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OZET

""Pinus brutia Ten."DA, Tomicus destruens Woll."IN (COLEOPTERA:
SCOLYTINAE) VARLIGI VE FUNGAL TOPLULUKLARI iLE iLiSKiSi"
YUKSEK LiSANS TEZi
GULNAR ASHYROVA
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESi GURCAY KIVANC AKYILDIZ)
(ES DANISMAN: DR. OGR. UYESI REFIKA CEYDA BERAM)
DENIZLi, AGUSTOS 2024

Calisma kapsaminda, Denizli Orman Isletme Miidiirliigii, Civril Orman
Isletme Sefligi, 216 no’lu Kizilgam Tohum Bahgesi'ndebdcek-fungus-agag iliskisi
calistlmistir. Izleme caligmalari, Tomicus destruens’in yasam dongiisii dikkate
aliarak Eyliil 2022 - Haziran 2023 tarihleri arasinda gerceklestirilmistir. Yapilan
izolasyonlar sonucunda 84 fungal izolat elde edilmistir. Ezme ve yiirlitme olmak
tizere iki farkli izolat elde etme yontemi arasinda p = 0,037 seviyesinde anlaml
fark tespit edilmistir. Her taksondan temsili izolatlar, DNA izolasyonuna ve
ardindan ITS (Internal Transcribed Spacer) gen boélgesinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonuna tabi tutulmustur. Bu izolatlardan hepsi Ascomycota subesinden
olmak tlizere, 11 familyaya ait (Apiosporaceae, Aspergillaceae, Cladosporiaceae,
Cordycipitaceae, Didymellaceae, Dothioraceae, Nectriaceae, Pleosporaceae,
Saccotheciaceae, Sarocladiaceae, Stachybotryaceae) 14 farkli fungus taksonu
tespit edilmistir.Bu funguslarin9’u(Cladosporium sp., Aureobasidium sp.,
Penicillium sp., Lecanicillium sp., Fusarium sp., Sarocladium sp., Albifimbria sp.,
Alternia sp, Arthrinium sp.) cins seviyesinde, 5 tanesi (Sydowia polyspora,
Aureobasidium pullulans, Aspergillus niger, Epicoccum layuense, Alternaria
alternata) tiir seviyesinde teshis edilmistir. Bunlar igerisinden Lecanicillium sp.,
T. destruens i¢in ilk kez rapor edilen entomopatojendir. En yaygimn taksonlar
sirastyla; Penicillium sp. (%18,60), Sarocladium sp. (%13,95) ve Sydowia
polyspora (%11,63) olarak belirlenmistir. Ayrica ¢alismada fungus tiirlerinin
seyreltme derecelerine gore varlik/yokluk durumlari incelenmis ve tiir zenginligi
Shannon-Weiner ¢esitlilik indeksi kullanilarak belirlenmistir. Calisma, orman
ekosistemlerinin korunmasi ve biyolojik ¢esitliligin stirdiiriilebilir yonetimi igin
temel veriler saglamaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Akdeniz orman bahgivani, fungus, kabuk bocegi,
kizilgam, patojen.



ABSTRACT

"PRESENCE OF Tomicus destruens Woll.(Coleoptera: Scolytinae) AND ITS
RELATIONSHIP WITH FUNGAL COMMUNITIES IN Pinus brutia Ten."
MSc THESIS
GULNAR ASHYROVA
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE BIOLOGY
BiYOLOJi ANABILIM DALI
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. GURCAY KIVANC AKYILDIZ)
(COVISOR: ASSIST. PROF. DR. UYESI REFiKA CEYDA BERAM)
DENIZLI, AUGUST2024

In this study, the insect-fungus-tree relationship was investigated in the
216™ Pinus brutia Seed Orchard, Denizli Forestry Directorate, Civril Forest
Management Chief. The monitoring studies were carried out between September
2022 and June 2023, taking into account the life cycle of Tomicus destruens. As a
result of the isolations, 84 fungal isolates were obtained. A significant difference
was found between the two different isolation methods, grinding and walk-over,
at the level of p = 0.037. Representative isolates from each taxon were subjected
to DNA isolation and then to Polymerase Chain Reaction of the ITS (Internal
Transcribed Spacer) gene region. Fourteen different fungal taxa belonging to 11
families (Apiosporaceae, Aspergillaceae, Cladosporiaceae, Cordycipitaceae,
Didymellaceae, Dothioraceae, Nectriaceae, Pleosporaceae, Saccotheciaceae,
Sarocladiaceae, Stachybotryaceae), all from the Ascomycota phylum, were
identified. Nine of these fungi (Cladosporium sp., Aureobasidium sp., Penicillium
sp., Lecanicillium sp., Fusarium sp., Sarocladium sp., Albifimbria sp., Alternaria
sp, Arthrinium sp.) were identified at the genus level, and five (Sydowia
polyspora, Aureobasidium pullulans, Aspergillus niger, Epicoccum layuense,
Alternaria alternata) at the species level. Among these, Lecanicillium sp. is the
first reported entomopathogen for T. destruens. The most common taxa were
determined as Penicillium sp. (18.60%), Sarocladium sp. (13.95%), and Sydowia
polyspora (11.63%). Additionally, the presence/absence of fungal species was
examined according to their dilution levels, and species richness was determined
using the Shannon-Weiner diversity index. The study provides fundamental data
for the conservation of forest ecosystems and the sustainable management of
biological diversity.

KEYWORDS: Bark beetle, fungi, pathogen, pine shoot beetle, red pine.
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ONSOZ

Bu tezin hazirlanmasi siirecinde bana destek olan, rehberlik eden ve tesvik
eden bir¢ok kisinin katkilar1 olmustur. Bu nedenle, onlara ictenlikle tesekkiir
etmek istiyorum. Oncelikle, tez damismammm Dr. Ogr. U. Giircay Kivang
AKYILDIZ’a ve es damismamim Dr. Ogr. U. Refika Ceyda BERAM’a, bana
sagladiklar1 bilgi, deneyim ve siirekli destekleri i¢in minnettarim. Kendileri, bu
caligmanin her asamasinda bana yol gosterici oldu ve tezimin tamamlanmasina
biiyiik katki sagladilar. Ayrica, Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigli'ne tez calismama saglamis oldugu proje destegi icin
tesekkiirlerimi sunarim. Denizli Orman Isletme Miidiirliigii, Civril Orman Isletme
Sefligi, 216 no’lu Kizilcam Tohum Bahgesi'nde calismalarimi siirdiirmemde
yardimci olan isletme sefligi ¢alisanlarina ve bu siirecte desteklerini esirgemeyen
0.Z.M. Sube Miidiirii Sayin Ibrahim KARASAHIN’e sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Bu siirecte bana laboratuvar imkanlari sunan ve arastirmamin
gerceklestirilmesine yardime1 olan Pamukkale Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Bolimii, Fungal Biyoteknoloji Laboratuvart ¢alisanlarina ve
Hidrobiyoloji Laboratuvari ¢alisanlarina tesekkiir ederim.

Ailem ve arkadaslarim da bu siiregte bana biiyiik bir moral ve motivasyon
kaynagi oldular. Ozellikle, siirekli yanimda olan ve destegini esirgemeyen aileme
minnettarim. Onlarin sabri, sevgisi ve inanci, bu tezin ortaya ¢ikmasinda biiyiik
bir rol oynadi.

Son olarak, bu calismay1 gergeklestirmemde emegi gegen, adini burada
sayamadigim herkese tesekkiirlerimi sunarim. Onlarin katkilar1 ve destekleri

olmadan bu ¢alisma tamamlanamazdi.

Tesekkiirlerimle,



1 GIRIS

Ormanlar, ekolojik dengenin korunmasinda 6nemli bir rol oynarlar ve
ormanlarin sagligi karasal ekosistemlerin siirdiiriilebilirliginin ayrilmaz bir
parcasidir. Ilk caglardan itibaren insanlarin barinak, ¢it el aletleri (sanat ve savas
aletleri) yapimi, ahsap oyuncaklar, mobilya, gemi yapimi, yakit ve kirtasiye gibi
tarih boyunca kullandiklart en dnemli dogal kaynaklardan bir tanesi ormanlar
olmustur (Keten ve Giirsoy 2020). Son buzul ¢agt bitimiyle (~10.000 y1l énce),
yeryiiziindeki kara alaninin  %57’sine ormanlik alanlar hakim oldugu
bilinmektedir (Ritchie 2021). Bu oran 700’1l yillarda %52, 1800’ yillarda %50,
1900'de %48, ve 1950'de %44 olarak belirtilmis ve son 120 yilda yiizde 10’luk bir
orman azalmasi kaydedilmistir (Ritchie ve Roser 2021). Kiiresel dl¢cekte orman
kaynaklarimi diizenli olarak izleyen ve raporlayan Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orgiitii (FAO)’ne gore Ocak 2022°deki son giincel bilgiler itibariyla diinya
kara alanimin yaklasik %31°1 ormanlarla kaplidir. Buna goére son 30 yilda 420
milyon hektar ormanlik alaninin kaybedildigi ve logaritmik bir diislis oldugu

anlasilmaktadir.

Orman ekosistemlerinin karmagsik dokusu ig¢inde, cesitli organizmalar
arasindaki etkilesimler ekosistem dinamiklerini 6nemli Ol¢iide etkilemektedir.
Ekosistemler, biyotik ve abiyotik islevsel bilesenleri igerir ve enerji ile madde
akislariyla birbirlerine baghdir. Farkli tiirlerden organizmalarin ekosistemde
enerji, madde ve bilgi akislariyla birbirleri arasinda baglanti olusturan
organizmalar "holobiont" olarak adlandirilmaktadir (Sanchez-Garcia ve dig.
2017). Dolayistyla, orman ekosistemleri farkli holobiontlar arasindaki etkilesimler
ag1 olarak gorilebilir. Ayrica orman ekosistemleri, heterojenlik, hiyerarsi, 6z-
orgilitlenme, uyum, dogrusal veya dogrusal olmayan pek ¢ok karmasik sistem
ozelliklerine ev sahipligi yapmaktadir (Filotas ve dig. 2014). Ornegin, saproksilik
organizmalar (funguslar, bocekler ve digerleri), ormanlardaki 6lii odunlarin geri
doniisiimii icin 6nemli bir rol oynamaktadir, bu da ekosistem aglarinda madde ve

enerjinin akisini kolaylagtirmaktadir (Yang ve Gratton 2014).



Kabuk bocekleri (Curculionidae, Scolytinae), orman ekosistemlerinin
onemli bilesenleridir ve bu nedenle onlarin dahil oldugu semiyotik (gdstergebilim)
ag1 ¢oziimlemek onemlidir. Kabuk bdcekleri, ¢ogunlukla agaclar olmak iizere
bitkilerin yasayan ve 6lii dokularinda yasayan binlerce tiirii icerir. Islevsel olarak,
bu bocek tiirleri, hedef agacin saldirtya ugradig: tiiriin uygunluguna bagl olarak
birincil veya ikincil tiirler olarak smiflandirilabilir: birincil tiirler, canli dokulart
isgal etmeye uzmanlasmistir, ikincil tlrler ise Olii veya yiiksek derecede
yaralanmis agaclar1 kolonilestirmeyi tercih eder (Vega ve Hofstetter 2014). Bu
stirecte agagta kolonilesen bocekler ile agagta yasayan funguslar arasindaki iliski
Okaryotlar arasindaki en bagarili simbiyozlardan sayilabilir (Hulcr ve Dunn 2011).
Bu iliski, cesitli bocek gruplarinda birkag ortak ihtiyaca tepki olarak bagimsiz
sekilde ortaya ¢ikmistir. Bunlar arasinda boynuzlu yabanarilar1 (Bovidae), odun
kurtlar1 (Lymexilidae), gevis bocekleri (Passalidae) ve genellikle kabuk ve
Ambrosia bocekleri gibi genis bir bocek grubu bulunmaktadir. Cesitlilikleri ve
ekolojik etkileri nedeniyle, kabuk ve ambrosia bocekleri bu siralamada ilk siraya
yerlestirilir. Kabuk ve ambrosia boceklerinin funguslarla iligkisi Tersiyer donemde
baslamis ve birbirinden bagimsiz birden fazla soyda onemli olmustur. Boylece
genis bir simbiyotik iligki ag1 kurulmasi miimkiin olabilmistir. Fungus
yetistiriciligi, funguslarin aga¢ dokusunun sindirilmesi ve funguslarin bocekler
tarafindan tasinmasi gibi Ornekler verilebilir. Bu iligkiler, ekolojik bir bakis
acisindan dikkat ¢ekicidir, ancak ayn1 zamanda daha sorunlu bir yonleri de vardr.
Maalesef, bu tiir simbiyotik organizmalar, diinyadaki en son istilaci agag

zararlilariin ¢ogundan sorumludur.

Diinya’da kozmopolit olarak yayilis gosteren bu bocek gruplart iilkemizin
hemen hemen her yerinde, yaygin olarak ikincil (sekonder) zararli olarak
goriilmektedir (Sarikaya ve Avci 2010). Bu bocekler, liremelerini arttiran veya
azaltan faktorlerin etkisine bagli olarak aga¢ oldiiriicii veya mescere tahripgisi
olabilmektedir (Can 2005). Baz1 kabuk bocegi tiirleri zayif diismiis ve dlmekte
olan agaglara bulasirken, bazilar1 da saglikli bireylere bulasarak agacin zarar
gormesine sebep olmaktadir. Kambiyumda yasayan bdcekler ergin hale
geldiklerinde c¢ogalabilecekleri yeni konukc¢u agaglar bulmak {izere cevreye
dagilirlar ve cok hizli bir sekilde yayilarak epidemilere yol acarlar (McNee ve dig.

2000). Bu epidemiler yalnizca aga¢ sagligi ve odun kalitesine zarar vermek ile



kalmayip yaban hayatini ve orman alanlarimin rekreasyonel kullanimini da

olumsuz bir sekilde etkilemektedir (Mezei ve dig. 2014).

Bunula beraber, kabuk bocekleri agaglara dogrudan zarar vermek ile
beraber, iliskide bulunduklar1 ve tasidiklar1 bazi fungus tiirleri nedeniyle
ormancilikta daha fazla ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Funguslar ve
kabuk bocekleri (Coleoptera, Scolytinae) arasindaki ekolojik etkilesimler olduk¢a
karmasik olabilmektedir (Six 2012). Kabuk boceklerinin hem larva, hem de ergin
donemlerinde bagirsak sistemlerinde ve diger viicut bolgelerinde bir¢ok fungal
toplulugu icerdigi ve bu funguslarin bdcekler ile patojenik iliskilerden zorunlu
mutualistik iliskilere kadar birgok farkli etkilesimde bulundugu bilinmektedir
(Dharne 2006). Bu karsilikli iliskide, bocekler farkli agaglara saldirdikca
funguslar da yeni konakgilarina basit yoldan ulagmis olmaktadir ve bdylelikle
odun tahripg¢isi olan birgok patojen, bu bocekler sayesinde yeni konakgilarinda
dagilim gosterebilmektedir. Bu iliskide fungus, agagtaki floem dokusunu bir
habitat olarak bocege uygun hale getirmek veya neslinin devaminin saglanmasi
icin bocege besin kaynagi olusturmak gibi avantajli gorevler iistlenebilmektedir.
Ayrica, bu simbiyotik iligkide funguslar agac toksinlerini azaltarak agac
savunmasint diisiirmeye de katkida bulunmaktadir. Boylelikle degisen kosullar

altinda kabuk boceginin performansint farkli sekilde etkileyebilmektedirler
(Graham 1967).

Scolytinae familyasinin 6nemli bir {iyesi olan Tomicus destruens (Woll.,
1865), cam ormanlarinin sagligi ve canliligi lizerindeki potansiyel etkisi nedeniyle
dikkat cekmektedir (Gencal ve Sarikaya 2023). Bu kabuk boceginin dagilim
modellerini ve bunun fungus topluluklariyla olan iliskisini anlamak, etkili orman

yOnetimi stratejileri gelistirmek i¢in ¢ok dnemlidir.

1.1 Pinus brutia Ten. (Kizilgam) Hakkinda Genel Bilgi

Pinus brutia, ilk kez Michele Tenore (1780-1861) tarafindan 1811 yilinda
tanimlanmistir. Bu agag, Tiirkgede kizilgam olarak bilinirken, Ingilizcede en gok

“Calabrian Pine” ve “Turkish Red Pine” isimleriyle taninir. Tiir adi, Roma



déneminde Bruttium olarak anilan giiniimiizdeki italyan Calabria bolgesinden
esinlenilerek verilmistir. Pinaceae familyasinin bir tiyesi olan Kizilgam (P. brutia
Ten.), 20-25 metre yiikseklige ulasabilen ve 60 cm ¢apa kadar biiyiiyebilen,
goriiniim olarak Halep camina benzeyen, kalin dalli ve genellikle piiriizlii gdvdesi

olan bir agag tliriidiir (Anonim 2017), (Sekil 1. 1).

Sekil 1. 1: Pinus brutia Ten. (Kizilgam) ormani.

Bati Anadolu ve Akdeniz bolgesinde genis bir yayilisa sahip olan
Kizilgam, aym1 zamanda Erbaa yakinlarindaki Kelkit Cayr ile Yesilirmak’in
birlestigi nokta, Ayancik, Sinop, Boyabat, Amasya ve Zonguldak gibi Akdeniz
ikliminin etkili oldugu mikro klima bolgelerinde kii¢iik adaciklar halinde bulunur.
Tiirkiye'de en genis yayilimi Akdeniz kiyr seridi ile kiytya yakin i¢ bolgeler ve
Giineydogu Anadolu'dadir. Ulkemizde 1500 metreye kadar yiikselen alanlarda
yetisir ve en yaygin ¢cam tiirimiizdiir (Sekil 1. 2) (Anonim 2013). Gengken piramit
seklinde bir goriiniime sahipken, yaslandik¢a genis tepeli bir yapiya biiriiniir.
Geng agaglarin kabugu diizgiin ve gri renkteyken, yaslandikca kalin, kirmizimsi
kahverengi bir kabuk olusturur. Yeni siirglinler kirmizimsi renktedir ve bu nedenle
Kizilgam adimi almistir. Yiiksek sicaklik gereksinimi olan bir tlirdiir. Kislar
iliman, yazlar sicak ve kurak olan bolgelerde, zayif, kayalik, kirecli ya da kumsal
topraklarda yetisebilir. Ancak uygun iklim kosullarinda ve balgikli topraklarda
kaliteli gdvdeler olusturur. Derinlere inen kazik kok sistemi vardir. Ulkemizde
dogal olarak yetisen ve en hizli biiyliyen tiirdiir. Riizgara karsi dayaniklilig
diisiiktiir, bu nedenle riizgar goévde ve tepe sekillenmesinde onemli bir rol oynar.
Yetistigi bolgelerde kar kirilmasi ve devrilmesi nadiren goriiliir. S1§ topraklarda

firtinalar zarar verebilir ve donlara kars1 hassastir. Kalin kabuklu olmasi nedeniyle



Ortii yanginlarindan az zarar goriir. Recinesinden yararlanilan tek cam tiiriidiir.
Kolay islenebilirligi nedeniyle yap1 malzemesi, mobilya ve ambalaj sanayisinde

yaygin olarak kullanilmaktadir (Anonim 2013, Anonim 2017).

’ . Pinus brutia var. brutia
Pinus brutia var. pityusa

| Pinus brutia var. eldarica

Pinus brutia var, pendulifolia

Sekil 1. 2: Tiirkiye ve ¢evresinde Kizilgam yayilis alanlar1 (Caudullo ve dig.
2017°den degistirilmistir).

1.2 Bocek-Fungus Birliktelikleri

Yapilan arastirmalara gore bocek-fungus birlikteligi ilk olarak Geg
Paleozoik ¢ag, Karbonifer donemde (359 Milyon - 299 Milyon yil 6nce) ortaya
cikmistir (Beaver 1989; Ayres ve dig. 2000; Farrel ve dig. 2001). Agaglar,
Karbonifer donemden bu yana, floem, ksilem veya kabuk gibi ¢esitli yapilar ile
Diinya'nin bitki biyokiitlesi ve besin maddelerinin ¢ogunu saglamistir. Donem ve
sartlar itibari ile bocekler bu durumdan ilk faydalananlar olmustur. Bocekler bu
besin kaynaklarina erismek i¢in gesitli stratejiler gelistirmislerdir. Ancak buna

karsilik agaclar da pasif kalmamis ve oOncelikle 6zel kimyasallar, regineler ve
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lateksler tireterek kendilerini savunmak i¢in basitten karmasiga cesitli stratejiler
gelistirmislerdir. Bitkiler tarafindan fretilen bu stratejik savunma iirlinlerine
ikincil metabolitler de denmektedir. Bu nedenle, canli ve saglikli agaclarda ¢ok az
bocek kolonizasyonu goriiliirken, kabuk, floem veya odun c¢liriimesini beslenme
kaynagi olarak kullanan cogu bocek tiirii, ancak agac Oldiikten sonra bunu
gerceklestirebilecek imkan bulurlar. Bununla beraber, agacin yasamsal faaliyetleri
sonlansa bile, onu tiiketmek isteyen bocekler i¢in direngli bir ortam saglayabilir.
Kabuk ve floemde bulunan birgok savunma kimyasali ve regine son derece
dayanikli, saglam bilesiklerdir. Odun ¢iiriimesine karsi direngli polimerlerin
cogunu ksilem de olusturabilir Tam da bu noktada, funguslar boceklerin
yardimma yetisir ve bdcek-fungus birlikteligi ortaya ¢ikmis olur. Uzun ve
tekrarlanan denemeler sonucunda, odun delici bdcekler ile funguslar arasinda
simbiyozun evrimlestigi goriiliir. Bu birlikteligin sonucunda, 6li agaglardaki
kalint1 savunma sistemleri yenilebilir hale gelmistir (Klepzig ve dig. 2009; Ma ve
dig. 2010; Hulcr ve Dunn, 2011).

[lk zamanlarda, kabuk bdceklerinin beslenme kaynagi genellikle heniiz
canliligimi yitirmis yara yapilart oldugu ve en yaygin fungus iliskisinin zayif
patojenik funguslar ile saglandigi tespit edilmistir. Yillar gegtikge, bu durum
bir¢ok farkl iligkiye tekrar tekrar evrimlesmistir. En dikkate deger 6rnek, bocek
acisindan ¢ok az veya hi¢c fayda olmadan, bocegin 6lii bir agagtan funguslar
alarak, baska bir 6lii agaca tasimasidir. Bu iliski, belirli kabuk bocekleri suslarinda
da karsilikli bir iliskiye evrimlesmistir. Burada funguslar taze kolonilesmis bir
agaca asilanmis ve yetiskin boceklerin larvalar1 tarafindan tiiketilmistir. Floem
tizerinde kolonilesen bocek larvalarinin floemin kendisinden ziyade funguslari

daha ¢ok tiikettigi belirlenmistir (Klepzig ve dig. 2009; Ma ve dig. 2010).

Birgok kabuk bdcegi, sitirekli bir fungus enfeksiyonu saglamak igin fungus
kesesi (mycangia) gelistirmistir (Paine ve dig. 1997; Six 2003; Hulcr ve dig.
2007). Bu yapilarin adi dahi heniiz bilimsel literatiirde tartisma konusudur. iki
terim; mycetangia ve mycangia bulunmaktadir. Ikisi de kabuk bdceklerinde
fungus sporlarin1 tasiyan kutikiiler girintileri ifade eder ve ayni anlama

gelmektedir (Vega ve Biedermann 2019).



Funguslar (¢ogunlukla ophiostomatoid Ascomycetes’ler) ve Kabuk
bocekleri (Curculionidae, Scolytinae) arasindaki ektosimbiyozlar yaygin ve cesitli
olabilmektedir. Aralarindaki birliktelik sekli mutualizmden kommensale,
fakiiltatifden zorunluya kadar cesitlilik gosterebilir. Bazi funguslar oldukga
spesifik oldugundan yalnizca tek bir bocek tiiriiyle iliskilendirilebilir. Bazilar1 ise
pek cok bocek tiiriiyle birliktelik kurabilir.

Yaygin olarak kabuk bocekleri ile iliskili dort teleomorf cinsi 6n plana
cikmaktadir, bunlar: Ophiostoma, Ceratocystiopsis, Grosmannia ve Ceratocystis
cinsleridir (Diana 2012). Bunlar kendi arasinda farkli monofletik gruplar
olusturabilirler. Ophiostoma, Ceratocystis ve Grosmannia tek bir monofiletik
grup iken, Ophiostomatales takimi iyeleri, Ceratocystis’den ayrilarak
Microascales takimi igerisinde yer alir. Ophiostomatales takimina ait funguslar
cogunlukla kozalakli agaglarla iliskilendirilirken, Ceratocystis cinsi genellikle
angiyospermlerle iliskilidir. Dolayisiyla konak¢i bocek tek bir tiir iken (6rn; T.
destruens) ektosimbiyoz funguslari farkli popiilasyonlar temsil edebilmektedir
(Six ve dig. 2011).

1.3 Akdeniz Orman Bahg¢ivam, Tomicus destruens (Woll., 1865)

Bocek, fungus ve cam ormanlart {iggeni agisindan degerlendirildiginde,
tilkemizde ¢cam ormanlarinda zarar yapan Tomicus cinsine ait ¢ tiir (T. destruens,
Tomicus minor, Tomicus piniperda) arasinda Akdeniz Orman Bahgivani [T.
destruens (Wol., 1865)] kizilgam ormanlar1 basta olmak iizere ¢am sahalarinda
yaptiklar1 zararlarla oldukg¢a dnemli bir yer tutmaktadir. Ozellikle sekonder zararli
olan bu bocek, genellikle Akdeniz ve Ege Bolgesinde kurak gegen donemlerin
ardindan primer karakter kazanabilmektedir. Bu ydrelerden ozellikle kizilgam
sahalariin en 6nemli ve yaygin tiirlerinden birisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Spesifik biyolojisi hakkinda ¢ok fazla ¢alisma olmamasiyla birklikte (Sarikaya ve
Avci 2010), nesil basma iki dagilma fazinin meydana gelmesi nedeniyle
muhtemelen yiiksek dagilma kapasitesine sahip oldugu diisiiniilmektedir. Yasam
dongiisii, i¢ kabukta yumurtlama ve larva gelisimini izleyen bir gdvde saldirisi

evresinden ve olgunlasma beslemesi icin 1lik mevsimde siirglin saldirist



evresinden olusur ve T. destruens {ireme kosullari i¢in kesinlikle gamlara baglidir
(Chararas 1962).

Kuvaterner déonemden giiniimiize cereyan edan iklimsel salinimlar diinya
genelinde pek ¢ok tiirtin dagilimina etki ettigi gibi T. destruens’in de dagilimina
etki etmistir. Bu dagilim esnasinda tiirlin filogenetik yapisi bagimli olduklar1 ana
konakgilarina bagli olarak (Pinus halepensis, P. pinaster, P. radiata, P. pinea, P.
brutia) ti¢ farkli hatta yayilim gostermistir (Korol ve dig. 2002): Dogu Akdeniz
(Tiirkiye, Urdiin, Israil), dogu Avrupa (Yunanistan ve Italya) ve bati Akdeniz
(Fas, Ispanya ve Fransa) hatlaridir.

T. destruens popiilasyonu kabuk bocekleri ortak adiyla bilinen Scolytinae
(Coleoptera, Cuculionidae) alt ailesinde yer almaktadir (Tablo 1. 1). Ancak yasam
dongiisli ve zarar verme potansiyelleri goz dniine alindiginda, bu popiilasyon daha
cok “cam siirglin bocegi” (pine shoot beetle) ismiyle anilmaktadir (Branco ve dig.
2010). Tiirkcede bilinen yaygin adi Akdeniz Orman Bahgivani olarak
geemektedir. Bu popiilasyon Akdeniz havzasi ve Kuzey Afrika’nin Atlantik
bolgelerinde cografik yayilim gostermektedir. Popiilasyonun konakgilarini ¢amlar
olusturmaktadir. Ulkemizde ise Kizilgam (Pinus brutia Ten.) ve Karacam (Pinus
nigra Arnold.) ormanlarinda yayilis gosterdigi bilinmektedir (Sarikaya ve Avci
2010).

Tablo 1. 1: Tomicus destruens’in bilimsel siniflandirmasi.

Alem Animalia

Sube Arthropoda

Simif Insecta

Takim Coleoptera

Aile Curculionidae

Alt Aile Scolytinae

Cins Tomicus

Tiir T. destruens

Binomial isim Tomicus destruens (Woll., 1865)

Morfolojileri: Yetiskinlerin govdesi, longitudinal noktali ¢izgilerle kaplh

mavimsi bir toraks ve kahverengi abdomen ile 3-5 mm uzunlugundadir. Son anten



segmentleri kuliip seklindedir. Larvalar apoddz, mavimsi gri, kahverengi basli,

yaklasik 5 mm uzunlugundadir (Sekil 1. 3) (Faccoli 2006).
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Sekil 1. 3: Tomicus destruens yumurta, larva, pupa ve ergin karakterlerin
goriintisleri (Faccoli 2009°dan degistirilmistir).

Yasam Sekilleri: Diisiik rakimli alanlarda (0-300 m) Kasim ayinda
yumurtlama faaliyetine baglarlar ve Nisan ayindan itibaren geng¢ erginler goriiliir.
Larva donemi Subat bagindan Mart ortasina kadar siirerken, pupa donemi Mart
ortasi ile Nisan ortasi arasinda gerceklesir. Yilda tek bir lireme dongiisiine
sahiptirler. 2 mm genisligindeki bir giris deliginden baslayarak, dikey tipte bir ana
yol olustururlar. Bu ana yol, bir ¢iftlesme odasi ile baglayan bir tiir baston basina
benzer yapidadir. Giris deligi etrafinda regine hunileri olusur. Larva yollar1 5 ila 7
cm uzunlugundadir. Olgun larvalar, larva yollarinin sonunda bulunan oval pupa
besiklerinde pupa olurlar. Erginler, siirgiinlerde olgunlagsma beslemesi yaparlar. Bu
nedenle, siirgiinler kuruyarak kizil-kahverengi bir goriiniim kazanir. Yaz aylarinda,
tiriin taninmasinda O6nemli bir rol oynayan kurumalar ve siirgiinlerdeki giris
delikleri ozellikle siirgiinlerin u¢ kisimlarinda meydana gelir (Faccoli 2006,
Anonim 2016).

Geng ergin T. destruens bireyleri salgilanan etken maddelerin etkisi ve
beslenme istegiyle saglikli siirgiinlere dogru cekilirler. Daha sonra zayiflamis
agaclarin dallarim ve govdelerini ararlar. I¢ kabuk ve dis diri odun iizerinde
kemirme yontemiyle kendilerine galeriler agarlar ve yumurtalarini birakirlar.
Larvalar burada beslenir, gelisir ve galerilerin sonunda pupa haline gecer.
Genellikle tek yillik bir nesli vardir. Sonbaharda yumurtlama meydana gelir ve
geng bireyler kis aylarini galerilerinde beslenerek gecirir. Ergin bireyler ugus

yoluyla dagilim gdsterebilirler.



Akdeniz Orman Bahgivaninin (T. destruens) genellikle Akdeniz ve Ege
Bolgelerinde ¢ogunlukla da kizilgam (Pinus brutia) sahalarmin 6nemli bir
zararlist oldugu dikkati ¢ekmekle beraber Tiirkiye’deki yayilis yerleri bu
calismaya kadar net bir sekilde ortaya konulamamustir. Tiirkiye’de yilda bir
jenerasyona sahip oldugu bilinen tirin aktif ugma periyodu yiikselti
basamaklarina gore degismekle beraber Kasim ayi ile Subat aylari arasinda
gerceklesmektedir. Bocegin aktif ugma periyodunun iilkemizde zararli olan diger
kabuk boceklerinin aksine kis aylarmi igerisine alan periyotta gergeklesmesi
genelde, tretimin kis aylarina planlandigi ¢am sahalarinda bocegin epidemi
kosullarm1 Dbirlikteliginde getirmekte ve onemli ekonomik zararlar ortaya
cikabilmektedir (Sarikaya ve dig. 2022).

Kiiresel iklim degisimi sebebiyle canlilarin yayilis alanlarini degistirmeye
meyilli olduklar1 bilinmektedir. T. destruens tiiriiniin tilkemizdeki yayilis
siirlarmin tam olarak bilinmemesi ve iklim degisimine bagl olarak tilkemizdeki
yayilis alaninin genisletme potansiyelinin bulunmasi ¢aligmada tiiriin yayilisi ile
ilgili olarak elde edilen yeni noktalarin tespitinin dnemini daha da arttirmaktadir.
Elde edilen yeni kayitlarla, tiiriin yaygin olarak bulundugu bilinen Akdeniz ve Ege
Bolgelerinin yanisira, Karadeniz Bolgesi basta olmak iizere, Marmara ve I¢
Anadolu Bolgesi’nde de varliginin belirlenmesi bu anlamda biiyiik role sahiptir
(Sarikaya ve dig. 2022).

1.4 Daha Once Yapilmis Olan Benzer Calismalar

Tiirkiye'de T. destruens'in konukgulart tizerine yapilan gozlemlerde, esas
olarak Kizilgam (P. brutia) zararlist oldugu, ancak Karagam (P. nigra)'da da
zararinin tespit edildigi goriilmektedir. Bocegin yayilisi ile ilgili olarak, 6zellikle
Akdeniz ve Ege Bolgelerinde Kizilgam sahalarinin énemli bir zararlisi oldugu
tespit edilmistir (Sarikaya ve Avci 2007; Sarikaya 2008; Balay 2015; Sanchez-
Garcia ve dig. 2015).

Son yillarda iklim degisikligi, arastirmacilarin dikkatini ¢eken 6nemli bir

konu haline gelmis ve cevresel etkilerini inceleyen bir¢cok calismaya konu
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olmustur. Ozellikle T. destruens'in yayilis1 ve zararlari ile ilgili veriler son yillarda
artig gostermistir. Kiiresel iklim degisikliginin bu bdcegin yayilis alani {izerinde
belirgin etkiler yarattigi, giincel arastirmalarla ortaya konmustur (Horn ve dig.
2012; Sanchez-Garcia ve dig. 2015). Bu calismalar, iklim degisikliginin T.
destruens'in habitat tercihlerini, popiilasyon dinamiklerini ve zarar potansiyelini
nasil etkiledigini arastirmakta ve bu etkilerin ekosistemler tizerindeki uzun vadeli
sonuglarin1 vurgulamaktadir. Ozellikle sicaklik ve nem degisimleri gibi iklimsel

faktorlerin, bu bocegin yayilisini ve zararliligini artirabilecegi ongoriilmektedir.

Faccoli (2005) nin yapmis oldugu ¢alismada, italya’da T. destruens’in bu
zamana kadar tilkenin Akdeniz’e yakin bolgelerinde sadece Pinus pinaster’de
bulundugunu, T. piniperda’nin ise karasal bolgelerde yayilis yapan P. sylvestris ve
P. nigra’da, hem de Akdeniz havzasinda yayilisi olan P. pinaster’de tespit
edildigini bildirmistir.

Sarikaya ve Avct (2010) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, T.
destruens’in biyolojisi, dagilimi ve zararmin belirlenmesi amaciyla 2006-2008
yillar1 arasinda Bati Akdeniz Bolgesi'ndeki P. brutia ve P. nigra mescerelerinde
aragtirmalar yapilmistir. Calismada, Antalya, Isparta, Burdur, Afyonkarahisar ve
Mugla illerinde P. brutia ve P. nigra'nin bocegin konukgulari olarak belirlendigi
ve T. destruens’in biyolojisinin yiiksekliklere gore farklilik gosterdigi
bulunmustur. Boécek yilda bir nesil vermekte olup, ugus doénemi diisiik
yiiksekliklerde kasim, yiikseklerde ise subat aylarinda bildirilmistir. T.
destruens’in, ozellikle Kizilgam agaglandirma alanlarinda agaglarin govde ve
siirglinlerinde olduk¢a Onemli zarar verdigi belirtilmistir. Arastirmacilar, T.
destruens’i Bat1 Tiirkiye'nin Akdeniz bolgesinin Scolytinae faunasi i¢in yeni tiir

olarak bildirmistir (Sarikaya ve Aver 2011).

Orman bocekleri ve mikroorganizmalar arasindaki iliski, diinya capinda
agaclara verilen biyotik hasarin "temel anahtar1" olarak goriilmektedir. Cogu
kabuk bdcegi tiirii, Pinus spp.’leri enfekte etmekte ve bu boceklerin birgogu, 6li,
hastalikli veya zayiflamis agaglar1 kolonize eden ikincil davetsiz misafirler olarak
kabul edilmektedir (Wood ve Bright 1992; Ye ve Ding 1999). Kabuk bocekleri ve
ozellikle bu tezin konusunu olusturan Tomicus cinsi ile ilgili olarak bocek fungus

birlikteligi caligmalarina ulasmak miimkiindiir.
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Gibbs ve Inman (1991), 1987'deki biiyiik firtinadan sonra, gliney
Ingiltere'de riizgarla devrilen ¢am agaclarinda mavi lekeye neden olan fungus
tirlerinin vektorii olarak T. piniperda'nin roliinii ¢esitli agar ortamlarinda bu
bocegi kiiltiirleyerek incelemislerdir. Bu ¢alismada tespit edilen baslica fungal tiir
Leptogreaphium wingfield’i olup, L. lundbergii tiirii de hem boceklerde, hem de
agaclarda tespit edilmistir. Ayrica c¢aligmada L. huntii, L. procerum ve
tamimlanamayan bir Leptographium tiirii kaydedilmistir. Calismada Hormonema

dematioides ve Aureobasidium pullulans funguslar ile siklikla karsilagilmisdir.

Benzer bir ¢aligmay1 Sabbattini ve digerleri (2006) yilinda italya'nin
Toskana bolgesindeki ormanlik alanda gergeklestirmistir. Calismada T. destruens
ve Leptographium cinsi funguslar1 arasindaki iligskiyi arastirmak i¢in P. pinea ve P.
pinaster agaclarindan yetiskin T. destruens ornekleri ve ayni zamanda istila
edilmis bu agaglardan ¢cam dokular1 6rnekleri alinmistir. Calismanin sonucunda
cam siirgiinlerinde olgunlagsma-beslenme sirasinda (ilkbahardan yaza) fungusu
tasima kapasitesi azalma egiliminde oldugundan dolayi, sonbaharda {ireme
sirasinda popiilasyonun sadece kiigiik bir bdliimiiniin Leptographium cinsi

funguslar1 cam agaglarina tagtyabileceginin kanitina varmiglardir.

Villari ve digerleri (2006) yilinda italya-Toskana bolgesinde yapmis
olduklar1 ¢alismada, P. pinea, P. pinaster ve P. nigra agaglarinda bulunan kabuk
bocekleriyle iliskili fungus patojenlerinin varligini arastirmiglardir. T. destruens ile
iligkili en yaygin bulunan funguslari Leptographium cinsine ait fungus tiirleri

olarak rapor etmislerdir.

Jama ve digerleri (2007) yilinda yaptig1 caligmada yetigkin T. piniperda
bireylerinden ve galerilerinden fungal izolasyonlar gerceklestirilmistir. T.
piniperda ve galerilerinden L. wingfieldii, Ophiostoma minus ve Ophiostoma ips
elde edilmistir. Ophiostoma minus, T. piniperda ile en sik iliskilendirilen tiir olup,
boceklerde en sik bulunan tiir olmustur. Bu tiir, arastirilan ormanlarin ¢ogundan
toplanmigken, O. ips ve L. wingfieldii yalnizca Tunus'un Orta ve Kuzey
bolgelerindeki ormanlardan elde edilmistir. T. piniperda ile iligkilerinin sikligi
genellikle diisiik kalarak, O. ips i¢in yalmizca bir kez %]11,1'e ulasmistir.

Calismada ayrica fungal izolatlarin virulanst Halep ¢ami (Pinus halepensis Mill.)
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tizerinde test edilmis ve L. wingfieldii’nin en virulent tiir, Ophiostoma minus’un

ise en az virulans gosteren tiir oldugu belirlenmistir.

Jankowiak ve digerleri (2008) yilinda yaptig1 ¢alismada, Polonya'da riizgar
nedeniyle devrilmis ve T. minor bocekleri tarafindan istila edilmis Pinus sylvestris
agaclarindan bocek ve odun dokularini 6rneklemislerdir. Boceklerin viicutlarindan
38 tiirii temsil eden 799 fungus izolat1 elde edilmistir. Baskin funguslar arasinda
Ophiostoma canum (boceklerin  %57'sinden izole edilmis), Hormonema
dematioides (%23) ve Ambrosiella tingens bulunmustur. O. minus, O. piceae ve
Graphium tiirleri gibi diger regine lekesi yapan funguslar ise ¢aligmada daha
diisiik siklikta bulunmustur. Penicillium spp. ve Trichoderma harzianum gibi
yaygin funguslar da ¢aligmada sik¢a izole edilmistir. Galeri sistemlerinden ise 40
tiurti temsil eden 2081 fungus izolat1 elde edilmistir. Galerilerden elde edilen
baskin funguslar arasinda O. canum (odun pargalarinin %59'undan izole edilmis),
A. tingens (%18) ve H. dematioides bulunmustur. L. lundbergii, L. procerum, O.
minus ve O. piceae gibi diger tiirler daha az siklikla izole edilmistir. Galerilerden

L. hoffmmanii ve Penicillium gibi tiirler de izole edilmistir.

Silva ve digerleri (2015) yilinda yapmis oldugu ¢alismada P. sylvestris tiirii
ile iligkili T. piniperda boceklerini kullanmistir. Calismada morfolojik teshisin
yani1 sira molekiiler teshis teknikleri de kullanilmistir. Calismada elde edilen
funguslar arasinda Arthrinium sacchari, Beauveria bassiana, Candida boleticola ,
Candida sp., Dipodascaceae sp., Grosmannia sp., Kuraishia sp., Ophiostoma
canum, Ophiostoma minus, Penicillium velutinum, P. raistrickii, Phoma poolensis,
Sydowia polyspora, Trichoderma viride, Mortierella verticillate, Mucorales sp.,

Umbelopsis sp. tiirleri bulunmaktadir.

Munoz ve digerleri (2015%) yilinda yaptifi c¢aligmada, Ispanya'nin
Kuzeyindeki Cantabria bolgesinde Tomicus spp. tarafindan agilmis ¢am
siirgiinlerini &rneklemistir. Ik &rnek alan1 saf Monteri Camu (Pinus radiata D.
Don) plantasyonundan, ikinci 6rnek alani ise Avrupa Karagami (Pinus nigra
Arnold. subsp. salzmannii) ve Sarigam (Pinus sylvestris L.) Kkarisik
mescerelerinden olugsmustur. Toplamda 499 ¢am siirglinii toplanmis ve her
siirglinde bir bocek bulunmustur, bocek isgal oran1 %9,82 olarak rapor edilmistir.

Bocek sikligi Monteri ¢camlarinda %5,17, Avrupa karagamlarinda %18,07 ve
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Sarigamda 9%9,30 olarak tespit edilmistir. Saf Monteri ¢ami mesceresinde
yakalanan iki bocek sadece T. destruens (%13,33; toplam bdoceklerin %4,08'1)

iken, karisik mesceredeki boceklerin tamamu T. piniperda olarak bildirilmistir.

Munoz ve digerleri (2017) yilinda yapmis oldugu ¢alismada, T. piniperda
ve T. destruens bocekleri ile iliskili toplamda 113 saf fungus kiiltiirii izole etmistir
ve bunlar 13 morfolojik OTU'ya ait olarak bildirilmistir. Tiir tanimlamas1 ITS
dizileri kullanilarak gergeklestirilmis ve toplamda 11 takson (her bocekte ortalama
1,33 + 0,05 takson) ortaya c¢ikarilmistir. Calismada elde edilen fungal tiirler
Cladosporium sp., Fusarium lateritium, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sp.,
Mucor hiemalis, Ophiostoma canum, Penicillium sp., Pestalotiopsis sp.,
Phaeomoniella effuse, Phoma herbarum ve Sydowia polyspora olarak
bildirilmistir. Sydowia polyspora, tiim topluluga hakim tiir olarak bildirilmistir.
Calismanin PI (tastyicilik indeksi) genel olarak cok diisiik olup, funguslar ile
Tomicus spp. arasinda diigiik tasiyici iliskiler gosterilmistir. Ancak Dunn testi
sonuglarina gore S. polyspora'nin PI degeri diger taksonlardan anlamli derecede

daha yiiksek bulunmustur (tiim durumlarda p<0.01).

Wang ve digerleri (2019) yilinda yaptigi calismada Cin'deki Pinus
yunnanensis ve Pinus kesiya agaglarinda T. brevipilosus, T. minor ve T.
yunnanensis bocek tiirlerini  6rnekleyerek bu Tomicus cinsi ile iligkili
ophiostomatoid funguslarin kapsamli bir arastirmasini yapmislardir. Yetiskin
boceklerden ve galerilerinden 772 ophiostomatoid fungus susu izole edilmistir.
Calismada bes cinse ait toplam on bir tiir tanimlanmistir. Bu tiirler arasinda, alt1
bilinen tir olan Esteya vermicola, Leptographium yunnanense, Ophiostoma
brevipilosi, O. canum, O. minus ve O. tingens ile dort yeni takson olan
Graphilbum anningense, O. aggregatum, Sporothrix pseudoabietina ve S.
macroconidia bulunmaktadir. Ayrica bir sus Ophiostoma sp. olarak tiir seviyesinde
tanimlanamamistir. Ophiostomatoid topluluk genel olarak {i¢ tiir tarafindan
domine edilmistir ve toplam izolatlarin %87,3"inii temsil etmektedir; bu tiirler O.
canum, O. brevipilosi ve O. minus'tur. Her bocegin ophiostomatoid toplulugu, tiir
cesitliligi gostermesine ragmen, tek bir fungus tiirii tarafindan baskin hale
gelmistir; Ophiostoma canum, T. minor'un ophiostomatoid toplulugunu domine

ederken, O. brevipilosi ve O. minus sirasiyla T. brevipilosus ve T. yunnanensis'in
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topluluklarinda baskin tiirler olmustur. Kalan %12,7'lik kismi temsil eden sekiz ek
tir ise marjinal veya nadir olarak goriilmiistir. Bu sonuglar, Tomicus cinsi
popiilasyonlarinin belirli fungus tiirleri tarafindan domine edildigini ve bu tiirlerin

baz1 diizeyde 6zgiilliik veya miinhasirlik gésterdigini one siirmektedir.

Moumeni ve digerleri (2021) yapmis olduklari g¢alismada, Cezayir'in
Kuzey Dogu yar1 kurak bolgesinde Pinus halepensis tizerinde kabuk boceklerinin
yaygiligini arastirarak kabuk bdceklerinin dogrudan etkileyen ¢am agaglarindan
ornekleme yapmislardir. Calisma sonucunda Scolytinae alt familyasina ait altt
kabuk bdcegi tiirii tespit edilmis ve T. detruens ile Orthotomicus erosus tiirlerinin
calisilan i mescerede genis bir sekilde yayilmis oldugu gdzlemlenmistir.
Crypturgus numidicus, C. mediterraneus, H. ligniperda ve H. micklitzi sadece 6lii
agaclart kolonize ettigini raporlamislardir. Bu ksilofag bdceklerle iligkili
mikrofunguslarin gelecekte tanimlanmasiyla birlikte, bu veriler Dogu Cezayir'in
bazi bolgelerinde gozlenen Halep ¢am ormanlarinin azalmasiyla miicadele etmek

icin Onleyici tedbirler i¢in kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Hui-min ve digerleri (2022), kuzeydogu Cin'de Pinus koraiensis'i istila
eden Tomicus pilifer ile iliskili ophiostomatoid funguslarin tanimlanmasini ve T.
piliferin  taksonomik durumunu aydinlatmayr amaglamiglar. Calismada
Granulomato usinterstitiale ve Ophiostomatales fuscum'un Cinde bulunan T.
pilifer ile iliskili ophiostomatoid fungus g¢esitliliginin ilk raporu oldugunu

belirtmislerdir.

Wu ve digerleri (2023) yilinda yaptiklar1 arastirmada Tomicus minor ve
Tomicus yunnanensis’in mekansal dagilimlarini Pinus yunnanensis (Yunnan
Cami) mesceresinde incelemislerdir. Calismadaki farkli agaglarda Tomicus
destruens ile iligkili spesifik fungus tiirlerini Ophiostoma ips, Leptographium
procerum, L. wingfieldii, Grosmannia alacris, Ophiostoma minus ve L. terebrantis
olarak belirtmiglerdir. Calismada ayrica Trichoderma spp., Penicillium spp.,
Aspergillus spp., Mucor spp., Alternaria spp., Fusarium spp. ve Cladosporium

spp. gibi funguslari izole etmislerdir.
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1.5 Cahsmanin Amaci

Kabuk bocekleri ile funguslar arasindaki istilaci simbiyotiklik, kiiresel
boyutta mevye ve kereste endiistrilerinin yani1 sira orman ekosistemleri igin
kontrol edilemez bir tehdit olarak ortaya c¢ikmaktadir. Artik giiniimiizde bu
iliskinin sonuglarinin kiiresel dlgekte bazi biiylik sorunlar1 beraberinde getirdigi
goz ardi edilemez. Ancak, bocek-fungus etkilesimleri son derece kompleks

olmakla birlikte pekg¢ok farkli gruplar1 kapsamaktadir.

Bu iligkinin ilk tespit edilmesi 1800°lii yillara dayaniyor olsa da, spesifik
Olcekte caligmalar molekiiler yaklagimlarin da gelismesiyle son yillarda artis
kazanmigtir. Diger taraftan, molekiiler ¢alismalarin gelismesiyle bu kompleks
durum yeni bir hal almis, haplotiplik ve polimorfizm gibi ¢alismalarinin 6niinii
acmistir. Boylelikle neden-sonug ve buna bagli olarak miidahale se¢enekleri igin

daha ayritili yorumlama ve Oneriler yapilabilmektedir.

Diinyamizda 6nemli bir alan1 kaplayan ormanlarimiz oksijen kaynagi, su
varligin1 korumasi ve diizenlemesi, erozyonu dnlemesi, odun kaynagi, beden ve
ruh saglimiz iizerinde yarattig1 olumlu etkiler, ikincil iirlin (tip, kozmetik, kimya
ve boya sanayi) veya hammade olarak, is ve ge¢im kaynagi olarak, asil orman
tirtinleri (tomruk, tel diregi, maden diregi, sanayi odunu, kagithik odun, lif yonda
odunu, sirik, ¢ubuk, yakacak odun) ve ikincil orman iiriinleri (recine, cira, sigla
yagi, defne, simsir, kok odunu, kekik, adacayi, ¢am fistigi, funguslar, kozalak)
olarak hayati 6neme sahiptir. Diinyanin gelecegi i¢in korunmasi gereken oncelikli
alanlardan biri olan ormanlar, biyotik ve abiyotik bir¢ok faktér nedeniyle zarar
gormekte ve bir boliimii de yok olma tehlikesi altindadir. Biyotik faktorlerden biri
olan bodceklerin ekolojik kosullara bagli olarak Onemli derecede zarar
olusturabildikleri ve beraberinde bazi fungal hastalik etmenlerine de vektorliik
yaptig1 bilinmektedir. Bu soruna ¢oziim olusturabilmek i¢in bdcek ve fungus
iligkilerinin net bir sekilde ortaya ¢ikartilmasi gliniimiizde birincil hedeflerden biri

olmalidir.
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Bu bakis agisiyla tezin amag ve hedeflert;

o T.destruens (Woll., 1865) (Cloeptera: Scolytinae) tiiriiniin morfolojik ve

molekiiler yontemlerle karakterizasyonu,

o T. destruens populasyonlarinin viicut yiizeyinde ve viicut iginde bulunan

fungal tiirlerin izolasyonu,

e lIzole edilen fungal tiirlerin morfolojik ve molekiiler ydntemlerle

karakterizasyonu seklindedir.
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2 MATERYAL VE YONTEM

2.1 Calisma Alam ve Ornekleme

Calisma kapsaminda arazi ve Ornekleme caligsmalari Denizli Orman
Isletme Miidiirliigii’ne bagli Civril Orman Isletme Sefligi sinirlarinda bulunan 216
no’lu Kizilgam Tohum Bahgesinde yiritilmiistir (Sekil 2. 1, a-b, Sekil 2. 2).
Aralik 2015 tarihinde kurulan 216 no’lu Kizilgam tohum bahgesi orjini Acipayam,
Bozdag, Kelekei, Fethiye ve Uziimlii’diir. Klon adedi 47 olup, bahgede baslangi¢
dikim adedi 1768’dir. Tohum bahgesi rakimi1 925 m. - 980 m. arasinda degisklik
gostermektedir. Calisma takvimi, Tomicus destruens’in yasam dongiisii dikkate
alinarak 2022 Eyliil - 2023 Haziran tarihleri arasinda Civril Orman isletme Sefligi
gozetiminde izleme ¢aligmalart yapilmistir (Sekil 2. 1, c-d). Calisma kapsaminda,
bocegin ergin donemi takip edilerek uygun goriilen Eyliil 2022 doneminde tiir
tespitleri  yapilmisti. Hem T. destruens bireyleri, hem de funguslar
calisilacagindan Ornekler iki farkli sekilde toplanmustir (Sekil 2. 3). Bocek ile
ilgili yirttilecek galisma kapsaminda bireyler (n=20) toplanarak, seri sekilde ayri
ayr steril falkon tiiplerde Izopropil Alkol (Merck 100983) igerisine alinarak steril
eppendorflarda fikse edilmistir. Fungal ¢aligmalar i¢in ise bireyler (n=20) canli
olarak steril falkon tiiplere steril pens kullanilarak ayri ayr ivedilikle alinmis ve
sogutulmus yalitimli saklama dolab1 igerisinde laboratuvar ortamina taginmistir.
Ornek sayilari, literatiire (Beaver 1989; Gallego ve Galian 2001; Ben Jamaa ve
dig. 2007; Chang ve dig. 2017) ve laboratuvar ¢aligmalarinda ongoriilen replike

ekim sayisina bagli optimum imkanlar g6z 6niinde bulundurularak belirlenmistir.
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Sekil 2. 1: a-b) Denizli Orman Isletme Miidiirliigii’ne bagl Civril Orman Isletme
Sefligi sinirlarinda bulunan 216 no’lu Kizilgam Tohum Bahgesi, c-d) Kizilgam
slirgiinlerinden tespit edilen Tomicus destruens (Woll., 1865) 6rnegi ve galerisi.
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Sekil 2. 2: Denizli Orman Isletme Miidiirliigii’ne bagl Civril Orman isletme
Sefligi sinirlarinda bulunan 216 no’lu Kizilgam Tohum Bahgesi yer buldu haritasi.
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Sekil 2. 3: a) Saha ¢alismas1 asamast, b) Istilali siirgiinlerden T. destruens’lerin
tespiti, c) Morfolojik teshis igin ayrilan T. destruens 6rnekleri, d) Molekiiler
caligmalar i¢in ayrilan T. destruens 6rnekleri, ) T. destruens molekiiler teshisi, f-
g) T. destruens &rneklerinin petri tizerinde yiiriitiilmesi, funguslarin besi ortaminda
yetistirilmesi, COI gen bolgesi cogaltilarak, ITS1 ve ITS4 primerleri ile PCR
islemleri,h-1) Jel elektroforezi, goriintiileme.
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2.1.1 Calsma Alanna Ait iklimsel Ozellikler

Bocek, fungus ve agag iliskisi calisilirken, ¢alisma bolgesine ait iklim
verilerinin  6nemi biiyiiktiir. Iklim verileri, ekosistem dinamiklerini ve
organizmalar arasindaki etkilesimleri anlamak i¢in kritik bir rol oynar. Sicaklik,
boceklerin, funguslarin ve agaglarin yasam dongiilerini dogrudan etkiler. Cesitli
bocek tiirleri, belirli sicaklik araliklarinda aktif olur ve bu sicakliklar, onlarin
iireme, beslenme ve yayilma hizlarini belirler. Funguslar da sicaklik degisimlerine
hassastir; bazi tiirler soguk iklimlerde gelisirken, digerleri daha sicak ve nemli
kosullarda yayilir. Agaclar ise fotosentez, biiylime ve su kaybi siireclerinde
sicaklik degisimlerine tepki verir. Sicaklik verileri, bu organizmalarin optimum
yasam kosullarini belirlemek ve iklim degisikliklerine verdikleri tepkileri anlamak
icin kullanilir.Yagis miktar1 ve dagilimi, boceklerin, funguslarin ve agaglarin su
teminini ve dolayisiyla yasamlarini etkiler. Bocekler, nemli ortamlarda daha aktif
olabilirken, kurak dénemlerde popiilasyonlar1 azalabilir. Funguslar ise genellikle
nemli kosullart tercih eder ve yagis miktari, fungus cesitliligi ve bollugunu
dogrudan etkiler. Agaclar, suyu kokleriyle alarak biiyiirler ve yeterli yagis
olmadiginda su stresi yasayarak biliylime oranlar1 diiser veya hastaliklara daha agik
hale gelirler. Yagis verileri, ekosistemdeki su dongiisiinii ve organizmalarin suya

erisimini anlamak i¢in kritiktir.

Riizgar, tozlagma, tohum yayilmasi ve boceklerin taginmasi gibi siireglerde
onemli bir rol oynar. Riizgar yonii ve hizi, boceklerin yayilma alanlarini ve fungus
sporlarin taginma mesafelerini belirler. Agaclar, riizgarla gelen tohumlar
sayesinde yeni alanlara yayilabilir. Ayrica, riizgarin siddeti ve yonii, agaglarin
fiziksel dayanikliligin1 ve dolayistyla orman yapisini etkileyebilir. Riizgar verileri,
bu siireclerin modellenmesi ve ekosistem dinamiklerinin anlagilmasi icin

gereklidir.

Iklimsel verilerin temininde Meteostat veri tabani kullanilmistir.
Meteostat, hava ve iklim verilerinin acik erisimini saglayan online bir
platformdur. Binlerce hava istasyonuna uzun vadeli zaman serilerinde erigim
imkan1 sunmaktadir. Bu calisma kapsaminda Ocak 2022 — Aralik 2023 tarihleri

arasindaki iklimsel verilere ait ortalamalar kullanilmistir. Bu donem igerisinde en
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yiiksek ortalama sicakliklar Temmuz ve Agustos aylarinda 31,6°C ve en diisiik

sicaklik Ocak ay1 igerisinde -1°C olarak dlgtilmistiir (Sekil 2. 4-a).

Calisma bolgesine ait yagis verilerine bakildiginda, en diisiik yagis
miktarinin sirasiyla Agustos (ortalama 11 mm) ve Temmuz (ortalama 16,4 mm)
aylarinda oldugu goriilmektedir. En yiiksek yagis miktar1 Aralik ayinda ortalama
72,5 mm olarak tespit edilmistir. Yagis oranlar1 genel olarak Aralik-Nisan aylar1
arasinda yiiksek trend izlerken, Mayis-Eyliil arasinda diisiis trendini izlemektedir
(Sekil 2. 4-b).
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Sekil 2. 4: a) Calisma bolgesine ait aylik ortalama sicaklik verileri, b) Calisma
bolgesine ait aylik ortalama yagis verileri. Grafikler Meteostat uygulamasindan
temin edilmistir.
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Ortalama riizgar hiz1 bolgede 12-14 km/s arasinda degisebilmektedir. En
diisiik riizgar hizi 03.01.2023 traihinde 3,4 km/s olarak Olciiliirken, en yiiksek

riizgar hiz1 25.01.2022°de 25,1 km/s olarak 6l¢iilmiistlir. Bolgenin hakim riizgar
yonii Kuzey-Dogu ekseninde Poyraz seklindedir (Sekil 2. 5)
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Sekil 2. 5: Calisma bdlgesine ait aylik ortalama riizgar hizi verileri ve hakim
rizgar yonu.
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2.2 Tomicus destruens’in Morfolojik Teshisi

Calismanin yaygin etkisi ve katma degeri géz Oniinde bulundurularak, ileri
asamada yapilmasi planlanan filocografik calismalara bir altlik olusturmasi
amaciyla tespit edilen T. destruens bireylerine morfolojik teshis yapilmustir.
Fungus izolasyonu i¢in kullanilacak bireyler (n=20) izolasyon sonrasinda
morfolojik teshis i¢in kullanilmistir. Teshis ve dl¢iimlerde stereo (Olympus CX-51
ve U-TVO0.5XC-3 entegre kamera) ve binokiiler mikroskop (Olympus CX22)
kullanilmistir. Morfolojik karakterler agisindan 7. destruens igin belli bazi
karakterler 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlar, elitra rengi, anten kuliibii rengi, anten
kuliibii setasyon formasyonu, elitral intersetalar arasi seta uzunluklari ve
dagilimlari, elitral e§im boyunca deliklerin dagilimi, elitral egim yapisi, kostal
damarin setasyonu, viicut oranlari gibi Ozelliklerdir (Sekil 2. 6). Morfo

karakterlerin belirlenmesinde Faccoli (2006)’dan yararlanilmistir.

Sekil 2. 6: A) Tomicus destruens viicut dlgiileri: a — pronotumun posterior
kisminin eni; b — pronotum uzunlugu; ¢ — elitra uzunlugu, d — elitra eni, B)
Antennal kuliip, C) Zar kanat yapis1 ve setasyonu, D) erkek tergit (iist), disi tergit
(alt). Cizimler vektorel formatta Faccoli (2006)’dan degistirilmistir.
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2.3 Tomicus destruens‘in Molekiiler Teshisi

Calisma kapsaminda T. destruens oOrneklerinin toplanmasi, muhafaza
edilmesi ve DNA izolasyonu asamalar1 detaylandirilmistir. Farkli agaglardan
toplanan bocek oOrnekleri (n=5) steril falkon tiiplere alinarak izopropil alkol
(%99,5) igerisinde fikse edilmistir. Ornekler -20°C derin dondurucu igerisinde
Pamukkale Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Hidrobiyoloji
Laboratuvarinda muhafaza edilmistir. Izolasyon asamasinda, ornekler oda
sicakliginda bekletilerek isleme hazir hale getirilmistir. DNA izolasyonu (Roche,
Almanya) kitine ait protokole gore gergeklestirilmis, ancak iireticinin
protokoliinde bazi degisiklikler yapilmistir. izolasyon islemlerinde kullanilan
yontemler asagida ayrintili olarak agiklanmustir (Sekil 2. 7). Bocek drneklerinin
hazirlanmas1 siireci Pamukkale Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii,

Fungal Biyoteknoloji Laboratuvarinda steril oda igerisinde gergeklestirilmistir.
Bocek Orneklerinin Hazirlanmast:

e Boceklerin viicut kisimlari ayrilarak —20 °C'de yaklasik 1 giin
bekletilmistir.

e Eppendorf tiipiine 25-50 mg numune eklenmistir.

e Tiipe 200 pul Lysis Buffer eklenmistir.

e Tiipe 40 ul Proteinaz-K eklenerek, 55 °C'de 1 saat bekletilmistir.

e 200 ul Binding Buffer eklenerek, 70 °C'de 10 dakika bekletilmistir.

e 100 ul izopropanol eklenerek yeni bir tiipe aktarilmistur.

e Santrifiijlemeden sonra filtre tiipiinii yeni bir koleksiyon tiipiine
aktarilarak, diger kisimatilmigtir.

e 500 pl Inhibitor Removal Buffer eklenerek, 9000 rpm'de 1 dakika
santrifiijlenmistir.

o Tekrar filtre tiipii ¢ikartilarak diger kisim atilmustir.

e 500 pl Wash Buffer eklendikten sonra, 9000 rpm'de 1 dakika
santrifiijlenerek, bu adim tekrarlanmustir.

e 10 saniye full speed'de santrifiijlenmistir.

e Koleksiyon tiipii atilmigtir.
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Santrifiij tiipiine filtre tiipiinii koyduktan sonra, tizerine 100-50 pl Elution
Buffer eklenmistir.Bu yontemler, DNA izolasyonunun verimliligini artirmak ve
kontaminasyonu minimize etmek amaciyla optimize edilmistir. Elde edilen DNA,

molekiiler analizlerde kullanilmak iizere giivenli bir sekilde saklanmaistir.

Sekil 2. 7:Tomicus destruens orneklerinin molekiiler karakterizasyonu a) Tomicus
destruens 6rneklerininin izopropil alkol i¢inde sabitlenmesi, b) 6rneklerden etil
alkoliin uzaklastirilmasi, ¢) DNA izolasyonlarinin gergeklestirilmesi

2.3.1 Tomicus destruens Orneklerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Mitokondriyal DNA'nin (mtDNA) sitokrom oksidaz I (COI) geninin kismi
fragmani, Folmer ve arkadaglar1 (1994) tarafindan tanimlanan evrensel barkod
primerleri LCO1490F ve HCO2198R, kullanilarak amplifiye edilmistir. PZ
reaksiyonlari, firmanin protokol talimatlarina gére Xpert Fast Hotstart Mastermix
(Grisp, Portekiz) ile gerceklestirilmistir. Her bir PZR karisimi, 25 pL'lik bir hacim
icin, 12,5 uLL Master Mix (Xpert Fast Hotstart Mastermix, Grisp), 3 uL DNA
matriksi, 1 pL ileri primer, 1 pL geri primer ve 25 pL'ye tamamlanacak sekilde
distile su icermistir. Her PZ reaksiyonunda, genomik DNA hari¢ tiim reaktiflerin
eklendigi negatif kontroller kullanilmistir. PZR, Kyratec PZR Cycler kullanilarak
gergeklestirilmistir: 95°C'de 3 dakika; ardindan bes dongii boyunca 94°C'de 15
saniye, 50°C'de 15 saniye ve 72°C'de 1 dakika; ardindan 35 dongii daha ve son
olarak 72°C'de 10 dakika ek uzatma seklindedir.PZR firiinlerinin kalitesi,
numunelerin %21,5 agaroz jellerinde ve TBE tamponunda elektroforezlenmesi ve
Xpert Green DNA Boyasi (Grisp, Portekiz) ile boyanmasiyla incelenmistir (Tablo
2.1).
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Tablo 2. 1: COI gen bolgesi i¢in kullanilan primer dizileri.

Fragment

Ul Referans

Primer Yonii Primer dizisi

Folmer
LCO1490F ileri | 5>GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG3’ 653 bp ve dig.
(1994)

Folmer
HCO2198R, | geri | ’TAAACTTCAGGCTGACCAAAAAATCA3’ | 653 bp ve dig.
(1994)

Amplifiye edilen COI gen boélgesi, tiir tayini ve filogenetik analizlerde

kullanilmak tizere hazir hale getirilmistir.

2.4 Tomicus destruens OrneklerindenYiiriitme Yoéntemi ile Funguslarin

izolasyonu

Laboratuvara getirilen bocek 6rneklerinden fungal izolasyon, Dohet ve
digerleri (2016)'nin kullandigi metod izlenerek gerceklestirilmistir. Toplam 20 adet
T. destruens 6rnegi yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmadan once, yiizeylerinde
bulunan funguslarin ¢ogaltilabilmesi amaciyla PDA (Patates Dekstroz Agar)
iceren petri kaplarinda 2 saat boyunca yiriitiilmiistiir (Sekil 2. 8). Bu siirede bocek
orneklerinin sirtinin, antenlerinin besi ortamina temas etmeleri saglanmistir.
Ornekler 2 saatin sonunda, steril pensler yardimi ile besi ortamindan, eppendorf
tiiplerine alinmis olup, eppendorf tiipler ve petriler numaralandirilmis ve bir
sonraki asama i¢in +4 dereceye kaldirilmigtir. Boceklerin yiiriidiigi petri kaplart
parafilme sarilarak, 10-14 giin boyunca 25-30°C’de karanlik ortamda inkiibasyona
birakilmiglardir (Sekil 2. 9). Bu islemden sonra, petri kaplar1 24°C’de yaklasik 10-
20 giin boyunca karanlikta inkiibasyona birakilmis ve giinliik kontroller
yapilmustir. Stereomikroskop altinda incelenen fungal koloniler, {izerine selofan
yerlestirilmis PDA besi ortami igeren petri kaplarina aktarilmis ve gelismeye

birakilmistir.
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Sekil 2. 8: Tomicus destruens érneklerinin PDA (Patates Dekstroz Agar) igeren
petri kaplarinda ytiriitiilmesi siireci.

Sekil 2. 9: Tomicus destruens 6rneklerinin yiriitiildiigii petri kaplarinin 10-14 giin
boyunca 25-30°C’de karanlik ortamda inkiibasyonu yapilmistir.
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Sekil 2. 10: Gelisen fungal kolonilerin selofan {izerindenkazinmasi siireci.

2.4.1 Tomicus destruens Orneklerinden Ezme Yontemi ile Funguslarin

Izolasyonu

Yiriitilen 20 adet T. destruens ornegi yiiriitme islemi tamamlandiktan
sonra ezme islemine tabi tutulmustur. Laboratuvara getirilen bocek orneklerinin
besi ortaminda yiiriitiilmiis olan viicut i¢i funguslarmin belirlenebilmesi igin
Dohet ve digerleri (2016)’nin kullandigi metot izlenmistir. Boceklerin her biri ayri
ayrt %70’1ik etil alkol ile yiizey sterilizasyonunu gergeklestirilmistir. Sonrasinda
her bir bocek steril distile su ile durulanmustir. Distile suya tabi tutulan boceklerin
her biri yeni ve steril olan eppendorf tiiplerine alinmis 500ul fosfat buffer
sollisyonu beraberliginde mikropestil yardimi ile manuel olarak ezilmistir.
Siipernatant kisimlari da hizlica 10mM’lik MgSOg4 (Carlo Erba: 1460012) ile 8 kat
seyreltilmistir (Dohet ve dig. 2016) (Sekil 2. 11). Seyreltilmis ¢ozelti, dnceden
hazirlanmig olan Streptomisin (aminoglikozid siifindan bir antibiyotik) iceren
PDA besi ortamina dokiilmiistiir. Ezme islemine (Dohet ve dig. 2016)ait protokol
asagida belirtildigi sekildedir:

Yiizey Sterilizasyonu: %70’lik etil alkol igeren 1000 ul tiiplere bocek

ornekleri yerlestirilmis ve 30 dakika boyunca etanol icerisinde bekletilmistir.

Distile Su ile Yikama: Ornekler, diger eppendorf tiiplerine aktarilmis ve
500 pl distile su ilave edilerek iyice ¢alkalanmis, yiizeylerin temizlenmesi ve

etanolden arindirilmasi saglanmistir.
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Fosfat Buffer Soliisyonu: Temiz eppendorf tiiplerine 500 pl fosfat buffer

soliisyonu eklenmis ve steril cubuk yardimiyla bocek ornekleri iyice ezilmistir.

MgSOs Eklenmesi: Ardindan 900 pl MgSO4 temiz eppendorf tiiplerine
ilave edilmistir. Toplamda 5 bdcek 6rnegi i¢in 40 adet eppendorf tiip hazirlanarak,

her bocek i¢in 8 tiip kullanilmigtir.

Seyreltme Islemi: Hazirlanan 6rnekten 100 pl almarak MgSOs igeren
eppendorf tiipiine ilave edilmistir (Tiip kapagma 10 olarak not alinmustir). Diger

eppendorf tiipleri ise 10, 104, 106, 108 seklinde numaralandirilmustir.

Homojenize Ekme: Seyreltilmis tiiplerden 102, 10, 10, 108 siralama
seklinde notlar alinarak 100 pl alinip temiz besi ortamina homojenize bir sekilde

damlatilmistir.

Inkiibasyon: Petrilerin kapaklar1 agik birakilarak hiicre kabininde 1 giin
boyunca bekletilmistir.

Bu islemden sonra, petri kaplar1 24°C’de yaklasik 10-20 giin boyunca
karanlikta inkiibasyona birakilmigs ve giinlik kontroller  yapilmistir.
Stereomikroskop altinda incelenen fungal koloniler, iizerine selofan yerlestirilmis

PDA besi ortami igeren petri kaplarina aktarilmig ve gelismeye birakilmistir.
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Sekil 2. 11: Tomicus destruens érneklerini ezme yonteminde drneklerin
seyreltilmesi.
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2.5 Fungal izolatlarin Morfolojik Olarak Gruplandiriimasi

Elde edilen tim fungal izolatlar koloni rengi, koloni sekli, koloni yapisi,
koloni kenar sekli ve rengi gibi koloni morfolojik o6zellikleri kullanilarak
gruplandirilmistir. Gruplama 6ncelikle yiiriiyen ve ezilmis bdcekler iginde ayri
ayri yapiulmustir. Daha sonra ayni morfolojik oOzelliklere sahip gruplar
birlestirilmistir. ~ Izolatlar ~Pamukkale Universitesi Fungal Biyoteknoloji

Laboratuvari'nda saklanmaktadir.

2.6 Funguslarin Molekiiler Karakterizasyonu

Elde edilen izolatlar morfolojik karakterlerine gore gruplandirilarak, her
bir morfolojik gruptan 1 adet temsilci izolatamolekiiler karakterizasyon islemi
yapilmistir. Molekiiler teshisler, funguslarin teshisinde barkod olarak kabul edilen
ITS gen bolgesinin dizilemesi ile gergeklestirilmistir. Bunun ig¢in ilk olarak
fungusdan DNA izolasyonu gerceklestirilmis ve ardindan izolatlara ait genomik
DNAlarin ITS bolgesi PZR ile ¢ogaltilmistir. Cogaltilan bolgeler dizilenmistir.
Elde edilen diziler gen bankalarinda bulunan diger diziler ile karsilastirilmistir. Bu

asamalarda kullanilmis yontemler agagidaki kisimlarda detayli olarak verilmistir.

2.6.1 Funguslarin DNA izolasyonu

Izole edilen fungal izolatlar selofan membran bulunan PDA (%2) besi
ortaminda 24°C’ de inkube edilmistir. Bu siirenin sonunda besi ortaminda gelisen
miseller selofan membran {izerinden kazinarakDNA izolasyonu asamasina
gecilmistir. Orneklerin  DNA izolasyonunda Fungal DNA izolasyon Kkiti

(ROSCHE, isvicre) kullanilmistir ve izolasyonda kite ait prosediir izlenmistir.
DNA izolasyonunda izlenilen agsamalar:

-Besi ortaminda gelisen miseller selofan membran iizerinden kazinarak

yaklasik her 6rnekten 25-50 mg eppendorf tiiplerinin i¢ine aktarilmistir.
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-Uzerine 200 pl Lysis buffer eklenerek parcalanmasi saglanmustir.

-Ardindan 5 dk 6500 rpm de santrifiij yapilarak dokularin tiipiin altina

¢Okmesi saglanmustir.
-Tipteki siipernatant kismu farkli eppendorf tiipiine aktarilmistir.

-Uzerine 200 pl Binding buffer eklenerek ardindan 40 ul Proteinase K

eklenmistir ve vortekslenmistir.
-10 dk. 70 °C inkiibasyon banyosuna birakilmustir.
-100 pl Isopropanol eklenerek vortekslenmistir.

-Filtre tiipleri koleksiyon tiiplerine birakilarak eppendorf icerisindeki tim

tiriini pipet yardimiyla filtre tiipiine aktarilmigtir.
-1 dk boyunca 9500 rpm de santrifiijlenmistir.

-Santrifiijden sonra altta kalan kisim ve koleksiyon tiipii atilmistir ve filtre

tiipiinii yeni koleksiyon tiipiine aktarilmigtir.

-Ardindan 500 ul Inhibitor removal eklenerek 9500 rpm de 1 dk. santrifiije

brrakilmustir.

-Filtreyi yeni koleksiyon tiipiine alinarak tizerine 500 pl yikama tampon

(wash buffer) eklenmistir.
-9500 rpm de 1 dk boyunca santrifiijlenmistir.
-Koleksiyon tiipii atilarak filtreyi yeni bir koleksiyon tiipiine aktarilmistir.

-Bu asamada 12-13-14 basamaklar tekrarlanmistir ve iyice yikanarak

temizlenmesi saglanmistir.
-Ardindan 10 sn son hizda (13800 rpm) santrifiijlenmistir.

-Koleksyon tiipli atilarak santrifiij tiipiine filtre tliplinii koyulmustur ve

tizerine yaklasik 50~100 ul elusyon tampon (elution buffer) eklenmistir.
-1 dk boyunca 9500 rpm de santrifiijlenmistir.

Nanodrop dl¢iimleri esnasinda elusyon tampon kullanilmistir.izole edilen

fungal genomik DNAlIar -20 °C'de muhafaza edilerek PZR islemine gegilmistir.
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2.6.2 Funguslarm Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PZ Reaksiyonlarinda, rDNA’m ITS gen bdlgelerinin dizi bilgisi
kullanilmustir. ITS bolgesinin ¢ogaltilmasinda ITS1-ITS4 primer giftinden (Tablo
2. 2) yararlanilmistir (White ve dig. 1990).

Tablo 2. 2: ITS gen bdlgesi i¢in kullanilan primer dizileri.

Primer | Yonii | Primer dizileri (5°-3°) Hedef gen | Kaynak
bolgesi
ITS1 Ileri TCCGTAGGTGAACCTGCGG | ITS White ve dig.
1990
ITS4 Geri TCCTCCGCTTATTGATATGC | ITS White ve dig.
1990

PZ reaksiyonlar1 Xpert Fast Hotstart Mastermix (Grisp, Portekiz) ile
gercgeklestirilmistir. PZ  reaksiyonunda  kullanilan  kimyasallar  ve

konsantrasyonlariTablo 2. 3’te sunulmustur.

Tablo 2. 3: Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinda kullanilan kimyasallar ve
konsantrasyonlari.

Bilesen Stok Kons. (25 pl)
Xpert Fast Hotstart Mastermix (2x) 12,5 ul

Forward primer (5 pmol/ul ) 2 ul

Reverse Primer (5 pmol/ul ) 2 ul

Template DNA 0,25-10 pl
PZR-grade water 25 pl’ye tamamlanir

Konvansiyonel PZR igin kullanilan kit protokolii kullanilarak PZR
cihazinda protokol (Tablo 2. 4) olusturulmustur. PZR ig¢in reaksiyon karigim
islemi tamamlandiktan sonra PZR tiipleri konvansiyonel PZR cihazinin

kuyucuklarina yerlestirilerek PZR protokolii uygulanmastir.
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Tablo 2. 4: Polimeraz Zincir Reaksiyonlarina ait sicaklik ve dongii kosullart.

Safha Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 95 3dk 1
Denatiirasyon 95 15sn

Baglanma 55 15sn 40

Uzama 72 15sn

Son uzama 72 3dk 1

2.6.3 Agaroz Jel Elektroforezi islemi

Agaroz jel elektroforez islemi ile dogrulanmasi icin %1’lik agaroz jel
kullanilmistir. Agaroz jel hazirlanirken 1 g agaroz (BIOMAX) tartilarak temiz bir
erlen igerisine konulduktan sonra iizerine 100 mL 1xTris Borate EDTA buffer
(TBE) tamponu eklenmistir. Daha sonra, agarozun TBE tamponu igerisinde
homojen sekilde erimesi i¢in mikrodalga firinda (600 Watt) polimer tamamen
eriyinceye kadar kaynatilmistir. Hazirlanan jel oda sicakligina geldikten sonra
icine 3 pL Xpert Green DNA Stain (GRISP, Portekiz) eklenmistir. Dokiilen jelin
oda sicakliginda donmas1 saglanmistir. Ardindan, daha 6nceden hazirlanan 1XTBE

tamponu agaroz jel yiizeyinin lizerini kaplayacak sekilde ilave edilmistir.

Elde edilen PZR diriinleri igin, jeldeki her bir kuyucuga 5 uL DNA, 1 pL
GRS DNA Loading dye karistirilarak yliklenmistir. DNA’nin boyutlandirmasini
yapabilmek amaciyla belirteg olarak 100 bp’lik GRS DNA Ladder (GRISP,
Portekiz) kullanilmistir. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra giic kaynagina
baglanan elektroforez tankina 120 V giic uygulanarak, agaroz jele yiiklenen
ornekler 45 dakika boyunca karanlikta yiiriitiilmiistiir. Siire sonunda agaroz jel
goriintiileme sistemine dikkatli bir sekilde taginmstir. Jel goriintiileme sisteminde
elektroforez islemi siiresince yiiriimiis olan DNA ladder ve karsilik gelen PZR

tirtin bantlar1 karsilastirilarak dogrulama yapilmstir.
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2.7 DNA Dizileme Calismalari ve Tiir Tayini

PZ reaksiyonlar1 ile elde edilen amplifikasyon {iriinleri, hizmet alimi ile
Ankara'da bulunan BMLabosis'e dizileme i¢in génderilmistir. PZR tiriinlerinden
elde edilen nikleotid dizileri, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)
blinyesindeki GenBank veri tabaninda titizlikle arastirilmisti. Tanimlanan
dizilerin hizalanmasi1 ve NCBI veri tabanindan alian se¢ilmis dis grup dizileri,
BioEdit siirim 7.2.6 yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Niikleotid
dizilerinin benzerlik aramasi, NCBI-BLASTn (Temel Yerel Hizalama Arama
Araci) kullanilarak yapilmis ve %98'den fazla benzerlik gosteren diziler ayni tiire

ait olarak kabul edilmistir.

2.8 Molekiiler Caismada Kullanilan Cihazlar

Bu calismada kullanilan laboratuvar ekipmanlarinin listesi ve her birinin

islevi asagida aciklanmistir:

Agaroz Jel Elektroforez Aparati (Thermo, EC320): DNA, RNA veya
protein orneklerinin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasini saglayan bir cihazdir.

Bu cihaz, niikleik asitlerin elektroforetik ayrimi i¢in kullanilmistir.

Etiiv (Wiseven, Fuzzy Control System): Mikrobiyolojik inkiibasyonlar
icin kullanilmistir. Bu cihaz, belirli sicaklik ve nem kosullarini saglayarak fungal

kiiltiirlerin optimal biiylimesini saglamaktadir.

Su Banyosu (Niikleon Laboratory Equipment): Enzimatik reaksiyonlar
ve diger biyokimyasal islemler i¢in sabit sicaklikta su banyosu saglamaktadir.

DNA ekstraksiyonu ve enzimatik sindirim iglemlerinde kullanilmistir.

Otoklav (Niive, NC 40M): Laboratuvar malzemelerinin ve besi
ortamlarinin sterilizasyonu ic¢in kullanilmistir. Yiiksek basing ve sicaklik altinda

calisarak kontaminasyon riskini minimize etmistir.
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PZR Cihaz1 (Gradient PCR, SuperCycler PC1034, SC-300G):
Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in kullanilmigtir. DNA amplifikasyonu i¢in gerekli
sicaklik dongiilerini  saglar ve yiliksek verimlilikte ¢ogaltma islemleri

gergeklestirir.

Gii¢ Kaynag (EC250-90): Elektroforez islemleri sirasinda agaroz jel
elektroforez aparatina gerekli elektrigi saglayan cihazdir. DNA'nin jel boyunca

hareket etmesini saglar.

Istk  Mikroskobu (Olympus, CX21): Funguslarin mikroskobik
incelenmesi ic¢in kullanilmistir. Bu cihaz, o6rneklerin morfolojik analizlerini

yapmay1 miimkiin kilar.

Mikrobiyolojik Giivenlik Kabini (Niive, Class II, MN 120):
Calismalarin steril kosullarda gerceklestirilmesini saglar. Kontaminasyon riskini

en aza indirerek giivenli ¢caligsma ortami sunar.

Santrifiij (Alfagen, 15K): Hiicrelerin ve diger partikiillerin ayrilmasi i¢in
yiiksek hizli santrifiij islemlerinde kullanilmistir. Orneklerin farkli fazlara

ayrilmasini saglar.

Vorteks (Dragon Lab, MX-F): Cozeltilerin homojen bir sekilde
karistirilmast i¢in kullanilmistir. Numunelerin iyice karigsmasini saglar ve

reaksiyon verimliligini artirir.

Hassas Terazi (Precisa, XB 220A ve Mettler Toledo, PB 602-L):
Kimyasal maddelerin hassas tartim islemlerinde kullanilmistir. Yiiksek dogrulukta

tartim saglar.

Jel Goriintiilleme Cihaz1 (Cleaver Scientific, gelLite): Elektroforez
sonrast DNA bantlarinin goriintiilenmesi ve analiz edilmesi i¢in kullanilmistir. Bu

cihaz, jel lizerinde olusan bantlar1 net bir sekilde gérmeyi saglar.

Microplate Reader (Epoch, Biotek): Cesitli biyokimyasal analizlerin,
Ozellikle absorbans Ol¢limlerinin yapildigi cihazdir. ELISA (Enzim Baglantili

Immiinosorbent) testleri ve diger enzimatik aktiviteler i¢in kullanilmugtir.
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2.9 Shannon-Weiner Cesitlilik indeksi ve Frekanslarin Belirlenmesi

T. destruens ve simbiyotik iligkili fungus tiirlerini anlamak amaciyla,
belirli bir orman ekosisteminde bulunan 20 agagtan (n=20) toplanan bdcek
ornekleri iizerinde ¢alisma yapilmistir. Agaclara ait dizim sekli ve kodlama Sekil
2. 12’de verilmistir. Bu calismada, boceklerin tasidigr farkli fungus tiirlerinin
cesitliligini degerlendirmek i¢in Shannon-Weiner c¢esitlilik indeksi (H”) (Shannon
1948) uygulanmistir. Shannon-Weiner ¢esitlilik indeksi, bir ekosistemdeki tir
zenginligini ve bireylerin bu tiirler arasindaki dagilimini 6l¢mek i¢in kullanilan bir
biyolojik ¢esitlilik olgiitiidiir. Bu indeks, hem tiir sayisini (zenginlik) hem de
tiirlerin bollugunu (esitlik) dikkate alir ve yiiksek bir H’ degeri, tiirlerin daha esit
dagildig1 ve daha cesitli bir toplulugu ifade etmektedir.

X X X X X X X X X X X X A-1 A-3
X X X X X X X X X X X B-4
X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X D-1 D-3 D-4

X X X X X X X X E-1 | E-2 E-4 ES)

X X X X X X X

X X X X X X G-1

X X X X X H-2 | H-3 | H-4

X X X X

X X X J-4

X X K2 | K3 | K4 | K5 | K-6

X

Sekil 2. 12: T. destruens drneklerinin tespit edildigi klonlar. Tespit edilenler koyu
yesil ile ifade edilmistir.

T. destruens ile simbiyotik iliski iginde bulunan fungus tiirlerinin
cesitliligini ve frekansini belirlemek amaciyla, ¢alisma alaninda 20 farkli agagtan
(n=20) toplanan bocekler laboratuvara getirilmistir ve her bir bdcekten izole

edilen fungus tiirleri kaydedilmistir. Toplanan veriler, her bir konakta bulunan
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fungus tiirlerinin  varligint  belirten bir ikili (binary) veri tablosuna
doniistiriilmiistiir. Veri tablosunda yer alan her bir fungus tiiriiniin frekansi, tim
konaklar tizerindeki toplam varlik sayisi olarak hesaplanmistir. Bu islem, her bir
fungus tiiriiniin ¢alisma alaninda ne kadar yaygin oldugunu belirlemek igin

kullantlmistir.

2.10 lizolatlarin Seyreltme Oranlari

Toplanan bocekler iizerindeki fungus tiirlerinin dagilimi ve seyreltme
derecelerine gore varlik/yokluk durumunu incelenmistir. Her bir fungus tiirii igin
farkli seyreltme derecelerinde gozlemlenen frekanslar kaydedilmistir. Bu veriler,
R programlama dili kullamlarak analiz edilmistir.Elde edilen izolatlar 10 — 108

aralig1 oranlarinda seyreltilmistir.

2.11 Ezme-Yiiriitme Etkisi

Ezme ve yliriitme yontemleriyle elde edilen fungus izolatlar1 arasindaki
iligki varyans analizi ile belirlenmistir. Buna goére, varyans analizini
gerceklestirmek i¢in ilk olarak verilerin normallik ve varyans homojenligini test
edilmistir. Bu testlerin sonucuna gére parametrik veya non-parametrik bir test
tercih edilmistir. Devaminda, uygun varyans analizi ve post-hoc testi
gerceklestirilmistir. Bu amagla yazilan R kodlar1 asagidaki algoritmay: takip
etmistir:

» Verilerin normalligi ve varyans homojenliginin test edilmesi.

* Test sonuclarima gore, veriler normallik ve varyans homojenligi
sagliyorsa parametrik test (Two-way ANOVA) uygulanir, degilse non-parametrik

test (Kruskal-Wallis test) uygulanir.

* Uygun post-hoc testini (Tukey HSD veya Pairwise Wilcoxon Test)
gerceklestirilir.

* Sonuglar gorsellestirilir.
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3 BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada, Denizli Orman Isletme Miidiirliigii'ne bagli Civril Orman
Isletme Sefligi sinirlarinda bulunan 216 no’lu Kizilgam Tohum Bahgesi'nde
yayilis gosteren Tomicus destruens (Woll., 1865) tiirtiniin varligi ve bu bocegin
fungal topluluklarla olan iligkisi incelenmistir. 216 no’lu Kizilgam tohum bahgesi,
Aralik 2015 tarihinde kurulmus olup, orijinleri Acipayam, Bozdag, Kelekei,
Fethiye ve Uziimlii'den gelmektedir. Bahgede toplam 47 klon bulunmaktadir ve
baslangi¢ dikim adedi 1768’dir. Arastirma siiresince, farkli mevsimlerde ve ¢esitli
orman alanlarinda yapilan gozlemler ve toplanan Ornekler degerlendirilmistir.
Elde edilen veriler, T. destruens’in tohum bahgesindeki yayilisi ve bocegin
konakg1 agaglarla ve bu agaglarda yasayan fungal topluluklarla olan etkilesimleri

hakkinda bilgiler sunmustur.

3.1 Tomicus destruens’in Yayilis Durumu

Calismanin bulgular1, T. destruens’in biyolojik evrelerini ve mevsimsel
aktivitelerini anlamada 6nemli ipuglar1 saglamaktadir. Fungal topluluklarla olan
iligkisi ise, bocegin ekosistem tizerindeki etkilerini ve olas1 kontrol yontemlerini
belirlemede kritik 6neme sahiptir. Elde edilen bulgular, orman zararlilar ile
miicadele ve orman sagliginin korunmasi acisindan degerli bilgiler sunmaktadir.
Calismalar sirasinda, T. destruens’in yilda bir nesil verdigi, disilerin Subat ayimnin
basinda yumurta birakmaya basladig1 ve gen¢ erginlerin Haziran aymin ikinci
yarisindan itibaren ortaya ¢iktiklar: tespit edilmistir. Sarikaya ve Aver (2010)’nin
yapmisg olduklar1 ¢alismada T. destruens’in ugus doneminin yiikseltiye bagl
olarak degistigi tespit edilmistir. Bocegin ucus donemi, 0 ve 300 metre
yiikseklikte Kasim aymin basinda, 300-600 metre arasinda Aralik aymin ikinci
yarisinda ve 600 metre ve iizeri yiiksekliklerde Subat aymin basinda
baslamaktadir. Diisiik rakimlarda (0-300 m), bocekler Kasim ayimin ilk haftasinda
yumurta birakmaya bagslamis ve geng erginler Nisan ayimin ortasinda
gozlemlenmistir. Orta yiiksekliklerde (300-600 m), ilk yumurtalar Aralik aymin
ikinci yarisinda gozlemlenmis ve bocek Mayis aymin basinda geng ergin

asamasina ulagsmistir. Daha yiiksek rakimlarda (600 m ve iizeri), Subat ayinin
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basinda yumurta birakmaya basladigive Haziran ay1 ortalarinda ugusa donemine
gectikleri belirtilmistir. Buna gore mevsimsel gegislerin yumurtlama ve ugus

donemleri tlizerinde etkisi oldugu sdylenebilir.

T. destruens erginleri sonbaharin sonu, kis ve ilkbahar boyunca aktif
olmustur. Ocak ve Aralik aylarinda ortalama sicakliklar sirasiyla 5°C ve 7°C,
Subat ve Mart aylarinda ise 10°C ve 12°C olmasina ragmen, erginlerin aktivitesi
tamamen ortadan kalkmamistir. Ciftlesmenin ardindan, disi bireyler, konake1
agacin (P. brutia) liflerine paralel olarak bir galeriyi insa etmis ve ana tiinelin
yanlarinda yumurta nisleri olusturmaktadir. ilk yumurtlama Subat ayinimn basinda
tespit edilmis ve geng erginler bir sonraki yilin Haziran ayinin ortalarinda ortaya
cikmistir. Disiler, dmiirleri boyunca birden fazla kez yumurta birakabilmekte ve
bu durum kardes nesillerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Yumurta galerileri
genellikle 3 cm'den uzun olup, bazen 10 cm'yi bulmustur. 216 no’lu Kizilgam
Tohum Bahgesi'ndeki Kizilgam popiilasyonun siirekli takip altinda olmasi,
bireylerin gen¢ olmasi1 ve diger cografi unsurlar sebebi ile nispeten korunakli
durumdadir. Bu sebeple agaclarda istilalar mevcut olsa da agaglar iizerinde yogun
bir istila durumu gozlemlenmemistir. Hatta iki yillik gozlem siirecinde ilk
orneklemelere ait 2022 yilinda istilali agag sayis1 %30 {lizerinde iken, bu durumun
takip eden yil icerisinde %12’lere geriledigi gozlemlenmistir. Ayrica bu agaglarda
bagka bir istila durumu s6z konusu degildir (6rn; Cam kese bocegi vb.). Sarikaya
ve Avcr (2010)’nin yapmis olduklart ¢alismada T. destruens’in Thaumetopoea
wilkinsoni Tams, 1926 gibi biyotik faktorlerden kaynaklanan stres altindaki
agaclara, kuraklik, kotli yetisme kosullar1 ve benzeri faktorler nedeniyle daha
fazla zarar verebildigi gozlemlenmistir. Benzer sekilde Sauvard (1989) ve
Amezaga ve Garbisu (2000) caligmalarinda bir agactaki saldir1 yogunlugu ytliksek
oldugunda, her disi i¢cin mevcut olan siirli subkortikal alan nedeniyle galerilerin
kisalma egilimi gosterdigi gozlemlemistir. Bu kosullar altinda, disiler genellikle
ilk konakg1 agacin terk ederek yumurtlamayr tamamlamak i¢in daha uygun yerler
aramigstir. Saldir1 yogunlugu distiik oldugunda ise, disiler konak¢1 agacini terk

etmemis ve galerileri daha uzun olmustur.

T. destruens larvalari, Kasim aymin ortasindan bir sonraki yilin Mayis

ayinin basina kadar ana galerilere dik olan galerilerde beslenmistir. Pupalama,
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Nisan aymm ilk gilinlerinde baslamis ve Mayis aymin ikinci haftasinda
tamamlanmistir. Pupal gelisim i¢in en uygun sicakliklar 15-20°C arasinda
olmustur. Larvalarin, ana galeriye dik olan galerilerde Kasim ayimin ortasindan bir
sonraki yilin Mayis ayinin basina kadar beslenmeye devam ettigi gozlemlenmistir.

T. destruens'in gelisim evrelerinin kronolojik verileri Tablo 3. 1'de 6zetlenmistir.

Arazi ¢alismalar siirecinde tohum bahgesinde yer alan kizilgamlar tek tek
kontrol edilmis ve farkli seviyelerde T. destruens zarari tespit edilmistir. 2022 ve
2023 yillarina ait istila oranlarinin karsilastirilmasi, zararli kontrol yontemlerinin
etkinligini ve yapilan miidahalelerin uzun vadeli etkilerini degerlendirmek
acisindan kritik dneme sahiptir. Calisma siirecinde, 2022 yilinda %37,8 olan istila
oraninin 2023 yilinda %12,1’e diistigii gézlemlenmistir (Sekil 3. 1). Bu belirgin
azalma, agaclarin bir onceki yilin istilasina kars1 gelistirdikleri adaptif savunma
mekanizmalarinin bir sonucudur. Istilaya maruz kalan agaglar, patojenlere ve
zararlilara kars1 daha giiclii bir bagisiklik gelistirmis, boylece daha direngli hale
gelmiglerdir. Bu direng artisi, boceklerin ve patojenlerin agaglar iizerindeki
etkisini azaltmis ve istila oranlarimin diismesine katkida bulunmustur.
Kizilgamlarin T. destruens istilasina karsi yillik direng degisimi, ekosistem
dinamiklerinin ve biyotik stres faktorlerine karsi adaptasyon siireclerinin 6nemli
bir gostergesidir. Bir yil istilaya maruz kalan agaclar, takip eden yil igerisinde
daha direncli hale gelmekte ve bu durum birbirini takip eden yillarda benzer bir
sekilde devam etmektedir. Bu adaptif savunma mekanizmalari, agaclarin genetik
cesitliligi  ve ekosistem igerisindeki yerel g¢evresel kosullar tarafindan

sekillenmektedir (Boyes ve dig. 2019).
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Sekil 3. 1: Tomicus destruens tarafindan istila edilen agaclarin 2022 ve 2023

yillarina gore orani.

Tablo 3. 1: 216 no’lu Kizilgam Tohum Bahgesi'nde yayilis gdsteren Tomicus
destruens tiiriiniin iki yillik (Ocak 2022-Aralik 2023) calisma siirecindeki

biyolojik dongiisii.
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3.2 Tomicus destruens’in Morfolojik ve Molekiiler Teshisi

Elde edilen T. destruens orneklerinin teshisi; geleneksel (klasik) yontemlerle
morfolojik O6zelliklerden faydalanilarak (Sekil 3. 2) ve molekiiler teknikler

kullanilarak yapilmastir.

Sekil 3. 2: Tomicus destruens ergininin dorsal ve lateral yonlerden goriintiisii.
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Morfolojik karakterizasyonlar1 dogrulamak amaciyla 2 temsilci T.
destruens 6rnegi molekiiler karakterizasyon analizlerine tabi tutulmustur. izole
edilen DNA'larin yogunluklarinin ve safliklarinin belirlenmesi amaciyla plaka
okuyucu (BioTek Micro-Volume Plate) kullanilmustir. T. destruens 6rneklerine ait
PZ reaksiyonlar1t LCO1490F ve HCO2198R primer ¢ifti ile Xpert Fast Hotstart
Mastermix (Grisp, Portekiz) kullanilarak gerceklestirilmistir. Orneklere ait

elektroforez jel goriintiisii Sekil 3. 3’de verilmistir.

Sekil 3. 3: LCO1490F ve HCO2198R primer ¢ifti ile gergeklestirilen PZR
amplifikasyon triinleri.

PZR ile elde edilen amplifikasyon iirlinleri, hizmet alimi yapilarak
Ankara'da bulunan BMLabosis'e (BMLabosis BM Lab. Sist. Ltd. Sti.) dizileme
icin gonderilmistir. PZR {irlinlerinden elde edilen niikleotid dizileri, NCBI
blinyesindeki GenBank veri tabaninda arastirilmistir. Tanimlanan dizilerin
hizalanmas1 ve NCBI veri tabanindan alinan segilmis dis grup dizileri, BioEdit
siirim 7.2.6 yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Niikleotid dizilerinin
benzerlik aramasi, NCBI-BLASTn (Temel Yerel Hizalama Arama Araci)
kullanilarak yapilmis ve %98'den fazla benzerlik gosteren diziler ayni tiire ait

olarak kabul edilmistir (Tablo 3.3).
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Tablo 3. 2: Tomicus destruens 6rneklerinin morfolojik ve molekiiler karakterizasyon
sonuglari

Benzerlik gosterdigi referans dizinin;
Benzerlik GenBank
Ornek Adi Morfolojik Tam GenBank ID Erisim
(%)
Kodu
Td1 Tomicus destruens Tomicus destruens 100% AY040295.1
Td2 Tomicus destruens Tomicus destruens 98% AY040295.1

3.3 Fungal izolatlarmMorfolojik ve Molekiiler Teshisi

Calisma siirecinde, 20 adet T. destruens oOrneginden yliriitme ve ezme
yontemleri ile toplam 84 adet izolat elde edilmistir. Elde edilen tiim fungal
izolatlar koloni rengi, koloni sekli, koloni yapisi, koloni kenar sekli ve rengi gibi
koloni morfolojik 6zellikleri kullanilarak gruplandirilmistir. Gruplama oncelikle
her bir 6rnek alan igerisinde yiirliyen ve ezilmis bocekler arasinda yapilmis
sonrasinda ise ayni morfolojik Ozelliklere sahip gruplar birlestirilmistir.Bu
izolatlar yapilan morfolojik gruplandirmalar sonucunda tiimii Ascomycota
subesinden olmak {izere toplam 14 farkli gruba ayrilmustir (Sekil 3. 4). izolatlar

Pamukkale Universitesi, Fungal Biyoteknoloji Laboratuvari'nda saklanmaktadir.
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Sekil 3. 4: Tomicus destruens drneklerinden izole edilen fungus kolonileri.

Her bir gruba ait temsilci izolat icinde selofan membran bulunan PDA
(%2) besi ortaminda 24°C’ de inkube edilmistir. Bu silirenin sonunda besi
ortaminda gelisen miseller selofan membran {izerinden kazimnarak DNA
izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. PZR amplifikasyonlarinda rDNA’m ITS gen
bolgelerinin dizi bilgisi kullanilmistir. ITS bolgesinin ¢ogaltilmasinda ITS1-1TS4
primer ¢iflerinden yararlamilmistir. Orneklere ait elektroforez jel goriintiisii Sekil

3. 5’de verilmistir.
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Sekil 3. 5: ITS1-ITS4 primer gifti ile gergeklestirilen PZR amplifikasyon

tirtinleri.

PZR iiriinleri, aym primer ¢iftleri kullanilarak, ABI 3730XL Sanger
dizileme cihazinda (Applied Biosystems, Foster City, CA), BigDye, Terminator
v3.1 Cycle Dizileme Kiti ile (Applied Biosystems, Foster City, CA) dizilenmistir.
Sanger dizileme islemi hizmet alimi araciligiyla (BMLabosis BM Lab. Sist. Ltd.
Sti.) gerceklestirilmistir. Elde edilen niikleotit dizileri, dizi benzerliklerini
belirlemek i¢in GenBank arastirmasinda kullamilmistir (NCBI - Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi). En benzer ve bazi dis grup dizileri NCBI veri
tabanindan segilerek ve BioEdit siiriim 7.2.6 yazilimi kullanilarak hizalanmistir.
Tiir seviyesinde teshis i¢in sorgulanan dizinin gen bankasindaki tiirlerle %98
tizerinde benzerlik gostermesi kriteri esas alinmistir. Benzerlik orani %95-98
arasinda ise teshis cins seviyesinde birakilmistir. Funguslara ait morfolojik ve

molekiiler karakterizasyon sonuglar1 Tablo 3. 3’de verilmistir.
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Tablo 3. 3: Tomicus destruens erginlerinden elde edilen fungal izolatlarin morfolojik
ve molekiiler karakterizasyon sonuglari

Benzerlik gosterdigi referans dizinin;

Oﬁfk Morfolojik \{;l}](labul Edilen GenBank ID Berg(;(:)rlik GenBaKI:)l;ll;:risim
Tipl Aureobasidium sp. Aureobasidium pullulans | 100% KT722607.1

Tip2 Sydowia polyspora Sydowia polyspora 98% 0K662610.1

Tip3 Aspergillus niger Aspergillus niger 98% NR111348.1

Tip4 Arthrinium sp. Arthrinium sp. 99% KJ767257.1

Tip5 Epicoccum layuense Epicoccum layuense 100% KT898772.1

Tip6 Alternaria alternata Alternaria alternata 100% MK611686.1

Tip7 Cladosporium sp. Cladosporium sp. 99% PP818857.1

Tip8 Alternaria sp. Alternaria infectoria 100% MK513822.1

Tip9 Penicillium sp. Penicillium griseofulvum | 100% ONB845663.1
Tipl0 Albifimbria sp. Albifimbria verrucaria 98% NR_153550.1
Tipll Sarocladium sp. Sarocladium kiliense 100% OR162608.1

Tipl2 Fusarium sp. Fusarium equiseti 100% KU361513.1
Tipl3 Aureobasidium pullulans Aureobasidium pullulans | 100% KT898763.1

Tipl4 Lecanicillium sp. Lecanicillium sp. 100% LT548277.1

Modern biyolojik arastirmalarda, tiir teshisi yalmizca morfolojik

ozelliklerin incelenmesine dayandirildiginda yetersiz kalabilmektedir. Bu durum
ozellikle, morfolojik yapilar1 degiskenlik gosteren funguslar i¢in oldukga
onemlidir. Bu nedenle, tiir teshisinin dogrulugunu artirmak ve kesinlestirmek icin
molekiiler dilizeyde analizlerin yapilmast Onem tagimaktadir. Molekiiler
yontemlerin gelistirilmesiyle birlikte, biyolojik cesitlilik arastirmacilarinin tiirleri
morfolojik yontemlere gére DNA barkodlama ile tanimlamalar1 daha kolay hale
gelmistir (Verkley ve dig. 2013; Vu ve dig. 2019). DNA barkodlamanin basarisi,
mikrobiyal biyolojik ¢esitliligin gezegenin her kosesinde karakterize edilmesini
kolaylastirmistir (Afshinnekoo ve dig. 2015). Bakterilere kiyasla, funguslarin
tanimlanmas1 zordur ¢ilinkli genomlar1 biiyiik miktarda kodlamayan ve tekrarlayan
DNA igerir (Mohanta ve Bae 2015). ITS dizileri, bir¢ok fungus tiiriiniin
ayrilmasinda kullanilmaktadir (Irinyi ve dig. 2015; Vu ve dig. 2016). Bunun yanm
sira GenBank'ta daha fazla fungus tiiriine ait ITS dizilerine ihtiya¢ bulunmaktadir
(Hawksworth ve Liicking 2017) ve bazi dizilerin diisiikk kalitede oldugu
goriilmektedir (Vu ve dig. 2016). Bu nedenle, baz1 funguslarin filogenetik

iliskisini belirlemek icin ¢ok lokuslu (TEF, RPB1, RPB2, LSU ve SSU) dizi
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verileri kullanilmalidir. Ancak, bu olduk¢a zahmetli ve ekonomik degildir. Baz1
arastirmacilar, ITS bolgeleri ve yeterli genetik varyasyona sahip en az bir protein
kodlayan genin (6rnegin TEF veya RPB2) sus tanimlamasi i¢in yeterli olmasi
gerektigini, konservatif 28S veya 18S rDNA dizilerinin kullanilmasindan ziyade
onermektedir (Jeewon ve Hyde 2016). Bu nedenle, dogru sus tanimlamasi igin
minimum ITS ve gen kombinasyonunun belirlenmesi, ¢cok fazla zaman tasarrufu
saglayabilir. Caligmamizda tek bir primer ¢ifti (ITS1-4) kullanilmistir ve bazi
cinslerin Genbankasinda tiir diizeyinde tanimlanabilmesi i¢in tek bir primer
ciftinin yeterli olmadigr diistiniilmektedir. Her ne kadar bu tiirlere ait benzerlik
oranlart %98’in iizerinde ¢iksa da morfolojik olarak yapilan teshislerde bazi
tiirlerin cins diizeyinde birakilmasi daha dogru bulunmustur. Bu tiirler daha sonra
yapilacak calismalarda farkli primer ciftleri kullanilarak tiir diizeyine
indirgenecektir. Ornegin Fusarium cinsi, Diinya ¢apinda 200’den fazla tiirii iceren
filamentli Ascomycota subesine ait bir cinstir (Al-Hatmi ve dig. 2016). Bu ¢ok
sayida tiir, benzer morfolojik karakterlere sahiptirler ve tiirlerin birbirinden ayirt
edilmesi morfolojik olarak zordur (Kvas ve dig. 2009). Fusarium cinsinin izolat
Ozellikleri de degiskendir ve biiyiitiildiikleri besi ortamina goére morfolojik
ozellikleri degisebilmektedir (Wang ve dig. 2020). Bu sebeple bu cinse ait
izolatlarin morfolojiye dayali dogru tanimlanmasinin ¢ok zor, zaman alict ve

taksonomik bilgi gerektirdigi sdylenebilir (Shan ve dig. 2019).

Bu bulgular, T. destruens ile iligkili fungal gesitliligin ve bu boceklerin
tastyici olarak rol oynadigi patojenik tiirlerin kapsamli bir sekilde anlagilmasina
katki saglamaktadir. izole edilen fungal tiirlerin varh@, Kizilgam ormanlarinin
sagligr ve sirdirilebilir yonetimi agisindan kritik oneme sahiptir. Ayrica, bu
calismanin bulgulari, orman zararlilar1 ve hastaliklarinin yonetim stratejilerinin
gelistirilmesinde &nemli bilgiler sunmaktadir. Ozellikle, Tomicus destruens'in
tasidig1 patojenlerin belirlenmesi, bu zararlinin kontrolii ve biyolojik miicadelesi
icin yeni yaklasimlar gelistirilmesine yardimeci1 olabilir. Caligma, orman
ekosistemlerinin korunmasi ve biyolojik ¢esitliligin siirdiiriilebilir yonetimi i¢in

temel veriler saglamaktadir.

Diinya ¢apinda Onemli bir entomopatojen cinsi olarak bilinen

Lecanicillium sp. bu ¢alismada izole edilmistir. Lecanicillium tiirleri bir¢ok bitki
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hastalig1, zararli bocek ve bitki paraziti nematodlarina karsi etkili biyolojik
kontrol ajanlaridir (Goettel ve dig. 2008). Bugiine kadar, neredeyse 15
Lecanicillium cinsine dayali ticari preparat gelistirilmis veya gelistirilmektedir
(Faria ve Wraight 2007). Su anda, 30'dan fazla Lecanicillium tiirii resmi olarak
tanimlanmis ve Fungorum Indexl'de listelenmistir. ITS tarafindan saglanan
bilgilerin sinirli oldugu goz 6niine alindiginda, aragtirmacilar yeni Lecanicillium
tiirlerini tanimlamak i¢in farkli genler kullanmasinin zamandan ve biitgeden
tasarruf saglayacagi agiktir (Zhou ve dig. 2020). Calismamizda bu tiir sadece

ezme yontemi sonucunda elde edilmistir.

Calismamizda arastirilan kabuk boceginin mikobiyotasinda, Tomicus
cinsine ait tiirlerde daha 6nce yapilan ¢alismalarda da bildirilen Fusarium cinsine
ait bir tiiryer almaktadir (Jankowiak 2005; 2006). Bu taksonomik grubun varligi,
genis konaker yelpazesi ve bu cinsin patojenik potansiyeli nedeniyle oldukca
onemlidir (Munoz ve dig. 2017). Daha once yapilan ¢alismalarda rapor edilen F.
sporotrichioides, F. circinatum, F. Acumiatum gibi tiirlerin potansiyel tehtidi
diistintildiigiinde izole edilen bu cinsin tiir diizeyinde tespit edilmesi i¢in yapilmasi
gereken galismalar oldukga degerlidir (Romon ve dig. 2007; 2008). Bateman (ve
dig. 1998) gore, Fusarium spp. ve kabuk bdcekleri arasindaki iliski, bu cinsin bol
spor tiretimi (tastyici firsat¢iligl) ve bazi Fusarium tiirlerinin patojenik davranist
ile aciklanabilir, bu da aga¢ kolonizasyonu sirasinda kabuk bocekleri i¢in bir
avantaj olusturabilir. Calismamizda Fusarium sp. sadece ezme yontemi ile elde

edilmistir.

Calismada en sik bulunan tiilerden birisi olan S. polyspora (anamorf:
Hormonema dematioides Lagerb. & Melin) 6zel bir dikkat gerektirmektedir. Bu
fungus, calismamizda izole edilen fungal gruplar arasinda baskin bir tiir olup,
bocekler tarafindan tasinan ¢ok yaygin bir tiir olarak rapor edilmistir (Davydenko
ve dig. 2014; Jankowiak ve Bilanski 2007). Jankowiak ve Bilanski (2007) ve
Munoz ve dig. (2017) T. destruens tiirii cinsi ile yaptiklari ¢alismada bu tiirii en
stk ve dominant tiir olarak bildirmislerdir. Bu fungus Talge (ve dig. 2010)
Tarafindan Avrupa ve ABD'deki koknar agaglarini (Abies spp.) etkileyen bir
hastalik etmeni olarak rapor edilmistir. Ayrica Denizli’de gergeklestirilen bir diger

calismada bu fungusun P. brutia agaglarinda mevcut sezon ibre nekrozuna sebep

51



oldugu bildirilmistir (Beram ve Demirdz 2024). Jankowiak ve Kurek (2006), S.
polyspora'nin kabuk bocekleri ile iliskili olarak erken kolonizasyon sirasinda
avantaj saglayabilecegini One stirmiislerdir. Bu fungusun kabuk bdcekleri
tarafindan konak kolonizasyonundaki rolii ve 6zellikle Tomicus tiirleri ile olan
iliskisi belirsizligini korumaktadir. Yine de, S. polyspora'nin gézlemlenen bollugu,
aynt anda gerceklesebilecek iki yonlii bir gecis ile agiklanabilir. Fungus
boceklerin beslenme donemi sirasinda siirgiinlerde bol miktarda bulunabilir
(endofitik yol) ya da diger yandan, bocekler dogrudan dokiintii ibre ve
stirgtinlerden (saprofitik yol) fungal sporlari yiiklenebilir (Munoz ve dig. 2017).

Calismamizda bu fungus sadece yiiriitme teknigi sonucunda izole edilmistir.

Penicillium spp. ¢esitli kabuk bocegi tiirlerinden sik¢a izole edilmistir
(Jankowiak 2006; Giordano ve dig. 2013) Bu cinsin yayilma yontemi olarak
anemokori (riizgarla yayilma) ana yontem olarak bilinmektedir ve Penicillium sp.
ile kabuk bodcekleri arasindaki iliski, ucus sirasinda temasin bir sonucu olarak
diisiiniilebilir. Calismamizda bu fungus hem ezme hem de yiiriitme yontemiyle
izole edilmistir ve ayrica en yiiksek siklikta izolasyonu yapilan tiirdiir.Penicillium
spp., en sik rastlanan taksonlar arasinda oldugu goriilmektedir (Kowalski 1991;
Kaus ve dig. 1996; Kubatova 2000; Seifert ve Frisvad 2000; Varese ve dig. 2003,
Menkis ve dig. 2006). Kubatova (2000), saglikli ve orta derecede gerileyen
agaglarda Penicillium tiirlerini tespit etmis ve genellikle odunlardan karakteristik
bir Penicillium sp. tiri birlesimi gozlemlemislerdir. Penicillium'un agag

gerilemesi lizerindeki rolii hala belirsizligini korumaktadir.

Cladosporium sp. rasgele olarak bir organizmadan digerine taginabilen bir
fungus olarak bilinmektedir ancak bu cinsin entomopatojenik potansiyeli de
oldukg¢a onemlidir (Eken ve Hayat 2009). Bu tiiriin T. destruens tizerindeki
varligini agiklamak i¢in iki olasi neden bulunabilir. Calismamizda bu fungus hem

ezme, hem de yiirlitme yontemiyle izole edilmistir.

Alternaria cinsine ait birgok tiir, toprakta veya ciiriiyen bitki dokularinda
en sik bulunan saprofitlerdir. Baz tiirler firsatc1 bitki patojenleridir ve toplu olarak
tarimsal bitkiler iizerinde ekonomik etkisi olan bir dizi hastalia sebebiyet
verebilirler. Alternaria spp. hasat sonrasi patojenler olarak da bilinmektedirler.

Alternaria tilirlerinin iki ana ozelligi, Ozellikle sporlarda melanin iiretimi ve
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patojenik tiirler durumunda konak¢iya 6zgli toksinlerin iretimidir (Thomma
2003). Neden oldugu enfeksiyon, olumsuz kosullardan kaynaklanan biiyiime
kesintileri nedeniyle nekrotik lezyonlarin olusumuna yol acgar. Bu lezyonlar
fungus metabolitlerinin (toksinler) difiizyonu ile olusturulur (Agarwal ve dig.
1997; Tewari 1983). Alternaria sp.’nin karagam ibrelerinde endofit olarak
bulundugu raporlanmistir (Markovskaja ve dig. 2016). Ayrica ¢alismamizda elde
ettigimiz A. alternata, Ukrayna’da yapilan bir ¢alismada sarigamdan orneklenen 1.
acuminatus tiiriinde raporlanmistir (Davydenko ve dig. 2017). Calismamizda
Alternaria cinsine ait iki farkli tiir tespit edilmis olup her iki tiir de ylirlitme

yontemi ile izole edilmistir.

Aspergillus cinsine ait funguslarlar, toprak ekosistemlerinde baskin bir
mikromiset grubu olarak bilinirler (Domsch ve dig. 1993) ve sporlarina havada
sikga rastlanir (Fischer ve dig. 2003). Aspergillus cinsine ait tiirler her yerde
bulunur ve saprofit veya endofitik olabilir (Hung ve Lee Rutgers 2016).
Literatiirde, Aspergillus'un genis bir yelpazedeki boceklere karsi virulent oldugu
kaydedilmistir (Nnakumusana 1985; Su ve dig. 2001; Scholte ve dig. 2003). Son
zamanlarda, bu cinsin tiirleri ve suslar1 bitki biiylimesinin potansiyel
destekleyicileri olarak bildirilmistir (Lubna ve dig. 2018; Yoo ve dig. 2018; Xie ve
dig. 2019). Aspergillus niger, gida endiistrisinde sitrik asit gibi gesitli enzim ve
metabolitlerin iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan bir tiirdiir (Behera 2020).
Tarimsal tiretimde kullanimi son yillarda daha fazla ilgi gérmektedir (Wang ve
dig. 2015; Klaic ve dig. 2017). Birgok arastirma, A. niger suslari tarafindan P'nin
¢oziindiiriildiigiinii ve ¢ozlinmeyen fosfatlarin ¢oziiniir formlara doniistiiriildiglini

bildirmistir (Chuang ve dig. 2007; Lubna ve dig. 2018; Din ve dig. 2019).

Aureobasidium tiirleri, farkli ortamlarda (6rnegin toprak, su, odun)
bulunabilen yaygin ve maya benzeri bir funguslardir. Herhangi bir hastalik
belirtisi gostermeden ¢ok c¢esitli bitki tiirlerinin dogal olarak olusan bir epifiti veya
endofiti olarak bulunurlar. Aureobasidium pullulans, farkli enzimler, sideroforlar
ve pullulan iretimi icin biyoteknolojide yliksek Oneme sahiptir. Ayrica, A.
pullulans, bitki hastaliklarinin biyolojik kontroliinde kullanilir (Chi ve dig. 2009).
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3.4 Cesitlilik Indeksi ve Frekanslar

Shannon-Weiner Cesitlilik indeks uygulamasi sonucunda en yiiksek
cesitlilik (H: 1,610) D3 ve K5 agaglar iizerinden toplanan Orneklerde tespit
edilmistir. D3 {izerinden Tip-1, Tip-6, Tip-9 ve Tip-13 fungus suslar1 tespit
edilirken, K5 fiizerinden Tip-1, Tip-6, Tip-7, Tip-11 ve Tip-13 suslan tespit
edilmistir. A1 (Tip 9), A3 (Tip 11), B4 (Tip 9), D4 (Tip 6), E-1 (Tip 13), H1 (Tip
11), H3 (Tip 9), K2 (Tip 2), K3 (Tip 8) ve K6 (Tip 9) agaglarindan tek bir sus elde
edildigi i¢in indeks hesaplamalarina dahil edilmemistir. Konakgilara gore tespit

edilen tiirler ve indeks degerleri Tablo 3. 4’de verilmistir.

Tablo 3. 4: Konakgilara gore tespit edilen tiirler ve indeks degerleri. Tek tiir ile
ifade edilen konakgilara ait indeks degerleri O olarak gosterilmistir.Aga¢ kod ve
konumlar: Sekil 2. 12 de ve tiplere ait takson adlariTablo 3. 3’de verilmistir.

Numafﬁ:ﬁ dirma Shannon-Weiner (H) Fungal Tiirler
D3 1,61 Tip-1, Tip-6, Tip-9, Tip-13
K5 1,61 Tip-1, Tip-6, Tip-7, Tip-11, Tip-13
Al 0 Tip-9
A3 0 Tip-11
B4 0 Tip-9
D4 0 Tip-6
E-1 0 Tip-13
H1 0 Tip-11
H2 0 Tip-9
H3 0 Tip-9
K2 0 Tip-2
K3 0 Tip-8
K6 0 Tip-9
E4 0,6931472 Tip-2 ve Tip-14
K4 0,6931472 Tip-10 ve Tip 11
El 1,0986123 Tip-2, Tip-3, Tip-4,
E3 1,0986123 Tip-2, Tip-9, Tip 14
B3 1,3862944 Tip-1, Tip-2, Tip-6, Tip-7,
D1 1,3862944 Tip-5, Tip-7, Tip-11, Tip-12
G1 1,3862944 Tip-1, Tip-7, Tip-9, Tip-11

Incelenen 6rneklerde fungus tiirleri gesitlilik gostermektedir (Sekil 3. 6).
Bazi tiirler (Tip-9 ve Tip-11 gibi) digerlerine kiyasla daha yayginken, bazi tiirler
(Tip-3, Tip-4 gibi) ¢ok nadir gozlemlenmistir. Tip-9 ve Tip-11 gibi yiiksek
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frekansa sahip tiirler, ekosistem igerisindeki rollerini 6nemli kilabilir. Diisiik
frekansa sahip tiirler ise habitat kosullarinin bu tiirlerin yagami iizerindeki etkileri

veya nadirlik nedenleri agisindan farklilik gostermektedir.

Frekans
B
|

Tip 1
Tip 2
Tip3
Tip 4
Tips
Tip6
Tip7
Tip8
Tip9
Tip 10
Tip 11
Tip12
Tip 13
Tip 14

Sekil 3. 6: Tespit edilen fungus taksonlarina ait frekans dagilima.

3.5 Seyreltme Oranlari

Fungus tiirlerinin seyreltme derecelerine gore varlik/yokluk durumu 1s1
haritas1 kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 3. 7). Seyreltme calismast 8 farkli
agactan (A3, D1, D3, E3, E4, G1, H1 ve K5) toplamis oldugumuz bocekten elde
edilmis olup, 6 farkli fungus tiirii (Tip7, Tip9, Tipll, Tip12, Tipl3 ve Tipl4)
tizerinde etkisini gostermistir:

Tip 7: Yalnizca K5-A-10*te seyreltme derecesinde varlik gdstermistir.

Tip 9: Birgok seyreltme derecesinde yiiksek frekanslarda varlik gostermistir. Bu

tiirlin en yaygin fungus tiirii oldugu gozlemlenmistir.

Tip 11: A3-10*, D1-B-10"*, G1-A-108, H1-10, ve K5-B-10" seyreltme

derecelerinde varlik gostermistir.
Tip 12: Yalnizca D1-A-10"* seyreltme derecesinde varlik gostermistir.

Tip 13: D3-10°, E3-107" ve K5-108 seyreltme derecelerinde varlik gdstermistir.
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Tip 14: D3-10%, E3-10°, E3-107, ve E4-107 6 farkli fungus tizerinde etkisini

gostermistir.

O O

=

E Tip-12 B

w

s [l ] [ ]

2 Tip-10
Tip-9 HEEEEE B Varlik
Tip-8

Yok
Vi

Tip-7 - - ar

8

A3-10*
D1-A-10"*
D1-B-10*

D3-10°

D3-10°¢

D3-10°®

E3-102

E3-10°

E3-107

E4-10°

G1-10*
G1-A-10%
H1-10®

K5-10

K5-A-10"
K5-B-10*

Seyreltme Derecesi

Sekil 3. 7: Fungus tiirlerinin seyreltme derecelerine gore varlik/yokluk durumu.

Ik harf-numara kodu agac klonunu, ikinci harf kodu farkli izolatlar:
gostermektedir.

3.6 Ezme-Yiiriitme Etkisinin Karsilastirilmasi

Normallik testi (Shapiro-Wilk) ve varyans homojenligi testi (Levene testi)
sonuclarina gore, verilerin normalligi ve varyans homojenligi saglanmamaistir. Bu
nedenle non-parametrik Kruskal-Wallis testi uygulanmistir. Kruskal-Wallis testi
sonuglari, ve yiiriitme yontemlerinin fungus tiirlerinin bolluklar {izerinde anlamli
bir etkiye sahip oldugunu géstermistir (p<0,05). Post-hoc analizler (Pairwise
Wilcoxon Test) ile hangi yontemlerin ve fungus tiirlerinin anlamli farklar
gosterdigi belirlenmistir. Istatistiksel sonuglar (Sekil 3. 8), ezme ve yiiriitme
yontemlerine gore fungus tiirlerinin bolluk degerlerini acik¢a gostermistir. Buna
gore, Tip-1 fungus tiirii yiiritme yonteminde daha yiiksek bolluk degerleri
gostermistir. Bu bulgular, ezme ve yiiriitme yoOntemlerinin fungus tiirlerinin

bolluklari iizerindeki etkilerini anlamak i¢in 6nemli bilgiler saglamaktadir.

Ezme yontemi sonucu tespit edilen funguslar: Tip-7 (Cladosporium sp.),
Tip-9 (Penicillium sp.), Tip-11 (Sarocladium sp.), Tip-12 (Fusarium sp.), Tip-13
(Aureobasidium pullulans) ve Tip-14 (Lecanicillium sp.) olmak iizere 6
taksondur.
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Yiiriitme yontemi sonucu tespit edilen funguslar: Tip-1 (Aureobasidium
sp.), Tip-2 (Sydowia polyspora), Tip-3 (Aspergillus niger), Tip-4 (Arthrinium sp.),
Tip-5 (Epicoccum layuense), Tip-6 (Alternaria alternata), Tip-7 (Cladosporium
sp.), Tip-8 (Alternaria sp.), Tip-9 (Penicillium sp.), Tip-10 (Albifimbria sp.), Tip-
11 (Sarocladium sp.), Tip-13 (Aureobasidium pullulans) ve Tip-14 (Lecanicillium

sp.) tizere 13 taksondur.

Yiritme yonteminde elde edilemeyen tek fungus tiirti Tip-12 (Fusarium

sp.) olup, sadece ezme yonteminde elde edilmistir.

Her iki yontemde ortak tespit edilen funguslar: Tip-7 (Cladosporium
sp.), Tip-9 (Penicillium sp.), Tip-11 (Sarocladium sp.), Tip-13 (Aureobasidium

pullulans) ve Tip-14 (Lecanicillium sp.) olmak tizere 5 taksondur.

B2 Type1 EJ Type12 EH Type2 EJ Types Typa 8
Species Typa 10 Typa 13 E Typa 3 Typa & Typa 9

— Type 11 E Ty 14 E Type 4 Typa 7

&1 p = 0.037 —

Abundance
s
I
|

mn
i

ﬁ — e s s —

ezme yun.jtme
Method

Sekil 3. 8: Fungus tiirlerinin bolluk ve dagilimlari.

Fungal tiirlerin bolluk ve dagilimini belirlemek i¢in ezme ve yiiriitme
yontemleri kullanilmistir. Kruskal-Wallis testi ile yontemlerin fungus tiirlerinin
bolluklar tizerindeki etkisi degerlendirilmis ve istatistiksel acidan her iki yontem

arasinda anlamli fark (p<0,05) bulunmustur.
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3.7 Fungal izolatlara ait koloni goriintiileri

Gruplara ait temsilci fungal izolatlara ait koloni goriintiileri alfabetik sira

ile verilmistir.

3.7.1 Aureobasidium sp. (Tipl)

Aureobasidium sp.n’in %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de karanlikta

inkube edilmis 10 giinliik petri gortintiisii Sekil 3. 9’de verilmistir.

Sekil 3. 9: Aureobasidium sp.

3.7.2 Sydowia polyspora (Tip2)

Sydowia polyspora’nin %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de karanlikta
inkube edilmis 10 giinliik petri goriintiisti Sekil 3. 10°de verilmistir.

Sekil 3. 10: Sydowia polyspora.
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3.7.3 Aspergillus niger (Tip 3)

Aspergillus niger’in %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de karanlikta
inkube edilmis 14 giinliik petri goriintiisii Sekil 3. 11°de verilmistir.

Sekil 3. 11: Aspergillus niger.

3.7.4 Arthrinium sp. (Tip4)

Arthrinium sp.’nin %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de karanlikta inkube
edilmis 10 gilinliik petri goriintiisti Sekil 3. 12°da verilmistir.

Sekil 3. 12: Arthrinium sp.
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3.7.5 Epicoccum layuense (Tip5)

Epicoccum layuense’nin %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de karanlikta
inkube edilmis 10 giinliik petri goriintiisii Sekil 3. 13’de verilmistir.

Sekil 3. 13: Epicoccum layuense

3.7.6 Alternaria alternate (Tip6)

Alternaria alternata’nin %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de karanlikta

inkube edilmis 10 giinliik petri goriintiisii Sekil 3. 14°te verilmistir.

Sekil 3. 14: Alternaria alternata.

60



3.7.7 Cladosporium sp. (Tip 7)

Cladosporium sp.1’in %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de karanlikta
inkube edilmis 10 giinliik petri goriintiisii Sekil 3. 15°de verilmistir.

Sekil 3. 15: Cladosporium sp.

3.7.8 Alternaria sp. (Tip8)

Alternaria sp.’nin %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de karanlikta inkube
edilmis 10 gilinliik petri goriintiisii Sekil 3. 16°da verilmistir.

Sekil 3. 16: Alternaria sp.
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3.7.9 Penicillium sp.(Tip9)

Penicillium sp.’un %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de karanlikta inkube
edilmis 10 gilinliik petri goriintiisii Sekil 3. 17°de verigsmistir.

)

Sekil 3. 17: Penicillium sp.

3.7.10 Albifimbria sp. (Tip10)

Albifimbria sp.’nin %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de karanlikta inkube
edilmis 10 glinliik petri gortintiisii Sekil 3. 18’de verilmistir.

Sekil 3. 18: Albifimbria sp.
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3.7.11 Sarocladium sp.(Tip11)

Sarocladium sp.’nin %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de karanlikta
inkube edilmis 10 giinliik petri goriintiisii Sekil 3. 19°te verilmistir.

Sekil 3. 19: Sarocladium sp.

3.7.12 Fusarium sp. (Tip12)

Fusarium sp.’nin %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de karanlikta inkube

edilmis 10 gilinliik petri goriintiisii Sekil 3. 20°te verilmistir.

Sekil 3. 20: Fusarium sp.
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3.7.13 Aureobasidium pullulans(Tip13)

Aureobasidium pullulans’in = %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de

karanlikta inkube edilmis 10 giinliik petri goriintiisii Sekil 3. 21°de verilmistir.

Sekil 3. 21: Aureobasidium pullulans.

3.7.14 Lecanicillium sp. (Tip14)

Lecanicillium sp.’nin %2’lik PDA besi ortaminda 20°C’de karanlikta

inkube edilmis 10 giinliik petri goriintiisii Sekil 3. 22°da verilmistir.

Sekil 3. 22: Lecanicillium sp.
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4 ONERILER

Bu calisma, T. destruens'un simbiyotik fungus iliskilerini ve bu iliskilerin
P. brutia (Kizilgam) agaglar1 iizerindeki etkilerini anlamada 6nemli bilgiler
sunmustur. T. destruens, tasimis oldugu c¢esitli funguskolonileri ile Kizilgam
agaclarinda ciddi zararlara yol acabilmektedir. Arastirma siiresince, T. destruens
tarafindan tagiman fungus tiirlerinin belirlenmesi, bu zararlinin biyolojik g¢esitlilik
ve ekosistem saglig1 tizerindeki etkilerini degerlendirme konusunda giincel veriler
saglamustir. T. destruens ve iliskili funguslarin orman ekosistemlerine olan etkisini
anlayabilmek i¢in erken tespit ve izleme sistemleri gelistirilmelidir. Bu sistemler,
popiilasyon dinamiklerini izlemek ve yayilmalarint anlayabilmek i¢in 6nemlidir.
Erken tespit sistemleri gelistirilirken, ¢evresel DNA (eDNA) analizleri, ileri
goriintliileme teknolojileri ve uzaktan algilama yontemlerinin kullanimi 6nem arz
etmektedir. T. destruens'un tasidigi fungust opluluklarinin belirlenmesi, bu
canlilarin kontrolii ve biyolojik miicadelesi i¢in yeni stratejiler gelistirilmesine
olanak tanir. Bu kapsamda ozellikle, dogal diismanlar veya antagonist fungus
tirleri kullanilarak biyolojik miicadele yontemleri aragtirtlmalidir. Bu teknolojiler,
T. destruens ve iliskili funguslarin yayilimmin hizli ve etkili bir sekilde
izlenmesinde kritik bir rol oynayacaktir. T. destruens'a karsi kullanilabilecek
biyolojik miicadele ydntemleri detaylandirilabilir. Ozellikle, antagonist fungus
tiirlerinin kesfi ve bu tiirlerin T. destruens ve tasidigi patojenlere karsi etkinligi
onemli bir unsurdur. Ayrica, bu miicadele yontemlerinin ¢evresel siirdiiriilebilirlik

acisindan avantajlar1 ve potansiyel riskleri de degerlendirilebilir.

Sonug olarak, T. destruens ve iliskili fungus patojenlerinin Kizilgam
tizerindeki etkilerini anlamak ve bu zararlinin kontrolii i¢in ileriye doniik
arastirmalar ve entegre yonetim stratejileri biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alisma,
orman ekosistemlerinin korunmasi ve biyolojik ¢esitliligin stirdiiriilebilir yonetimi

icin temel veriler saglamaktadir.
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