidae Reoviriis
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Bocek viriisleri viral replikasyon alanlari, niikleik asitlerinin agirligi, sekil, simetri,
hastalik semptomlari, kimyasallara duyarlilik ve seroloji gibi bir¢ok kriterler g6z oniine
alinarak niiklear polihedrozis, graniilozis, sitoplazmik polihedrozis, entomopox, iridescent
ve densoniikleozis viriisler olarak gruplandinlmglardir. Viriislerin biiylik bir kismu
Baculoviridae, Reoviridae, Entomopoxviridae, Iridoviridae, Picornaviridae ve
Parvoviridae familyalanna aittir (Evans ve Shapiro, 1997; Miller ve Andrew Ball, 1998).

Entomopoxviridae: Entomopoxviriis virionlan oval gekilli 150-470 nm
uzunlugunda ve 165-300 nm genisligindedir. Viriisler biiyiik, dogrusal, ¢ift zincir, yaklagik
225 kilo bazhik bir genoma sahiptirler (Arif, 1995). Entomopoxviriisler viriis morfolojisi,
konak tiirli ve genom hacmi bakimindan aynlan ii¢ cinsle temsil edilirler. Cins A
Coleoptera grubu viriisleri, Cins B Lepidoptera ve Orthoptera grubu viriisleri, Cins C ise
Diptera grubu viriisleri icermektedir. Tablo 3 entomopoxviriis A, B ve C cinslerine ait
izole edilen viriisleri gdstermektedir (King vd., 1998).

Tablo 3. Entomopoxviriislerin siniflandirilmasi

Cins Viriis

Entomopoxviriis A*  Melolontha melolontha EPV®
Othnonius batsei EPV
Ips typographus EPV

Adoretus versutus EPV

Entomopoxviriis B Amsacta moorei EPV®®
Choristoneura biennis EPV°®
Locusta migratoria EPV¢
Melanoplus sanguinipes EPV®
Pseudaletia separata EPV®
Helicoverpa armigera EPV®
Cataloipus fuscoeruleipes EPV®
Arphia conspirsa EPV®
Phoetaliotes nebrascensis EPVY
Euxoa auxilaris EPV°®

Entomopoxviriis C°  Chironomus luridis EPV®
Chironomus attenuatus EPV
Culex pipiens EPV
Camtochiromonus tentans EPV
Aedes aegypti EPV

2 Coleopteran konak, ° Cinse ait tip liye, © Lepidopteran konak,
4 Orthopteran konak, ° Dipteran konak
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Entomopoxviriis ile enfekte olmus bir hiicrede ilk g6ze ¢arpan yapi, sitoplazmada
biiyiik oval gekilli, 5-20 um boyunda “sferoid” adi verilen protein matriks i¢inde olgun
virtislerin gomiilii olugudur. Ayrica cins A ve baz1 Lepidoptera grubu iyelerinde “spindil”
olarak adlandirilan ikinci bir protein yapi gozlenmektedir. Spindillar 1-15 pm boyunda,
enfekte olan hiicrenin sitoplazmalarinda serbest veya sferoidler iginde bulunabilirler (Arif,
1995). Entomopoxviriisler konak bocegin yag dokusu hiicrelerinde, bazen de hemositlerde
cogalirlar (Lipa, 1975).

Baculoviridae: Niklear polihedrozis viriisler (NPV) en iyi bilinen baculoviriisler
olup, tammlanmig bdcek viriislerinin %41’ini tegkil etmektedirler (Ignoffo, 1974).
Baculoviriisler, 25 x 250 nm biiyiiklitkte olup 90-200 kilo baz cifti (kbp), yuvarlak-kapali,
¢ift zincir, siiper sarmal DNA ihtiva ederler (Arif, 1986; Demirbag ve Beldiiz, 1997). Viriis
DNA’s1 hiicre zar1 benzeri ve karmagik bir yapiya sahip olan bir zarf tarafindan gevrili
niikleokapsid icerisine paketlenmistir (Fraser, 1987). Hiicre i¢i viriisler, polihedra veya
granula olarak isimlendirilen protein &zellikli inkliizyon yapilar igerisine gémiiliirler
(Bilimoria, 1991).

Baculoviridae familyas: inkliizyon yapilarin sekline gore iki cinse ayrilir. Niiklear
polihedrozis viriis ve granulozis viriis. Niiklear polihedrozis viriisii, 1-18 niikleokapsidin
bir zarf icerisine gomiilmesiyle olusur. Daha sonra bu zarfa sahip viriisler polihedrin (28
kDa) denilen tek bir proteinden olusmus polihedral inkliizyon yapilar (PIB) igerisine
gomiliirler. AcNPV’ye ait PIB’lerin biyiikliikleri 0,5-15 um arasindadir. Konak hiicre
¢ekirdeginde ¢ogalan baculoviriislerin bir kism1 hiicre zarindan zarf kazanarak hiicre dis1
virlisleri, diger bir kismi ise g¢ekirdek icerisinde zarf kazanarak hiicre i¢i viriisleri
olustururlar. NPV orijinine bakmaksizin biitlin bocek hiicrelerini enfekte eder ve
6liimlerine neden olur (Coppel ve Martins, 1977; Volkman vd., 1995).

Granulozis viriisler de zararh boceklerin kontroliinde biiyiik bir dneme sahiptir.
Konagin yag dokusu, trakeal veya epidermal hiicrelerinin sitoplazmasinda yada
cekirdeginde gelisen bu virlisler 200 x 400 nm boyutlarinda, oval sekilli, inklizyon yapilari
iginde genelde tek nadiren de ¢ift olarak bulunurlar.

Reoviridae: Biyolojik miicadelede pratik kullanim agisindan Snemli tigilincli grup
olarak kabul edilen sitoplazmik polihedrozis viriisler konak b&cekte sadece orta bagirsak
epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda geligirler (Burges ve Hussey, 1971). Cift zincir RNA
iceren 60 nm ¢apindaki kiiresel virionlar, 0,5-15 um ¢apindaki polihedral inkliizyon
yapilari iginde tek olarak bulunurlar (Cunningham, 1988).
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Fridoviridae: Zarfsiz iridescent viriisler (IV)’in ilk ¢ogalma alanlar1 konak bdcegin
yag dokusu hiicrelerinin sitoplazmasidir. Enfekte ettikleri konak bocegin kuru agirliginin
%25°ni tegkil edecek kadar ¢ok g¢ogalabilirler (Smith ve Bosch, 1967). Canli bécek i¢inde
kendiliginden kristallesen viriisler karakteristik bir parlaklik olugtururlar. Oli bocek
iridecent (mavi-yegil) renkte goriiniir. Bununla birlikte baz viriisler turuncu-kahverengi
renkleri de olusturabilirler. En az 32 tip iridovirlis hacim ve serolojik iliskilerine
dayamlarak tammlanmistir (Van Regenmortel vd., 2000).

Picornaviridae: Tek zincir RNA viriislerinden olan bu grup 22-30 nm c¢apinda
kiiresel virlis partikiillerine sahiptir. Bu familyanin en iyi tamimlanmig ti¢ iiyesi circir
bbcegi virlisti, drosophila C ve gonometa viriisiidiir. En temel ayirt edici 6zellikleri aside
karst dayamklilif1 ile biitiinlestirilmis ti¢ biiyiik ve iki kii¢iik polipeptidlerin varligidir
(Evans ve Shapiro, 1997).

Nodaviridae: Nodaviriis virionlan yaklasik 29 nm ¢apinda olup tek zincir RNA
icerirler. Iki RNA segmentine sahiptirler. Nodaviriisler morfolojik olarak pikorna
virlisleri andinrlar. Bu yiizden elektron mikroskobu ile ayrilmalan zordur (Evans ve
Shapiro, 1997).

Ascoviridae: Zarfsiz ¢ift zincir DNA viriisleri olan bu grup enfekte edilmis hiicre
gekirdegi bozuldugunda olusturulan virion ile dolu vesikiillere dayamlarak
isimlendirilmektedir. Virionlar kompleks bir yap: ile genis bir hacime sahiptir (130 x 400
nm). Bunlar sadece Lepidoptera’nin Noctuidae familyasindan izole edilmigtir. Patolojileri
genis olarak aragtirilmamigstir (Evans ve Shapiro, 1997).

Parvoviridae: Bu familya 19-24 nm boyutlarindaki virionlar i¢ine paketlenmig tek
zincir DNA viriislerinden olusur. Tipik cinsi densovirlis olup densonukleozis viriis
(DNV)’e genel ismini verir. Virion morfolojisine ve enfeksiyon semptomlarina dayanilarak
bu familya Tip 1 (siddetli enfeksiyon, bagirsak digindaki tiim dokularin enfeksiyonu ile
hizli 8liim) ve Tip 2 (kronik enfeksiyon ve sadece bagirsagin enfeksiyonu ile nispeten
yavag 6liim) olmak {izere ikiye ayrilir (Evans ve Shapiro, 1997).

Birnaviridae: Bu familya Diptera’da Drosophila melanogaster’den izole edilmis
olan drosophila X viriisii ile simgelenir. Virionlar 7 x 62 nm ebatlarinda olup ikosahedral
gekillidir. Cift zincir RNA’ya sahip zarfsiz virlislerdir (Evans ve Shapiro, 1997).

Caliciviridae: 1k olarak portakal kurdu Amyelois transitella’dan izole edilmistir.
Tek zincir RNA igerirler. Virionlar caliciviriislerin tipik 6zelligi olan karakteristik kiip’e
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benzer bir morfolojiye sahiptir. Partikiiller 28 nm ¢apindadir. Biyolojisi hakkinda ¢ok az
sey bilinmektedir (Evans ve Shapiro, 1997).

Polydnaviridae: Bu familyanin iiyeleri parazitik Hymenoptera’nin viicut sivisinda
genis oranda c¢ogalirlar. Familyanin temel 6zelligi ismine de yansidig1 gibi, polydipersed
siiper helikal ¢ift zincir DNA varlifidir. Oval viriis partikiiller 150 x 350 nm
biiyiikliigiindedir (Evans ve Shapiro, 1997).

Rhabdoviridae: Tek zincir RNA viriisii olan bu familyamn en iyi ¢aligilmig {iyesi
drosophila sigma viriisiidiir. Bu viriis ¢ubuk gekilli 75 x 200 nm ebatlarinda viriis
partikiillerine sahiptir (Evans ve Shapiro, 1997).

Tetraviridae: Tetraviridae familyasi 35-38 nm ¢aplarindaki tek zincir RNA iceren
ikosahedral virionlara sahiptir. En iyi tanimlanmig olant nudaurelia § viriisiidiir. Bu viriis
Nudaurelia cytherea capensis (Lepidoptera, Saturnidae)’den izole edilmistir (Evans ve
Shapiro, 1997).

Diger Zarfsiz Viriisler: Diger tek zincir familyalan Togaviridae (60-65 nm ¢apinda
virionlara sahip), Flaviviridae (35-45 nm ¢apinda) ve Bunyaviridae (90-100 nm
capinda)’dir (Evans ve Shapiro, 1997).

1.7. Mikrobiyal Miicadelede Viriislerin Kullanimi

En az 13 farkli bdcek takimindan izole edilmis 1000 tiirden daha fazla sayida bécek
virlisti vardir (Martignoni ve Iwai, 1986). Viriis hastaliklar1 hakkindaki ilk bilgiler 1889
yilinda Avrupa'da Lymantria monacha L. (Lepidoptera: Lymantriidae) Wipfel hastaiginin
bulunmasi iizerine yapilan g¢alismalarla baglamugtir. Daha sonra 1907'de, aym tip bir
hastalik Amerika Birlegik Devletlerinin New England eyaletinde Lymantria dispar L.
(Lepidoptera: Lymantriidae) populasyonu iizerinde tespit edilmistir. Olen larvalarin solgun
bir goriintimde olmasi nedeniyle buna "solgun hastalif1" ad: verilmistir.

Daha ¢ok Lepidoptera ve Hymenoptera gruplan iizerinde etkili olan viriislerin
Coleoptera grubu iizerinde de etkili oldufu bulunmugtur. Bunlardan Baculoviridae
familyas1 tyeleri sadece boceklerde enfeksiyon olusturmalarindan dolayi, omurgalilar ve
diger gruplarda enfeksiyon olusturanlara oranla daha avantajlidir (Lipa, 1975). 1lk kayith
viral insektisit Helicoverpa (Heliothis) zea nukleokapsid polihedrosiz viriisiidiir (HzZSNPV)
(Ignoffo, 1973). AcMnPV gibi nukleopolihedrosiz viriisler genetik olarak degistirilerek
yaklasik ldiirme hizlan %20-40 oraninda arttirilmugtir (Hammock vd., 1993). Baz1 bicek
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viriisleri bitkiler ve orman zararlilarina karsi miicadelede kullamilmaktadir. Tablo 4’de
kullanilan ¢esitli virlis preparatlar1 ve konaklar1 yer almaktadir (Weeden vd., 2003).

Uretilen tiim viriislerin teshisi, aktivitesi, memelilere kars1 zehir etkisi ve patojenitesi

aragtirilmaktadir.

Tablo 4. Yaygin olarak kullanilan virlis preparatlar1 ve etkili oldugu konaklar

Ticari ad1 Ku}lfmlan Hedef zararlilar Zarar goren
viriisler tirtinler
Cyd-X & dl.[.l pom 01.1e“l la Cydia pomonella Eln}a, arm1}t,
graniilozis viriis ceviz ve erik
Mamestra Heliothis armigera,
Mamestrin . Mamestra brassicae, Lahana, domates
brassicae nuklear 12 xviostell uk
olyhedrozis viriis Plutella xylostella, ve pam
P Phthorimaea operculella
Spodopterin Spodoptera
littoralis nuklear ~ Spodoptera littoralis gamuk, oo
v omates
polyhedrozis viriis
G.emstar LC, b cova g Helicoverpa zea, Pamuk ve
Biotrol, Elcar nuklear AT
. ... Heliothis virescens sebzeler
polyhedrozis viriis
Spod-X . f)dOp tera ' A Sebzeler ve
exigua nuklear Spodoptera exigua
. pamuk
polyhedrozis viriis
Gusano Biological Aut.ogr ap ha .
Pesticide californica Autographa californica Yonca ve diger
nuklear tahillar
polyhedrozis viriis
Orgyia
TM Biocontrol psuedotsugata , Orman habitat:
nuklear Orgyia psuedotsugata ve kereste
polyhedrozis viriis
Gypchek Lymantria dispar Orman habitati,
nuklear . Lymantria dispar kereste ve gesitli
polyhedrozis viriis meyveler
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Viriislerin  zararli boceklerle miicadelede kullamilmasi, Amerika Birlesik
Devletleri'nde 1976 yilina kadar denemeler geklinde olmustur. Sonra Cevre Koruma
Dairesi Orgyia pseudotsugata (McDunn) (Lepidoptera, Lymantriidae) larvalarina kars:
baculovirus cinsinin bir nukleopolihedroviriis (NPV)'iinii kullanma iznini ald1. Béylece bu
viriis hakkindaki uygulama yontemleri, ¢evre ve insan saglifinin korunmasi, kalinti miktan
gibi hususlar iizerinde yogun ¢aligmalar baglamigtir. Entomopoxviriislere ait ilk coleopter
virlisii, Melanoplus sanguinipes EPV, MSEPV, i¢in 1988 yilinda alan ¢aligmalar
yapilabilmesi amaciyla deneysel kullanim izni alinmigtir. 1988-1990 yillar arasinda insan
ve cesitli hayvanlar tizerinde yapilan enfekte caligmalarinda herhangi bir enfeksiyona
rastlamlmadi. MSEPV, alan uygulamalarinda nisasta graniilleri i¢inde uyguland: (McGuire
vd., 1991).

Giiniimiizde yaklagik 500 bocek tiiriinden 450°den fazla virlis tamimlanarak
siniflandirlmagtir. Viriisler birgok bScek takimlariyla baglantilidir. Bununla birlikte biiyiik
bir kismi Lepidoptera (%83), Hymenoptera (%10) ve Diptera (%4) takimlarinda
bulunmaktadir (Ignoffo, 1974).

Bdcek viriisleri ¢ogalma alanlar, niikleik asitlerinin agirlig, sekil, simetri, hastalik
belirtileri, kimyasallara duyarlilik ve seroloji gibi birgok kriterler g6z dniine alinarak alti
grupta toplanmigtir. Bunlar nukleopolihedrozis, graniilozis, sitoplazmik polihedrozis,
entomopox ve iridescent virlisleridir. Tiim bocek viriisii familyalart ve kaydedildigi

konaklar Tablo 5’de gosterilmektedir (Evans ve Shapiro, 1997).

Tablo 5. En yaygin bécek viriisti familyalar1 ve kaydedildigi konaklar

Viriis familyas: Kaydedildigi konak takimlar Genel konak safhasi
Baculoviridae: NPV ve Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Larva, bazen pupa ve

GV Lepidoptera, Neuroptera, ergin
Siphonaptera, Thysanura, Trchoptera
Reoviridae: CPV Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera  Larva, pupa ve ergin
Entomopoxviridae: EPV Coleoptera, Diptera, Lepidoptera, Larva, pupa ve ergin
Orthoptera

Iridoviridae: IV Hemen hemen tiim b&cek ordolari Larva
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1.8. Bocek Viriislerinin Zirai Miicadelede Kullanim Avantajlan

Viriisler, etkili, giivenli ve segici biyolojik miicadele ajanlandir. Kimyasal
insektisitlerin aksine faydali organizmalara ve ¢evreye zarar vermezler. Parazit ve
predatorler virtisleri farkli bélgelere tagiyarak enfeksiyonun farkhi populasyonlara
ulagsmasim saglarlar. Farkh bolgelerdeki bocek larvalar viriislere kargi ayni hassasiyete
sahiptirler. Digiik dozla enfekte olmus digi bocekler viriisleri yumurtalar vasitasiyla
gelecek generasyona tagirlar.  Genel olarak viriisler bagirsakta c¢ogaldigi igin viral
enfeksiyon, toplu haldeki larval populasyon iginde hizlica yayilabilir. Ayrica; agaglarin
Ust dallaninda enfekte olmus larva &liilerinin pargalanmasiyla dagilan viriisler, alt
dallardaki diger kolonileri kolaylikla enfekte edebilmektedirler. Viris uygulamast,
larvalarin yapacagi zararin Snlenmesi ve pupa safhasindan &nce ikincil enfeksiyonun
gelisimi ve virlistin populasyon i¢inde dagilmasinda gerekli zamanin saglanmasi igin
larvalar yumurtadan ¢ikar ¢ikmaz yapilmalidir. Uygun zamanda uygulanan viriis

stispansiyonu ekonomik kaybi en aza indirir.

1.9. Biceklerde Viriislerin Arastiriimasi

Boceklerde patojen virlislerin varlign  6ncelikle makroskobik incelemelerle
belirlenir. Bu inceleme sonucunda durumundan siiphelenilen numunelerden doku
preperatlan hazirlanarak mikroskobik incelemeler yapilir (Keddie ve Erlandson, 1995;
Evans ve Shapiro, 1997). Mikroskobik olarak tespit edilen viriis, DNA-DNA hibridizasyon
yontemi kullamlarak molekiiler olarak da tespit edilebilir (Ward vd., 1987; Christian,
1992).

1.10. Entomopoxviriislerin Smiflandiriimasi, Yapisi ve Biyolojisi

Entomopoxvirtisler (EPVs) ilk olarak Vago (1963) tarafindan bécek viriislerinin
yeni bir grubu olarak kesfedilmelerinden sonra, ¢ok sayida EPV izolat1 dort bécek
takimindan (Coleoptera, Diptera, Lepidoptera ve Orthoptera) izole edilmis ve
tammlanmugtir (Arif ve Kurstak, 1991). Poxviridae familyas: bdcek poxviriislerini igeren
Entomopoxvirinae ve omurgali poxviriislerini igeren Chordopoxvirinae olmak iizere 2 alt

familyaya sahiptir. Entomopoxvirinae viriis morfolojisi, konak tiirii ve genom hacmi
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bakimindan 3 cinse ayrilir. Cins A Coleoptera grubu viriisleri, cins B Lepidoptera ve
Orthoptera grubu virisleri ve cins C ise Diptera grubu viriislerini igermektedir.

Entomopoxvirlis  virionlar1 morfolojik olarak omurgali poxviriislerine benzerlik
gosterir. Virionlar oval gekilli, 150-470 nm uzunlugunda ve 165-300 nm genisligindedir.
DNA genomu virionun merkezinde bulunur. A cinsi viriisler unilateral konkav bir merkez
sekline, B cinsi iki lateral yam ile gevrili silindirik bir merkez sekline ve C cinsi ise
bikonkav bir merkez sekline sahiptir. Sekil 1 entomopoxvirlis A, B ve C cinslerine ait
virlis sekillerini gostermektedir.

airt

N an yapi
e Wital merkez

Yaccinia viris Transwvers
CINS A
COLEOPTERA

LERIDDOPTERA
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LEPIDOPTERA, DIPTER A
ORTHOPTERA,

Sekil 1. Vaccinia viriis ve entomopoxviriis gruplarina ait viriis sekilleri (Arif ve
Kurtsak, 1991).
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Viriis ile enfekte olmus bir hiicrenin sahip oldugu en dnemli &zellik, sferoidleri
meydana getiren bir protein yapi igine olgun virionlarin gomiilii olusudur. Ag1z yolu ile
enfekte olan bir larvanin yiiksek pH degerine sahip bagirsaginda, sferoidin proteini
parcalanarak virionlar a¢ifa c¢ikarlar. Acgiga ¢ikan virionlar, bagirsak hiicrelerinin
membranlarindan gegerek sitoplazmada primer infeksiyonu meydana getirirler.
Sitoplazmadaki viriis replikasyonunu takiben bir kisim virion, sferoid igine gémiilmeden
membrandan tekrar digar1 ¢ikarak difer dokularda enfeksiyon olugtururlar. Digerleri ise
stoplazmada sferoidin proteininden meydana gelen sferoid igine gomiiliirler (Sekil 2)
(Evans ve Shapiro, 1997). EPV virionlarinin protein yapist SDS-PAGE ile aydinlatilmig
ve bir virionun 12-250 kDa arasinda degisen agirliklarda yaklasik 40 yapisal proteine sahip
oldugu belirlenmistir.

Sferoidler: EPV’lerin en Onemli karakteristik yapisi enfekte olmug hiicrelerin
sitoplazmalarinda biiyiik oval gekilli sferoidlerin olusumudur. Bu yapilar 5-20 pm
boyunda ve orijinal olarak “sferule” olarak adlandimlir. Ultra yapisal g¢alismalar
sferoidlerin parakristal bir ag igine gdmiilii virtisleri iceren elektronca yogun yapilar

oldugunu gdstermistir.
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Sekil 2. Entomopoxviriisiin b6cek larvasindaki replikasyonunun gematik goriiniimii
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Sferoidin Geni (sph): Sferoidin okliizyon yapilarinin veya sferoidlerin asil proteini
olan sferoidin proteinini kodlar. Protein yaklasik 100-115 kDa’luk bir molekiiler agirliga
sahiptir. Ilk sferoidin geni Amsacta mooeri EPV’den belirlenmis, klonlanmis ve dizin
analizi yapilmigtir (Hall ve Moyer, 1991). Melolontha melolontha EPV (MmEPV)
sferoidin (sph) geninin de dizin analizi yapilmig ve klonlanmigtir (Sanz vd., 1994).
Sferoidini kodlayan blge diger kisimlardan daha yogun bir G+C oranina sahiptir (%29).
Baculovirtislerdeki polihedrin geni gibi EPV sferoidin geni de yiiksek oranda korunmus bir
bolgedir. Son yillarda yapilan galigmalarla, sph geni lizerine yapilan delesyon galismalari
ile bu genin viriisiin in vitro replikasyonunda herhangi bir etkiye sahip olmadigim
gOstermisgtir.

Spindillar: Cins A ve baz1 Lepidoptera grubu EPV’ler ile enfekte olmus hiicrelerin
sitoplazmalarinda ikinci bir protein yap: olarak bulunurlar. Fakat bu yapilar su ana kadar
highir Orthoptera veya Diptera konakta gdzlenmemigtir. Spindillar 1-15 um boyunda,
enfekte olmus hiicrelerin sitoplazmalarinda veya bir sferoid iginde viriis partikiilleriyle
beraber gorilebilirler. Bu yapilar sferoidlerden gok farklidir. Spindillar bilateral simetriye
sahiptirler, bu 6zellik onlar1 kolayca sferoidlerden ayirmayi saglar. Sferoidlerden diger bir
Gnemli farki ise spindillarin virionlara sahip olmamasidir. Spindillarin biiyiik polipeptid
bileseni fusolin proteinidir.

Fusolin Geni (fus): Coleoptera ve baz1 Lepidoptera boceklerini enfekte eden ¢ogu
EPV’ler spindil sekilli bir protein sentezlerler. Ilk fusolin geni (fiss) Amsacta mooeri
EPV’den belirlenmis, klonlanmis ve sekans edilmigtir (Hall ve Moyer, 1993). Daha sonra
Heliothis armigera EPV ve MmEPV’den de karakterize edilmigtir. Olgun bir protein
poliakriamid jelde yaklagik 50 kDa’luk bir agirlik gosterir. fus geni baculoviriis
glikoprotein 37 (gp37) ile %41-42°1ik bir sira homolojisine sahiptir.
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1.11. Entomopoxviriislerin Biyoteknolojik Onemi

EPV’lerin mikrobiyal miicadele ajani olarak gelistirilmesi hem gok sayidaki bocek
takimindan izole edilmelerinden hem de baculoviriislerin kullanimimi tamamlamasi
agisindan g¢ok biiyiik bir potansiyele sahiptir. Lepidoptera, Orthoptera, Coleoptera ve
Diptera gibi diinyanin en 6nemli tarimsal zararlilarimi igeren bu takimlardan izole
edilmeleri, son yillarda artan in vitro ve in vivo ¢aligmalari ve molekiiler biyolojileri
lizerine devam eden ¢alismalar bu virlisleri gok onemli kilmaktadir. Cekirgeler, agustos
bocekleri ve sivrisinekler gibi en onemli zararlilarin mikrobiyal kontrolii bu ordolardan
yeni EPV’lerin izole edilip tamumlanmasina baglidir (King vd., 1998).

Entomopoxviriisler son yillarda Orthoptera grubu béceklerden olan gekirgelerden
de izole edilmiglerdir. Bugiine kadar baculoviriislerin izole edilmedigi bu grup bdcekler
icin entomopoxviriislerin  gelecekte potansiyel bir kontrol ajam olabilecegi
distinlilmektedir. Ozellikle bir tiir cekirge Locusta migratoria’dan izole edilen
entomopoxviriis cok donemlidir, ¢iinkii bu ¢ekirge Afrika ve Asya’da ¢ok biiyiik ekonomik
zarara sebep olmaktadir. Viriisle enfekte olmus bcekler, larval biiylimede ve gelisme
oraninda Onemli seviyede bir azalma gosterirler. Birgok sivrisinek tiirii de EPV
enfeksiyonuna kargi oldukga duyarlidir. Henry ve Jutila (1966) tarafindan izole edilen
Melanoplus sanguinipes EPV’nin aym cinse dahil bir ¢ok tiirli enfekte ettii bulunmugtur
(Oma ve Henry, 1986). Ozellikle son yillarda birgok izolat gesitli zararlilar i¢in potansiyel
biyolojik miicadele ajan1 olarak 6nerilmektedir. Omnegin; kabuk bdcegi (Ips typographus)
(Wegensteiner ve Weiser, 1995), bir tir ¢ekirge (Melanoplus sanguinipes) (Levin vd.,
1993) ve kakao zararlis1 (Adoretus versutus)’dir (Beaudoin vd., 1994b).

Ozellikle son yillarda entomopoxviriisler biyoteknolojik ¢aligmalarda ekspresyon
vektor sistemi olarak kullamlmaya da baglandi. Bu ¢aligmalarda interlgkinler, sitokininler,
biiylime faktorleri, interferonlar, enzimler ve yapisal proteinleri kodlayan genler biiyik
DNA fragmentlerini yapisina alabilen poxviriis vektorlerine klonlanip ekspreyonu
yapilabilmektedir. Bir ¢aligmada kanser gen tedavisinde kullanilan interldkin-2 geni (IL-2)
vaccinia virlis ekspresyon vektériine klonlanip (pMJ601) biiyiik miktarda ekspresyonu
saglanmigtir (Hengjun vd., 2001).
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1.12. Tezin Amaca

Bu doktora ¢aligmasinda Coleoptera takimina ait olan ve 6nemli findik zararlilan
olarak kabul edilen kizilagag yaprak bocegi, Agelastica alni (L.), giin donlimii bdcegi,
Amphimallon solstitiale (L.), findik yaprak deleni, Anoplus roboris (Suft.), findik kurdu,
Balaninus nucum (L.) ve adi mayis bdcegi, Melolontha melolontha (L.) ile miicadelede
kimyasallarin kullanimim azaltacak, ekonomik, gevreye daha duyarli ve daha etkili viral
kontrol ajanlarini gelistirmek amaciyla bu zararhilarda dogal olarak hastalik olugturan
viriislerin  tespiti, izolasyonu, mikroskobik metotlar ve molekiiler teknikler ile
tanimlanmas1 ve tammlanan viral patojenlerin biyolojik miicadele ajami olarak
gelistirilmesi amaglanmusgtir.



2. YAPILAN CALISMALAR

Calsilan en 6nemli materyaller, viral enfeksiyonlarin aragtirilacagi  Coleoptera
tyesi findik zararhs: boceklerdir. Bu nedenle her bScegin salgin yaptign donemlerde
toplanip kisa siirede laboratuara getirilmesine biiylik 6zen gésterildi. Toplanan boceklerde
herhangi bir viriis varlig1 nce makroskobik sonra 151k ve elektron mikroskobu kullanarak
mikroskobik olarak aragtirildi. Tespit edilen virlisiin morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler dzellikleri belirlendi. Ayrica viriisiin izole edildigi bocek ve galisilan diger
findik zararhis1 bScekler iizerindeki enfeksiyon 6zellikleri aragtirilda.

2.1. Boceklerin Toplanmasi

Arazi galigmalan sirasinda, bulunan ve enfeksiyonlu olduundan siiphelenilen
larvalar tek tek steril pensler ile tiiplere aktarildi. Istenmeyen kontaminasyonu énlemek
amaciyla steril malzemeler kullamldi. Larvalarin toplanmasi siiresince konak, toplanan
bolge ve toplama tarihinin yazilmasina dikkat edildi. Toplama iglemi bittizinde numuneler
zaman kaybetmeden laboratuara getirildi.

Agelastica alni Larvalarimin Toplanmasi: Larvalar Trabzon ve ¢evresindeki findik
bahgeleri ve kizil agaglarin mevcut oldugu alanlardan 2000 yilindan baglamak tizere takip
eden sezonlarda toplandi. Caligmalar sirasinda larvalarin yani sira toplanan yumurtalar da
laboratuara getirilerek laboratuar gartlarinda inkiibe edildi ve yumurtalardan gikan ¢ok
sayida larva da ayrica kullamldi. Toplam olarak 1633 larva toplandi.

Amphimallon solstitiale Larvalarimin Toplanmasi: A. solstitiale larvalan 2001-2002
yillann bahar aylari boyunca Trabzon ve cevresindeki findik bahgelerinden topland.
Aragtirma stiresince toplam 381 larva incelendi.

Anoplus roboris Erginlerinin Toplanmasy: Erginlerinin toplama islemi 2001-2002
bahar aylan iginde yapildi. Toplama siiresince 127 ergin bdcek toplandi. Bu zararlida
larvalar gozle ¢ok zor fark edilecek kadar kiigiik olduklarindan toplanmadi.

Balaninus nucum Larvalarimin Toplanmasi: Bu zararlinin larvalan, 2001 Haziran
aytyla birlikte Trabzon ve gevresindeki findik bahgelerinden ve harmanlardan findik
tanelerinin kirilmas: sonucu iki sezonda toplam 691 adet larva toplanda.
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Melolontha melolontha Larvalarimin Toplanmasi: Bu canli, biyolojisi geregi 3 yili

toprak altinda gecirdigi i¢in; larva toplama igleminede 6zellikle yogun zarar yaptig: Mart

ayinda baglanildi ve bu igleme Haziran aymna kadar devam edildi. Bu siirenin diginda da
ozellikle ki aylarinda toprak kazilarak uyusuk haldeki larvalardan da toplandi. Calisma
stiresi boyunca 1260 larva toplandi.

2.2. Boceklerin Makroskopik Incelenmesi

Saglikhi boceklere ait biyolojik evre, biyolojik evrenin siiresi, viicut hacmi, davrans,
goriiniim gibi kriterler makroskopik incelemede hastalik tipinin belirlenmesinde biiyiik
kolayliklar saglarlar. Bundan dolay1 Tablo 6’da 6zetlenen kriterler saglikli ve hastalikli
bdceklerde kargilagtirilarak temelde hangi tip hastalik oldugu tamimlanmaya g¢ahsild:
(Evans ve Shapiro, 1997).

Tablo 6. Bocek viriislerinin makroskobik aragtirilmasi igin kontrol listesi

_ Kriter Kayit Dikkat edilecek temel noktalar
Ornegin Larval evre ideal biyolojik Bir ¢ok enfeksiyon larval sathada
biyolojik  evredir. gerceklesir. Fakat pupa, ergin ve nadir olarak
evresi yumurta safhasi da dikkate alinmalidir.
Hacim Viicut uzunlugu, agirlift  Bu, esit Slglilere sahip saglikli bireye oranla
ve bag kapsiil genisligine anormallikleri belirler.
dikkat edilir.
Biyolojik  Normal gelisimle Baz: viriis gruplari, 6zellikle CPV’ler ve
evrelerin  kuyasliyarak biyolojik EPV’ler uzun geligim siiresine tegvik ederler.
stiresi evrelerin siirelerine
dikkat edilir.
Davramig  Genel hareket, beslenme  Normal saglikli bireyin davranigi hakkinda
aktivitesine dikkat edilir.  iyi bir bilgi varsa, gegerli bir dzellik olabilir.
Goriinlim  Viicut rengine veya Konak canlilardaki viriislerin kiitle halindeki
herhangi bir organina gelisimi, deri rengini degistirmeden dnce i¢
ozellikle bagirsak, yag organlarda genel renklerin degisimine neden
dokusuna dikkat edilir. olur.
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2.3. Hastalikh ve Olii Béceklerin Ayrilmas:

Larvalar ve erginler toplandigi konak bitki, yer ve tarih yaziarak laboratuara
getirildi. Arazide yapilan toplama isleminde steril pensler ve 6zel tiipler kullamildi ve
laboratuar ortaminda yagayabilecekleri dogal ortamlar hazirlandi (Burges ve Hussey,
1971). Olii yada hastalik varligindan siiphelenilenler makroskobik olarak ayrildiktan sonra
mikroskobik incelemeleri yapildi. Parafin dolu bir kap i¢inde 6lii yada hastalik varligindan
stiphelenilen larvalarin kesim iglemleri yapilarak; hemolenf, malpigi tiipgiikleri, yag
dokusu, bagirsak gibi organlar mikroskop altinda incelenerek viriis enfeksiyonu olup
olmadif aragtirild: (Lipa, 1975).

2.4. Boceklerde Viriislerin Aragtiriimasi

Boceklerde patojen virlislerin varlifi cesitli yontemlerle tespit edildi. Bu
yontemler, mikroskobik yontemler (151k ve elektron mikroskobu) (Keddie ve Erlandson,
1995; Evans ve Shapiro, 1997) ve DNA-DNA hibridizasyon yéntemidir (Christian, 1992;
Ward vd., 1987).

2.4.1. Itk Mikroskobu ile Viriis Varhgmin Tespiti

Herhangi bir viriis enfeksiyonu olabileceginden siiphelenilen larvalarin
dokularindan yayma preparatlar hazirlanarak viriislerin olusturmus oldugu inkliizyon
yapilarinin varligi aragtirildi. Inkliizyon yapilarmn varbigimn giivenilir bir teshisini
yapmak i¢in hiicre sitoplazmasi veya ¢ekirdegini aragtirmak gerekir. Bunun igin en iyi
metot trake sivisinin, hemositlerin, ya dokusunun ve baZirsagin faz-kontrast
mikroskobunda incelenmesi metodudur (Deacon, 1983). Enfekte edilmis g¢ekirdekler
Gnemli bir sekilde genisler ve yag dokusundaki hiicre bsliinmesi artar (Lipa, 1975).

Isik mikroskobu i¢in mevcut olan bir gok boyama yontemi arasindan baglica iki
metot, virlis teshisinde 6zellikle de inkliizyon yapilan olugturan viriislerin teshisinde
yaygin olarak kullamldi. Buffalo Black 12B ve Giemsa boyama metotlar1 kompleks
yontemlerin kullamlmasina gerek kalmadan kolaylikla uygulanabilen yéntemlerdir (Evans
ve Shapiro, 1997).
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2.4.1.1. Giemsa ile Sferoidlerin Boyanmasi

Giemsa boyasi (J. T. Baker, Kat. No: 3856), niiklear ve sitoplazmik hiicresel
ayrintilar1 net olarak ayirabilen bir boyadir. Bu ylizden degisik virlis gruplarmin
replikasyon alanlarinin teshisinde yardimci olur. A¢ik havada kurutulmus preparat
methanol i¢inde 2 dk bekletilerek fikse edildi. Akan musluk suyunda 10 sn galkaland: ve
0,02 M fosfat tamponu (pH 6,9) igindeki %10’luk Giemsa boyasinda 45 dk boyand:.
Tekrar 10 sn musluk suyu ile ¢alkalandi. Preparatin ¢ok kirmizi griindiigti durumlarda
0,02 M tampon igine daldirarak kirmizi renk kayboluncaya kadar bekletildi. Daha sonra
tekrar musluk suyunda ¢alkalandiktan sonra preparat agik havada kurutuldu ve immersiyon
yagi1 kullanilarak mikroskop (Olympus BH-2) altinda incelendi (Evans ve Shapiro, 1997).

2.4.1.2. Buffalo Black 12B ile Sferoidlerin Boyanmasi

Hazirlanan preparat agik havada kurutuldu. Buffalo Black (Merck, Kat. No:
44291.2X) soliisyonu 40-45 °C’ye kadar bir 1sitic1 iizerinde boya kabinda 1sitild1. Preparat,
buffalo black soliisyonu igine daldirarak 5 dk bekletildikten sonra 10 sn musluk suyu
altinda yikandi. Kurutulduktan sonra inkliizyon yapilarin belirlemek i¢in immersiyon yag1
kullamlarak mikroskop (Olympus BH-2) altinda incelendi (Evans ve Shapiro, 1997).

2.4.2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile Viriis Varhginin Tespiti

Entomopoxviridae familyas: tiyelerinde farkli sayidaki virionlar, sferoid ad: verilen
ve sferoidin proteininden meydana gelmis bir yapi igine gomiiliirler. Ayrica Coleoptera
takimi tiyelerinin tiimtinde ve bazi Lepidoptera takimu {iyelerinde ikinci bir protein yap:
olan spindil da bulunur. Sferoid, spindil ve sferoid i¢ine gémiilii olan virionlarin morfolojik
Ozelliklerini tespit etmek amaciyla TEM mikroskobu c¢aligmalari yapildi. Bu amagla
enfekte olmus larval doku %4’liik glutaraldehitte, 5 saat oda sicakliginda fikse edildi.
Kakodilat tamponu ile yikandiktan sonra, %1°lik OsO4’de 2 saat ikinci bir fiksasyona tabii
tutuldu. %30°dan baglayan etanol serilerinden gegirilerek dehidrasyon yapildi.
Dehidrasyondan sonra numune epoxy resine gémiilerek kesitler alindi ve bu kesitler uranil
asetat ve kursun sitrat ile boyand1 (Keddie ve Erlandson, 1995; Radek ve Fabel, 2000).
Kesitler Philips JM 208 marka elektron mikroskobunda incelendi.
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2.4.3. DNA-DNA Hibridizasyon Yéntemi ile Viriis Varhginin Tespiti

Mikroskobik olarak tespit edilen viriis molekiiler olarak da DNA-DNA
hibridizasyon yontemiyle tespit edildi (Ward vd., 1987; Christian, 1992).

2.4.3.1. MmEPYV Sferoid izolasyonu ve Saflagtirilmas:

Kiigiik larval dokular 0,1 M Tris pH 7 ve %0,01 SDS iginde iyice homojenize
edildi. Homojenat dondurulup ve tekrar ¢dziildiikten sonra cam pamugundan gegirilerek
kaba filtrasyon yapildi. Sferoidler 1,000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Pellet steril suda
¢oziildli. Siispansiyon %45-60’lik sukroz gradientinde 25,000 rpm’de 30 dk santrifiij
yapildi (Beckman Optima LE-80K Ultrasantrifiij SW). Sferoid bandi almp su ile
seyreltildikten sonra santrifiij edildi ve olusan pellet yeniden steril suda siispanse edildi
(Hernandez-Crespo vd., 2000).

2.4.3.2. MmEPV DNA’sinn izolasyonu

Saf sferoidler 0,2 M sodyum thioglikolat ve 0,2 M sodyum karbonat, pH 10,9
tamponunda ¢ozildiiler (yaklasik 30 dk). Esit hacimde 1 M Tris pH 7 ilave edildi. Viriis
siispansiyonu proteinaz K (500 pg/ml) ve %2 sarkosil ile 45 °C’de gece boyu muamele
edildi. Sonra, sirasiyla NaCl ve CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) ilave edildikten
sonra (son konsantrasyonlar1 0,5 M ve %0,015) 60 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Viral DNA
iki kez fenol, bir kez fenol:kloroform, bir kez kloroform ile ekstre edildi. Son supernatant
alindi ve 0,3 M sodyum asetat pH 5,2 ve iki hacim etanol (soguk, %96) ilave edildikten
sonra, -20 °C gece boyu inkiibe edildi. Sonra 13,000 rpm’de 15 dk santrifiij yapildi.
Siipernatant dokiildii ve pellete 500 pl %96 soguk ethanol ilave edildi ve 13,000 rpm’de 3
dk santrifijden sonra siipernatant tekrar dokiildi. Pellete 500 pul %70°lik soguk ethanol
ilave edildi ve 13,000 rpm’de 3 dk santrifiijden sonra pellet kurutulup yaklasik 100 ul TE
tamponunda ¢6ziildii (Hernandez-Crespo vd., 2000).
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2.4.3.3. Viriis I¢in Ozel DNA Probun Hazirlanmasi

Choristoneura fumiferana (Clemens) (Lepidoptera: Tortricidae) EPV (CfEPV) fus
genini igeren plazmid (bluescript fus#5) hiicrelerden (Escherichia coli Dh5e<) DNA
Izolasyon Kit’i kullanilarak izole edildi (Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System, Promega, Kat. No: A 1330). Plazmid EcoR! ile kesildikten sonra, istenilen
fragment jelden kesilip ¢ikartildi. Daha sonra fragmenti igeren jel par¢as: cam pamugundan
13,000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek DNA’mn serbest kalmasi saglandi.

Isaretleme igin, 1 ug CfEPV fus geni 10 dk kaynayan su i¢inde bekletildi. Hemen
buz fizerine alinip kangtinldiktan sonra 4 pl Dig-High Prime (Vial 1)’den ilave edilip
santrifiijlendi. 37°C’de 16 saat igaretlenmesinden sonra 65°C’de 10 dk bekletilerek
reaksiyon durduruldu. Kullanilincaya kadar —20’de muhafaza edildi (Demirbag, 1993).

2.4.3.4. Slot-Blot Hibridizasyonu

MmEPV’ye ait DNA’dan 10 pg nitroseluloz membrana emdirildi. Pozitif kontrol
olarak CfEPV DNA’si, negatif kontrol olarak da enfekte olmamus, saglikli bocek
homojenatindan membrana uygulandi. Oda sicakliginda 30 dk kurutulduktan sonra,
numuneler 2 saatligine 80°C’ye ayarlanmus etiivde bekletilerek membrana baglandi.

Prehibridizasyon Oncesi, hibridizasyon tamponu kaynayan su banyosunda 10 dk
bekletildi ve ardindan hemen buz iizerine alindi. Tampon buz tizerinde biraz sogutulduktan
sonra (42°C gibi) membranin iizerine dokiildii ve 42°C’ye ayarlannmg hibridizasyon
finninda sabaha kadar bekletildi. Ertesi sabah yeni bir tampon alindi ve 5 ml isaretlenmig
probdan ilave edilerek kaynayan su banyosunda 10 dk bekletildi. Ardindan hemen buz
tizerine alind1.

Membranin {izerindeki prehibridizasyon tamponu dékiildii ve yerine prob ihtiva
eden hibridizasyon tamponu bosaltihp bir giin boyunca 42°C’de inkiibe edildi. Ertesi
sabah sisenin igerisindeki hibridizasyon tamponu alimp bir tiipe aktarildi ve -20°C’de
muhafaza edildi. Membran 2 x SSC, %1’lik SDS igerisinde oda sicaklifinda 2 defa 5’er
dakika sallayici tizerinde yikandi. Ardindan membran tekrar 2 x SSC, %1’lik SDS
icerisinde 65°C’de 2 defa 15’er dakika sallayici lizerinde yikandi. Daha sonra membran
20 ml maleik asit tamponunda 5 dk sallayici fizerinde yikandi. 70 ml bloklama
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solusyonunda 30 dk sallayici lizerinde bekletildi. 20 ml bloklama solusyonuna 4 ml DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Kat. No: 1 745 832)’deki
vial 4’den ilave edildi. (1:5000 oraminda). Membran bunun igerisinde 30 dk sallayici
tizerinde bekletildi. 2 defa 15’er dakika yikama solusyonunda (50’ser ml) yikandi. 10 ml
taze hazirlanmig renk solusyonunda, iizeri kapali olarak karanlikta bekletildi (10-15 dakika
igerisinde renk olugmaya baglar). Olugan rengin koyuluguna gore 2 saat sonra membran bu
solusyon igerisinden alind1 ve fotograflandi: (Demirbag, 1993).

2.5. Tespit Edilen Viriisiin (MmEPV) Ozelliklerinin Belirlenmesi

Mikroskopik ve molekiiler olarak tespit eilen viriise ait yap: (sferoid ve spindil) ve
enfeksiyon Ozellikleri (histopatoloji, insektisidal etki, enfeksiyonun optimum sicaklifi,
konak hassasiyeti, horizontal enfeksiyon) yapilan SDS-PAGE analizi ve gesitli enfeksiyon

testleriyle belirlendi.

2.5.1. MmEPV’nin SDS-PAGE Analizi

MmEPYV sferoid ve spindillar1 0,2 M sodyum thioglikolat, 0,2 M sodyum karbonat,
pH 10,9 tamponunda ¢6ziildii (yaklagik 1/2 saat). Co6ziinmemis sferoidler ve virionlar
16,000 g’de 30 dk santrifiijle elimine edildi (Hernandez-Crespo, vd. 2000). Coziinmiis
proteinleri igeren siipernatant %10’luk SDS-PAGE’e tabi tutuldu (Laemmli, 1970).
Elektroforez 20 mA’de yapildiktan sonra jel giimiis boyama prosediiriine gore boyandi.

Giimiis Boyama Prosediirii: Elektroforezden ¢ikarilan jel %50°lik metanol iginde 1
saat diigiik hizda sallandi. Metanolden alinan jel, yeni hazirlanmig 100 ml giimiis nitrat
solusyonunda 15 dk boyandi. 5 dk ddH,O ile yikandiktan sonra jel solusyon II’de (2,5 ml
%1°lik sitrik asit, 0,25 ml %37’1lik formaldehit, 500 ml’ye ddH,O ile tamamlandi) bantlar
goriiliinceye kadar bekletildi (yaklagik 10 dk). Bu siire sonunda jel fiksatif solusyonu
(solusyon III; 200 ml %50 metanol, 48 ml %12 asetik asit, 400 ml ddH,O) i¢inde fikse
edildi ve uygun bir zamanda goriintiilendi.

Boya iki solusyon halinde hazirlandi.

A solusyonu: 0,8 gr gtimiig nitrat 4 ml ddH,0’da ¢dziildii.

B solusyonu: 21 ml %0,36’lik NaOH ile 1,4 ml siseden yeni alinmis amonyak
karnigtirilda.
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A solusyonu karigmakta olan B solusyonuna yavas yavag (damla, damla) ilave
edildi ve hacmi 100 m1’ye tamamlandi.

2.5.2. MmEPV’nin Histopatolojisi

Larvalarin kesimi siiresince MmEPV’nin hangi dokular1 enfekte ettii aragtirildi.
Bu amagla kesimi yapilan larvalarin farkli dokular (trake, hemosit, yag, bagirsak)
fizyolojik su iginde, mikroskop altinda incelendi ve enfeksiyonun hangi dokularda
gergeklestigi  belirlendi. Dokularda mevcut olan MmEPV enfeksiyonu boyama
yapilmaksizin bol miktarda sferoid varligiyla belirlendi.

2.5.3. MmEPV’nin Morfolojik Ozellikleri

Elde edilen viral ajana ait sferoid ve spindil yapilari 11k mikroskobu ve elektron
mikroskobu altinda incelendi. Mikroskop ¢aligmalarinda rastgele olarak segilen 50 adet
EPV’nin boyutlar1 mikrometrik okiiler seti kullamlarak &l¢iildii ve sferoidlerin boy ve
genislik degerleri, spindil boy degeri, sferoidlerin igerdigi virion sayis1 ve virionlarin boy

ve genislik degerleri tespit edildi.

2.5.4. MmEPV’nin Insektisidal Etkisinin Belirlenmesi

MmEPV’ye ait sferoidlerin farkli konsantrasyonlarinin M. melolontha larvalan
lizerindeki insektisidal etkileri aragtirildi. Hemositometre kullamlarak sferoid
konsantrasyonu 7.5x10° 4x10* ve 1x10® olarak ayarlandi. lIkinci-iigiincii instar M.
melolontha larvalan farkli konsantrasyonda sferoid bulagtirilmis besinler ile beslendiler.
Kontrol gruplar ise viriis ile muamele edilmemis besinler ile beslendi. Olen b&ceklerin
kayitlar1 giinliik olarak tutuldu. Oliim oranlari Abbott formiilii ile hesaplandi (Abbott,
1925). Bu deneyler farkli zamanlarda ii¢ kez tekrarlandi. Her bir konsantrasyon igin
toplam 30 adet larva kullanildi.
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(1) Abbott formiilii :

(Test grubundaki 6liim yiizdesi - Kontrol grubundaki 6liim ytizdesi)

100 X

(%100 - Kontrol grubundaki 6liim yiizdesi)

2.5.5. MmEPYV Enfeksiyonunun Optimum Sicakhgmin Belirlenmesi

Farkly viriislerin, bocekleri farkli sicakliklarda enfekte ettikleri tespit edilmigtir.
Viriislerin boceklerde gelisimi sicaklia baglidir. Yiiksek sicaklik hastahifin  diigiik
sicakliklardakinden daha hizli gelismesini saglar (Krieg, 1968). Bu nedenle MmEPV nin
optimum enfeksiyon sicakligimi belirlemek igin, 7,5x10° sferoid/ml viriis konsantrasyonu
ikinci-iglincli instar larvalara uygulandi. Bu gruplar 20°C, 22°C, 25°C, 28°C ve 30°C’de
beslenerek enfeksiyonun gergeklesmesi saglandi. Her sicaklikta gergeklesen oliimler
glinliik olarak kaydedilerek deney sonucunda oranlar Abbott formiilii ile hesaplandi
(Abbott, 1925). Bu deneyler farkli zamanlarda {i¢ kez tekrarlandi. Her bir sicaklik i¢in
toplam 30 adet larva kullanildi.

2.5.6. MmEPV’nin Konak Hassasiyetinin Belirlenmesi

Virisler dar bir konak hassasiyetine sahiptirler. Bu nedenle tespit edilen bir viriistin
konak hassasiyeti olduk¢a Snem kazanmaktadir. MmEPYV viriisiiniin konak hassasiyetini
belirlemek i¢in tez kapsaminda bulunan diger findik zararlilari olan Agelastica alni (L.)
(Coleoptera: Chrysomelidae), Amphimallon solstitiale (L.) (Coleoptera: Scarabaeidae),
Anoplus roboris (Suft.) (Coleoptera: Curculionidae) ve Balaninus nucum (L.) (Coleoptera:
Curculionidae) kullamldi. Testlerde 7.5x10° sferoid/ml oraninda MmEPV kullanildi. Larva
ve ergin bocekler MmEPV’ye ait sferoidler ile bulastirilmig besin ile beslendi. Kontrol
gruplan ise virlis ile muamele edilmemis besinler ile beslendi. Olen bceklerin kayitlart
giinlk olarak tutuldu. Oliim oranlan1 Abbott formiilii ile hesaplandi (Abbott, 1925). Bu
deneyler farkli zamanlarda ti¢ kez tekrarlandi. Her bir bécek grubu igin toplam 30 adet
kullanilda.
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2.5.7. MmEPV’nin Horizontal Enfeksiyonunun Belirlenmesi

Viriislerin tagmmasi ve populasyon igindeki diger bireylere ulagarak onlarda
enfeksiyon olusturmalari, bu viriislerin biyolojik miicadelede kullanimi agisindan biiyiik
Onem arz etmektedir. MmEPV’nin horizontal enfeksiyonunu belirlemek igin {i¢ deney
grubu olusturuldu. Birinci grupta 30 M. melolontha larvas1 MmEPYV ile enfekte edildi. Bu
grup pozitif kontrol olarak kullamildi. Ikinci grupta énce 30 adet larva MmEPV ile
muamele edilmis besinler ile 7 giin beslendikten sonra bu gruba 30 adet saglikli M.
melolontha larvasi eklendi ve olusan yeni grup virils icermeyen besinler ile 14 giin daha
beslendi. Uglincii grupta ise saghkl 30 adet M. melolontha larvas: virlis ile muamele
edilmemis besinler ile beslendi. Bu grup negatif kontrol olarak kullamldi.

2.6. Cesitli Entomopoxviriislerin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Temin edilen gesitli viriislerin Coleopter grubu findik zararlilan {izerinde herhangi
bir enfeksiyon olusturup olusturmadifi arastinldi. Bu baglamda Geotrupes sylvaticus
(Panzer) (Coleoptera: Scarabaeidae) ve Ips typographus (L.) (Coleoptera: Scolytidae)’a ait
EPV’ler 7.5x10° sferoid/ml oraninda ikinci ve lclincti instar A. alni, A. solstitiale, A.
roboris, B. nucum ve M. melolontha larvalar ve erginleri {izerinde test edildi. Larva ve
ergin b6cekler entomopoxviriis sferoidleri bulagtirilmig besin ile beslendi. Kontrol gruplar
ise virtis ile muamele edilmemis besinler ile beslendi. Kayitlar giinliik olarak tutuldu. Bu
deneyler farkh zamanlarda ii¢ kez tekrarlandi. Her bir bcek grubu icin toplam 30 adet
bocek kullanildi.



3. BULGULAR

3.1. Viral Enfeksiyon Gosteren Larvalarin Belirlenmesi

Viriis varhig ilk olarak enfekte olmus larvalarin dogrudan incelenmesiyle tespit
edildi. Arazi ¢alismalarinda bazi larvalarin uyusuk bir halde olduklart ve davranislarinin
anormal oldugu gézlendi. Daha sonra laboratuara getirilen larvalarin beslenmeye son
verdikleri bir miiddet sonra oldiikleri ve ©len larvalarin viicutlarinin sivi hale gegtigi
gbzlendi. Ayrica arazi sartlarinda viicut rengi kararmis ve iizerinde Sbek obek beyaz
lekelerin oldugu &lii larvalar tespit edildi. Sekil 3 A ve B enfekte olmamig ve MmEPV ile

enfekte olmus Melolontha melolontha larvalarimin goriintiilerini gostermektedir.

B

Sekil 3. M. melolontha larvalarinin goriiniisii. A: Normal M. melolontha
larvast; B: MmEPYV ile enfekte olmus M. melolontha larvast
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3.2. Isik Mikroskobu ile MmEPYV’nin incelenmesi

Makroskobik inceleme agamasindan sonra viral enfeksiyon 1gtk mikroskobu
kullanilarak belirlendi. Isik mikroskobu galigmalari direkt dokunun incelenmesi ve farkli
boyama metodlari ile virus inkliizyon yapilarinin boyanarak belirlenmesi seklinde olmak
tizere iki sekilde gergeklestirildi. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, 2000-2003 yillar arasinda
tez kapsaminda ¢aligilan Coleoptera iiyesi 5 findik zararlisindan Agelastica alni,
Amphimallon solstitiale, Anoplus roboris ve Balaninus nucum 'da herhangi bir enfeksiyon
gozlenmezken, Melolontha melolontha larvalarinda diisiik oranda bir viral enfeksiyon

belirlendi (Tablo 7).

Tablo 7. Viral enfeksiyon oram

Toplanan larva Incelenen larva Enfeksiyon gosteren  Enfeksiyon
sayis1 larva sayisi orani (%)
Agelastica alni 1633 0 0
Amphimallon solstitiale 381 0 0
Anoplus roboris 127 0 0
Balaninus nucum 691 0 0
Melolontha melolontha 1260 11 0,87

Isik mikroskobu i¢in mevcut olan bir ¢ok boyama yontemi arasindan baglica iki
metot virtis teshisinde, ozellikle de inkliizyon yapilari olugturan viriislerin teshisine
yardimer olmak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Buffalo Black 12B ve Giemsa
boyasi fiksasyon ve kompleks yontemlerin kullamilmasina gerek kalmadan kolaylikla
uygulanabilirler.

Herhangi bir virlis enfeksiyonu olabileceginden siiphelenilen larvalarin
dokularindan yayma preparatlar hazirlanarak viriislerin olusturmus oldugu inkliizyon
yapilarinin varhign arastirildi. Boyama metotlan ile yapilan incelemelerde Melolontha
melolontha larvalarinda EPV enfeksiyonu oldugu tespit edildi. Hazirlanan preparatlar ile
MmEPV’nin olusturmus oldugu sferoidler belirlendi ve morfolojik 6zellikleri g¢alisildi
(Sekil 4).
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Sekil 4. MmEPV nin 151k mikroskobu goriintiileri.

A: Boyanmamis MmEPYV sferoid ve spindillart (1,000X);
B: Giemsa ile boyanmis MmEPYV sferoidleri (1,500X);
C: Buffalo Black 12B ile boyanmis MmEPV sferoidleri (1,500X)
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M. melolontha’da enfeksiyon gésteren viral ajanin inkliizyon yapilarim belirlemek
i¢in yapilan boyama metotlarindan Giemsa metodunda, sferoidler mavi renk alirken,

Buffalo Black 12B ile siyah renkli yapilar olarak tespit edildiler.

3.3. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile MmEPV’nin incelenmesi

TEM mikroskobu ile yapilan ¢aligmalarda MmEPV’ye ait sferoidlerin 6-18 adet
viriona sahip oldugu (Sekil 5A) ve virionlarin uzunlugunun 450+20 nm genisliginin ise
250+10 nm oldugu tespit edildi (Sekil 5B). Sferoidlerin ortalama olarak 16 (n=50) tane
vition igerdikleri gozlendi. Sferoid boyunun 1,9-11,4 pum arasinda, ortalamasinin ise
5,45+2,323 um oldugu, eninin ise 1,14-5,7 um, ortalamasimn ise 2,894+1,130 um oldugu
belirlendi. Virionlarin oval sekilli ve Coleptera entomopoxviriislerine 6zel bir sekil olan
unilateral konkav merkeze sahip olduklan tespit edildi (Sekil 5B). Ayrica literatiirde
viriona sahip olmadiklar1 belirtilen spindil yapilar1 da fotograflandi ve boylarinin ortalama
1,071£1,186 pm oldugu belirlendi (Sekil 5C). En kiigiik spindil boyu 0,22 pm, en biiyiik
spindil boyu ise 4,4 pm olarak belirlendi.
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Sekil 5. MmEPV "nin elektron mikroskobu gorintiileri.
A: MmEPYV sferoid ve spindillarin total goriiniisii (13,000X);
B: MmEPYV virionunun ayrintil gériiniigii (63,000X);
C: MmEPV spindillarinin gériiniisii (35,000X)
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3.4. Slot-Blot Hibridizasyonu

Tespit edilen virlisin Entomopoxviridae familyasindan bir viriis oldugunu
kamitlamak igin Entomopoxviridae familyasindan Choristoneura fumiferana (Lepidoptera:
Tortricidae) EPV (CfEPV)‘den elde edilmis problar kullanilarak yapilan hibridizasyon
sonucunda, CfEPV (pozitif kontrol) DNA’simin ve MmEPV DNA’simin emdirildigi
gbzlerde baglanma olurken saglikli bocek homojenatinda (negatif kontrol) higbir baglanma

olmadig1 gézlendi (Sekil 6).

MmEPV GfERV Larval DNA

T

Sekil 6. MmEPV DNA’sinin slot-blot hibridizasyonu yontemi ile
belirlenmesi. MmEPV: Enfekte olmus M. melolontha
larvalarindan izole edilmis DNA;

CfEPV: CfEPV fus geni DNA’s1 (Pozitif Kontrol);
Larval DNA: Enfekte olmamis M. melolontha
larvalarindan izole edilmis DNA (Negatif Kontrol)
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3.5. MmEPV’nin Ozellikleri

Tespit edilen MmEPV’ye ait inkliizyon yapi proteinleri, morfolojik ozellikler ve

enfeksiyon 6zellikleri yapilan ¢aligmalar ile belirlendi.

3.5.1. Viral Proteinlerin SDS-PAGE Analizi

MmEPV’ye ait sferoidleri olusturan sferoidin proteini ve spindillar1 olusturan
fusolin proteini %10’luk poliakrilamid jel kullamlarak SDS-PAGE’de goriintiilendi.
Literatiir ile de uygun olarak sferoidin proteininin 110 kDa, fusolin proteinin ise 50 kDa

agirhginda oldugu tespit edildi (Sekil 7).

Sekil 7. MmEPYV sferoidin ve fusolin proteinlerinin %10’ luk
SDS-PAGE goriintiisi. MW: Molekiiler Markir;
S: Sferoidin; F: Fusolin
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3.5.2. MmEPV’nin Histopatolojisi

MmEPV nin hangi dokularda enfeksiyon olusturdugu sorusuna cevap bulmak igin
yapilan doku diseksiyonu calismalarinda trake, hemosit, yag ve bagsak dokularn

incelendi. Sekil 8, MmEPV’nin yag dokusu igindeki enfeksiyonunu gostermektedir.

Sekil 8. Yag dokusu iginde toplu halde MmEPV sferoidleri (300X)

3.5.3. MmEPV’nin Morfolojik Ozellikleri

Viriise ait sferoid ve spindil yapilanmin dig morfolojilerinin belirlenmesi igin
yapilan galismalar sonucunda sferoidlerin oval sekilli, spindillarin ise bipramidal sekilli
olduklan belirlendi.

Olgiimler sonucunda MmEPV’lere ait sferoidlerin 1,14-5,7 um genigliginde, 1,9-
11,4 um uzunlugunda, ortalamalarinin ise 2,894+1,130 um genisliginde, 5,452,323 um
uzunlugunda oldugu belirlendi (n= 50). Sferoidlerin boyunun %46’sinmn 3,1-6 pm
araliginda yogunlastig1 tespit edildi (Sekil 9).
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Sekil 9. MmEPYV sferoid boylarinin dagilimm

3.5.4. MmEPV’nin Insektisidal Etkisi

MmEPV’nin enfeksiyon yetenegini belirlemek igin farkli konsantrasyonlardaki
virus slispansiyonlan ikinci-iigiincii instar Melolontha melolontha larvalarina uygulandi.
7,5x10° sferoid/ml konsantasyon larvalar tizerinde % 93,3’likk bir 6liim oram1 sagladi.
Larval 6liim en erken 7. glinde baglarken, 15. glinde bitti.

MmEPV’ye ait sferoidlerin farkli konsantrasyonlarinin M. melolontha larvalan
tizerindeki insektisidal etkileri Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. MmEPV ’nin insektisidal etkisi

MmEPV Insektisidal
konsantrasyonu (sferoid/ml) etki (%)

7,5x10° 93,3

1,5x10* 80

1x10° 36,6
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3.5.5. MmEPYV Enfeksiyonunun Optimum Sicakligi

MmEPV’nin en yliksek enfeksiyon gosterdigi optimum sicakhigi belirlemek igin
7,5x10° sferoid/ml viriis konsantrasyonu ikinci-liglincli instar M. melolontha larvalan
lizerinde uygulandi. Larvalarin 20°C, 22°C, 25°C, 28°C ve 30°C’de beslenerek
enfeksiyonun gergeklesmesi saglandi (Tablo 9). En yiiksek enfeksiyon degeri 25°C‘de
tespit edildi. Gerek doga gerekse laboratuar sartlarinda enfekte olmus larvalar arasinda
yapilan gozlemlerde enfeksiyonlu larvalarin viicutlarinda sivilasmanin en hzli 25-28° C

arasinda oldugu gozlendi.

Tablo 9. MmMEPV ’nin farkl: sicakliklardaki
insektisidal etkisi

Sicaklik  Insektisidal etki (%)

20°C 73,3
22°C 76,6
25°C 93,3
28°C 86,6
30°C 83,3

3.5.6. MmEPV’nin Konak Hassasiyeti

MmEPV viriisiiniin konak hassasiyetini belirlemek icin Agelastica alni (L.)
(Coleoptera: Chrysomelidae) larvalar, Amphimallon solstitiale (L.) (Coleoptera:
Scarabaeidae) larvalari, Anoplus roboris (Suft.) (Coleoptera: Curculionidae) erginleri ve
Balaninus nucum (L.) (Coleoptera: Curculionidae) larvalan fizerinde insektisidal etkiler
aragtinldi.  Yapilan caligmalar neticesinde MmEPV’nin M. melolontha’dan baska test
edilen diger findik zararlisi bcekler iizerinde herhangi bir insektisidal etki olusturmadig

belirlendi.
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3.5.7. MmEPV’nin Horizontal Enfeksiyonu

Horizontal enfeksiyonu belirlemek igin yapilan ¢aligmalar aym1 populasyon
icindeki larvalar arasinda enfeksiyonun yayilma oranimin %28,2 oldugunu gésterdi (Sekil
10). Sekilden de goriildiigti gibi MmEPYV ile enfekte olmug deney grubuna 7 giin sonra
ilave edilen 30 saglikli larvadan pozitif kontrol grubuna gére 11 tane daha fazlasinda viral

enfeksiyon tespit edildi.
I. GRUP II. GRUP III. GRUP IV. GRUP
MmEPYV + 30 Larva MmEPV + 30 Larva 30 Larva 30 Larva
(21 giin inkdi.) (7 giin inkii.) (7 giin inkil.) (21 giin inki.)
I1. ve II1. Grup birlegtirildi
(14 glin daha inkii.)
v l v
28 Enfeksiyon 39 Enfeksiyon Enfeksiyon gézlenmedi

Sekil 10. MmEPV’nin horizontal enfeksiyonu

3.6. Cesitli Entomopoxviriislerin Insektisidal Etkileri

Temin edilen gesitli virtislerin Coleoptera grubu findik zararlilar {izerinde herhangi
bir enfeksiyon olusturup olusturmadig: aragtinildi. Bu baglamda Geotrupes sylvaticus
(Panzer) (Coleoptera: Scarabaeidae) ve Ips typographus (L.) (Coleoptera: Scolytidae)’a ait
EPV’ler 7,5x10° sferoid/ml oraminda ikinci ve ticlincii instar 4. alni, A. solstitiale, A.
roboris, B. nucum ve M. melolontha, larvalan ve erginleri tizerinde test edildi. Farkli
zamanlarda {i¢ kez tekrarlanarak yapilan deneyler sonucunda bu iki entomopoxviriisiin
(GSEPV ve ItEPV) test edilen bocekler tizerinde herhangi bir enfeksiyonuna rastlanmadi.



4. TARTISMA

Bu doktora tezi kapsaminda 4 yil (2000-2003) siiren arazi ¢aligmalar sirasinda
aragtirilan, Coleoptera takimmna ait 6nemli findik zararhlarindan Agelastica alni,
Amphimallon solstitiale, Anoplus roboris, Balaninus nucum ve Melolontha melolontha’da
hastalik olusturan viral patojenler ve bunlarin biyolojik miicadeledeki kullanim
potansiyelleri aragtinldi. Yapilan ¢aligmalar sonucunda bu bes findik zararlisindan sadece
Melolontha melolontha larvalarinda Entomopoxviridae familyasina ait bir viriis tespit
edildi.

Viriis varhif ilk olarak enfekte olmug bécek dokularimn dogrudan incelenmesiyle
tespit edildi. Arazi ¢aligmalarinda bazi larvalarin uyusuk bir halde olduklarn ve
davramglarinin anormal oldugu gozlendi. Daha sonra laboratuara getirilen larvalarin
beslenmeye son verdikleri bir miiddet sonra &ldiikleri ve 6len larvalarin viicutlarmin sivi
hale gectigi gbzlendi. Ayrica arazi sartlarinda viicut rengi kararmis ve {izerinde Sbek dbek
beyaz lekelerin oldugu 6lii larvalar tespit edildi. Bu dig semptomlar bunun tipik bir viral
hastalik oldugunu gostermektedir (Coppel ve Martins, 1977).

Enfeksiyon varlifindan stiphelenilen dokularin mikroskop altinda saglikli dokular
ile karsilagtinimasinda, ayrintimin kaybolmasi, sitoplazmada sik materyalin goriilmesi ve
sitoplazmada yogun gruplagmig oval sekillerin olmasi gibi farkli 6zellikler tespit edildi.
Bu 6zellikler enfeksiyonu ve virojenik geligimi gosterir (Evans ve Shapiro, 1997). Bu oval
yapilarin viral ajanlann olugturmus oldugu inkliizyon yapilan olup olmadifim aragtirmak
i¢in gesitli boyama metotlar1 uygulandi. Uygulanan boyama metoduna gore inkliizyon
yapilar ya hi¢ boyanmazlar, yada kullanilan boyanin rengini alirlar. M. melolontha’da
enfeksiyon gOsteren viral ajanin inkliizyon yapilarimi belirlemek igin yapilan boyama
metotlarindan Giemsa metodunda, sferoidler mavi renk alirken, Buffalo Black 12B ile
siyah renkli yapilar olarak tespit edildiler. Dolayistyla bu sonuglar bu inkliizyon yapilarmin
Entomopoxviridae familyasina ait viral inkliizyon yapilar oldugunu géstermektedir (Evans
ve Shapiro, 1997).

Bocek viriislerinin teshisi ve karakterizasyonunda sadece morfolojik 6zelliklerin
kullanilmas1 yamnda viral ajana ait inkliizyon yapilarin ve virionlarin i¢ yapilartmn
aydinlatilmasi da nemlidir. Bu amagla yapilan elektron mikroskobu (TEM) ¢alismalan

tespit edilen virtistin inkliizyon yapilanmin ve virion sekillerinin Coleoptera grubu
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boceklerde rastlanan EPV’lerin temel karakteristik 6zelligi olan oval sekilli olduklarini
gosterdi.

Entomopoxviridae familyas: virlisler uzunlugu 5-20 pm arasinda degisen 6lgiilerde
sferoidal inkl{izyon yapilarina sahiptirler (Amargier vd., 1964; Arif, 1995). Her bir konaga
has viriis tipi kendine &zgli sferoid ve virion &lgiilerine sahiptir. TEM calismalari
kapsaminda EPV’nin olusturmus oldugu sferoidlerden rastgele secilen 50 tanesinin
Olgiilmesi sonucunda tespit edilen viriise ait sferoid boyunun 1,9-11,4 pum arasinda,
ortalamasimin ise 5,45+2,323 pum oldufu, eninin ise 1,14-5,7 um, ortalamasmin ise
2,894:+1,130 um oldugu belirlendi.

MmEPV’ye ait Slgiiler literatiirde belirtilen diger EPV’ler ile karsilastirild: (Tablo
10). Bu gcaligmada tespit edilen MmEPV’nin literatiirdeki diger EPV’lere ait sferoid
boyutlar1 ile yapilan kargilagtirmasinda, 6zellikle Vago (1963) tarafindan Fransiz izolat
olarak literatlire kazandirilan MmEPV’ye ait 6lgiilerden dnemli derecede farkli oldugu
goriilmektedir. Bu izolatimn maksimum sferoid boyu 11,4 um iken Fransiz izolatinin
maksimum sferoid boyunun 24 um oldugu gériilmektedir.

Tablo 10. Bazi EPV’lere ait sferoid boyutlan

Konak Sferoid Boyu Kaynak
Adoretus versutus 12 x 20 um Beaudoin vd., 1994a
Anomala cuprea 5x 8 um Katagiri vd., 1975
Figulus sublaevis 1-5um Vago vd., 1968

Geotrupes sylvaticus 3,5-11um Lipa ve Bartkowski, 1972
Melolontha melolontha 10 - 24 um Vago, 1963

Melolontha melolontha  5,7x 11,4um Bu galigma

Phyllopertha horticola 6 - 25 um Vago vd., 1969

Incelemelerde sferoidlerin 6-18 arasinda viriona sahip oldugu ve virionlarin 450 =
20 nm uzunlugunda, 250 + 10 nm genisliginde oldugu tespit edildi. Fransiz izolatinda ise
sferoidlerin 110-120 adet viriona sahip oldugu bilinmektedir (Vago, 1963; Bergoin vd.,
1971). Virionlarin oval sekilli ve Colepteran entomopoxviriislerine dzel bir sekil olan
unilateral konkav merkeze sahip olduklari belirlendi. Tablo 11°de bazi Coleopteran
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EPV’lerinin morfolojik 6zellikleri sunulmustur (Arif ve Kurstak, 1991). Tablo 11°den de
anlagilacagr gibi MmEPYV izolat:1 Coleoptera EPV’lerine 6zel olan oval sekilli ve unilateral
konkav merkez sekilli virionlara sahiptir. Aymnca bilindigi {izere Coleoptera ve bazi
Lepidoptera konaklar ikinci bir protein yapisi olan spindillari da igermektedirler. Bu
¢aligmada literatlirde viriona sahip olmadiklari belirtilen spindil yapilar1 da fotograflandi
ve boylarimin ortalama 1,071+1,186 um oldugu tespit edildi. En kiigiik spindil boyu 0,22
pm, en biiyiik spindil boyu ise 4,4 um olarak belirlendi.

Tablo 11. Bazi Coleoptera entomopoxviriislerinin morfolojik dzellikleri

Konak Viriis 6lgiileri Inkliizyon Virlis  Merkez gekli  spindil

(nm) yapt (um) sekli
Melolontha melolontha’ 450 x 250 10-24 oval unilateral konkav mevcut
Melolontha melolontha’ 450 x 250 5,7x11.4 oval unilateral konkav mevcut

Othnonius batesi 470 x 265 5-10 oval unilateral konkav mevcut

Demodena boranensis 420 x 230 8-11 oval wunilateral konkav mevcut

Geotrupes sylvaticus 366-416x  3,5-11 oval unilateral konkav mevcut
255 -286

Dermolepida alborhirtum 420 - 450 x 3-5 oval unilateral konkav mevcut
220 -240 degil

Aphodius tasmaniae 380-430x 5-12 oval unilateral konkav mevcut
250 - 300

Anomala cuprea 440 x 250 5x8 oval unilateral konkav mevcut

Phyllopertha horticola 400 x 240 6-25 oval unilateral konkav mevcut
Figulus sublaevis 330x 290 1-5 oval unilateral konkav mevcut

! Hurpin ve Vago, 1963; Bergoin vd., 1968
’Bu cahisma

Izole edilen virtistin sferoid boyutlarinin ve her bir sferoidin igerdigi virion sayisimn
farkli olmas1 Melolontha melolontha entomopoxviriisin (MmEPV)’niin yeni bir izolat:
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglardan dolayr bu viriis izolat1 hem yeni bir izolat hem
de Ttrkiye’den belirlenen ilk EPV olmas: nedeniyle MmEPV nin Tiirk izolat: ve diinyada
Fransiz izolatinin diginda belirlenen ikinci MmEPYV izolat1 olarak tammlanmustir.
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Morfolojik ve elektron mikroskobu g¢aligmalarn ile tespit edilen viral ajamn
entomopoxviridae familyasina ait bir b6cek viriisii oldugunu molekiiler teknikler ile de
ispatlamak i¢cin DNA-DNA hibridizasyon teknigi kullamildi. Choristoneura fumiferana
(Clemens) (Lepidoptera: Tortricidae) entomopoxviriisiine (CfEPV) ait fusolin genine 6zel
prob ile yapilan hibridizasyon ¢aligmalarinda, tespit edilen viriisten elde edilen DNA
CfEPV fus gen probu ile hibridize oldu. DNA hibridizasyon metodunun etkili oldugu Ward
vd., (1987) tarafindan da belirtilmistir. Bu hibridizasyon sonuglan tespit edilen viriistin bir
EPV oldugunu molekiiler olarakta gostermekte ve dnceki morfolojik ¢alismalarda elde
edilen sonuglar1 desteklemektedir.

Bocek virlislerinin tagimminda yagmurun 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir
(Mohamed vd., 1982). Ayrica enfekte olmug larva oliilerinin pargalanmasiyla dagilan
sferoidler enfeksiyonun diger bireylere ulagmasim saglarlar. Viriisler konak generasyonlari
arasinda yada yillarca toprakta enfeksiyon 6zelliklerini koruyabilirler (Olofson, 1988).

MmEPV’nin enfeksiyon yetenegini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda
7,5x10° sferoid/ml konsantrasyonundaki MmEPV’nin M. melolontha larvalan {izerinde
%93.3’liik bir 6liim oranina sahip oldugu tespit edildi. Tespit edilen bu enfeksiyon degeri
MmEPV’nin M. melolontha zararlisi i¢in gok verimli bir sekilde biyolojik miicadele ajam
olarak kullanilabilecegini gosterdi.

MmEPV’nin optimum enfeksiyon sicaklifim belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalar
sonucunda MmEPV’nin optimum enfeksiyon sicakligi 25°C olarak tespit edildi. Gerek
dogal populasyon i¢inde gerekse deneysel olarak infekte olmug larvalar arasinda yapilan
gézlemlerde enfekte olmus larvalarda viicut sivilagmasimun en hizli 25-28° C arasinda
oldugu gozlendi. Viral ajanlarin larvalarda geligimi sicakliga baghidir. Yiiksek sicaklik
hastaligin diigiik sicakliklardakinden daha hizhi gelismesini saglar (Krieg, 1955; 1968).
Bununla birlikte diisiik sicakliklarda larvalar geligimlerini tamamlamak i¢in normalden
daha fazla zamana ihtiyag¢ duyarlar.

MmEPV’nin konak hassasiyetini belirlemek igin yapilan ¢aligmalarda, MmEPV’nin
test edilen Agelastica alni (L.) (Coleoptera: Chrysomelidae) larvalan, Amphimallon
solstitiale (L.) (Coleoptera: Scarabaeidae) larvalan, Anoplus roboris (Sufr.) (Coleoptera:
Curculionidae) erginleri ve Balaninus nucum (L.) (Coleoptera: Curculionidae)
larvalarindan hicbiri iizerinde enfeksiyon gdstermedigi belirlendi. Bu sonuglar
MmEPV’nin konak hassasiyetinin ¢ok dar oldugunu géstermektedir. Bir viriise ait konak
hassasiyetinin dar olmasi her ne kadar istenilen bir durum olsada baz1 durumlarda birden
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fazla istenilen konak iizerinde enfeksiyon olugturan viriisler rekombinant tekniklerle
uretilebilirler.

MmEPV’nin horizontal infeksiyonunun belirlemek igin yapilan ¢aligmalarda da bu
enfeksiyonun 6nemli derecede populasyon i¢inde viral enfeksiyonun yayilmasinda rol
oynadifin1 gostermektedir. Sekil 10°dan anlagildigi gibi laboratuar sartlarinda yapilan
calismalarda horizontal enfeksiyon ile populasyon igindeki viral enfeksiyonun %28,2 daha
fazla arttifn goriilmektedir. Bu sonug horizontal enfeksiyonun MmEPV’nin biyolojik
miicadelede kullanilmasinda biiyiik rol oynayacagin géstermektedir. Ayrica parazitoid ve
predatérler virtisleri farkli bélgelerdeki populasyonlara tasiyarak enfeksiyonun yayilmasini
saglarlar (Greathead, 1976).

MmEPV’nin enfeksiyon caligmalari diginda Coleoptera takimindan Geotrupes
sylvaticus (Panzer) (Coleoptera: Scarabacidae) ve Ips fypographus (L.) (Coleoptera:
Scolytidae)’a ait EPV’lerin ¢aligilan 5 findik zararlis1 lizerinde herhangi bir enfeksiyon
ozelligine sahip olup olmadi1 aragtirildi. GsEPV ve ItEPV’nin (7,5x10° sferoid/ml) test
edilen 4. alni, A. solstitiale, A. roboris, B. nucum ve M. melolontha larvalan ve erginleri
lizerinde enfeksiyonuna rastlamlmadi. Bu da bize entomopoxviriislerin konak
hassasiyetlerinin gergekten ¢ok dar oldugunu bir kez daha gosterdi. Ayrica bu aragtirmada
tespit edilen MmEPV’nin M. melolontha’mn biyolojik kontroli igin ne kadar 6nemli
oldugunu ortaya sermektedir.

Coleopteran entomopoxviriislerin karakteristik yapilan olan sferoid ve spindillar
olusturan sferoidin ve fusolin proteinlerinin literatiirle uyum iginde molekiiler agirhklarinin
sirastyla 110 kDa ve 50 kDa olduklar tespit edildi ve SDS-PAGE’de goriintiilendi. Bu
calismadaki sonuglar Sanz vd. (1994) ve Gauthier vd. (1995)’nin sonuglarim1 destekler
nitelikte olup, M. melolontha entomopoxvirlisiin Fransiz izolatimin sferoidin proteininin
110-115 kDa, fusolin proteininin ise 50 kDa oldugunu gostermislerdir. Bu galismada
tespit edilen MmEPV’nin etkili, segici ve giivenli bir biyolojik kontrol ajam1 oldugu
diistiniilmektedir.

Tim diinyada &zellikle son yillarda zararli bocekler ile miicadelede viriislerin
kullanimia yénelik galigmalar hizla ilerlerken ve gliniimiizde viriislere ait birgok ticari
preparat iiretilip piyasaya sunulurken, iilkemizde zararli b&cekler ile biyolojik miicadelede
virlislerin kullanimina y&nelik ¢alismalar yok denecek kadar azdir. Literatiire bakildiginda
bu ¢alisma iilkemizde b&cek viriisleri iizerine yapilan en temel iki ¢alismadan biridir.

Dolaystyla bu galismanin tilkemizde hem bu zararliya kars: hem de diger zararlilara karst
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viral kontrol ajanlarinin se¢imi, gelistirilmesi ve kullammim tegvik edecegini, biyolojik
miicadele agisindan biiyilk Oneme sahip yeni bdcek viriislerinin tespitine yonelik

caligmalara 6rnek olacagi ve ivme kazandiracag: diiglinmektedir.



5. SONUCLAR

Bu doktora tezi siiresince elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde verilmisgtir.

. Bes 6nemli Coleoptera grubu findik zararlisiyla miicadelede kullamlmak {izere onlarin

dogal diigmami olan virtisler arastirildi ve sadece Melolontha melolontha (L.)’da bir
viral enfeksiyon tespit edildi.

Tespit edilen viriistin morfolojik, mikroskobik ve molekiiler ¢aligmalar sonucunda
Entomopoxviridae familyasindan bir virlis (EPV) oldugu tespit edildi ve MmEPV-TR
olarak adlandirildi.

Tespit edilen MmEPV nin Tiirkiye i¢in birinci, diinya i¢in Fransiz izolatindan sonra
ikinci MmEPYV izolat1 oldugu belirlendi.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda 7,5x10° sferoid/ml konsantrasyonundaki MmEPV’nin
M. melolontha larvalan {izerinde 15 giin i¢inde %93,3’liik bir 6liim oranina sahip
oldugu tespit edildi.

MmEPYV i¢in optimum enfeksiyon sicakligi 25°C olarak tespit edildi.

MmEPV’nin konak hassasiyetinin ¢ok sinirli oldugu bulundu. MmEPV’nin test edilen
Agelastica alni (L.) (Coleoptera: Chrysomelidae) larvalari, Amphimallon solstitiale (L.)
(Coleoptera: Scarabaeidae) larvalari, Anoplus roboris (Sufr.) (Coleoptera:
Curculionidae) erginleri ve Balaninus nucum (L.) (Coleoptera: Curculionidae)
larvalarindan higbiri {izerinde enfeksiyon gostermedigi belirlendi.

MmEPV nin populasyon iginde % 28,2°1ik bir oranda yayildig: tespit edildi.

8. Geotrupes sylvaticus (Panzer) (Coleoptera: Scarabaeidae) ve Ips typographus (L.)

10.

11.

(Coleoptera: Scolytidae)’a ait EPV’lerin (7,5x10° sferoid/ml) test edilen 4. alni, 4.
solstitiale, A. roboris, B. nucum ve M. melolontha larvalan ve erginleri iizerinde
enfeksiyonuna rastlaniimada.

Sferoidleri olusturan sferoidin proteininin 110 kDa, spindillari olusturan fusolin
proteinin ise 50 kDa agirliginda oldugu tespit edildi.

Bu caligma ile Tiirkiye i¢in ¢ok yeni olan bu alanda bir bocek viriisii tespit edilerek
tanimlandi.

Bu sonuglar ile MmEPV’nin M. melolontha’nin miicadelesinde etkili bir gekilde
kullanilabilecegi ortaya konuldu.



6. ONERILER

Diinyanin birgok yerinde oldugu gibi {ilkemizde de tarimsal zararlilar ile miicadele
bazi istisnalar hari¢ biliyiikk oranda kimyasal ilaglar kullanilarak yapilmaktadr.
Kimyasallarin insanlar ve ¢evremiz tzerindeki kotli etkileri hepimizce ¢ok iyi
bilinmektedir. Son yillarda biiyiik aragtirmalara konu olan biyolojik miicadele kimyasal
miicadele y6ntemleriyle baglantili birgok problemi ortadan kaldirmaktadir. Bundan dolay:
biyolojik miicadele, kimyasal miicadele ile karsilagtirildiginda ekolojik dengeyi bozmayan
alternatif bir miicadele yéntemidir. Bu baglamda bu tez sonucunda tespit edilip, morfolojik
ve molekiiler olarak tamimlanan MmEPV’nin 6énemli bir findik zararhisi olan M.
melolontha ile miicadelede kimyasallara alternatif olarak kullamlmalidir. Bu amagla bu
virlislin kitle tretimi gerceklestirmeli ve ticari sekli sunulmalidir. Bdylece hem bu
zararliyla miicadelede kullamlan kimyasallarin ¢evreye yapmig oldugu olumsuz etkiler
ortadan kalkacak hem de ekonomik agidan daha diisiik maliyet gerektirecektir. Bu viriisiin
istege bagh olarak konak hassasiyeti ve etki orami rekombinant teknikler kullanilarak
geligtirilebilir. Bu ¢aligma tilkemizde bu alanda yapilan temel ¢alisma olmasi nedeniyle, bu
alanda ¢alisacak dier aragtirmacilar i¢in 6rnek alinacak bir ¢alisma olacaktir. Bu tezde
sunulan bilgiler kullamlarak diger tarimsal zararlilar ile miicadelede yeni viral ajanlarin
tespiti miimkiin olabilir.
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