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OZET

Wolbachia cinsine ait endosimbiyontlar 6zellikle Trichogramma cinsi parazitoitlerde yaygin
olarak goriilmektedir. Wolbachia, baz1 Trichogramma tiirlerinde tam partenogeneze (telitoki)
neden olan zorunlu hiicre i¢i bakteridir. Bu c¢alismanin amaci bakteri varliginin
Trichogramma tiirlerinde Omiir uzunlugu ve parazitleme kapasitesi gibi bazi biyolojik
Ozellikler {izerine etkisini belirlemektir. Calismada, Trichogramma embryophagum
(Hartig)’da Wolbachia enfeksiyonunun varligi wsp-PCR yontemi ile tespit edilmigtir. T.
embryophagum ve Wolbachia tasimadigi belirlenen Trichogramma cacoeciae (Marchal)
tirleri 6miir uzunlugu ve parazitleme kapasiteleri agisindan karsilastirilmustir. T. cacoeciae
ait bireyler daha uzun siire yagamasina karsin bu fark istatistiksel olarak onemli degilken
(P>0,05), parazitleme kapasitesi agisindan bu tiir daha bagarilidir ve fark istatistiksel olarak
onemlidir (P<0,05). Ayni zamanda T. embryophagum’a ait disiler sicaklik ile (>30°C)
muamale edilerek bakteri tedavi edilmis ve bakteri iceren (telitoki) ve sicaklik uygulanan
bireyler ayni biyolojik 6zellikler acisindan karsilastirilmistir. Omiir uzunlugu ve parazitleme
acisindan iki grup arasinda bir fark bulunmamustir. Sonug olarak T. embryophagum tiirii i¢in
Wolbachia varligimin tiiriin bazi biyolojik 6zellikleri {izerine negatif ya da pozitif etkiye
sahip olmadigi ve T. cacoeciae’nin biyolojik miicadele programlarinda basariyla

kullanilabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Trichogramma embryophagum, Trichogramma cacoeciae, Wolbachia,
telitoki, partenogenez
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ABSTRACT

Endosymbionts of the genus Wolbachia are widely seen particularly parasitoids of the genus
Trichogramma. Wolbachia is an obligate intracellular bacteria that causes fully
parthenogenesis (thelytoky) in some Trichogramma species. The aim of this study was to
determine the effect of the presence of bacteria in some biological properties like the
longevity and parasitism capacity of Trichogramma species. The presence of Wolbachia
infection in Trichogramma embryophagum (Hartig) was defined by wsp-PCR tecnique in the
study. T. embryophagum and Trichogramma cacoeciae (Marchal) that determined not have
Wolbachia, were compared according to their longevity and parasitization capacities. T.
cacoeciae adults survived longer but this difference wasn’t statistically important (P>0,05),
according to parasitization capacity this species was more successful and difference was
statistically important (P<0,05). Also, T. embryophagum females were treated with
temperature (>30°C) for curing bacteria and bacteria containing (thelytoky), and temperature
applied adults were compared by same properties. There was no difference found between
the two groups in terms of longevity and parasitization. As a result, it has been demonstrated
that, in T. embryophagum presence of Wolbachia haven’t got a negative or positive effect on
some biological properties and T. cacoeciae can be used successfully in biological control

programs.

Keywords: Trichogramma embryophagum, Trichogramma cacoeciae, Wolbachia,
thelytoky, parthenogenesis
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1. GIRIS

Zararli boceklerin, dogadaki mevcut dogal diismanlar1 yardimiyla ekonomik zarar
diizeyinin altinda tutulmasi iglemine biyolojik miicadele denilmektedir. Biyolojik
miicadelede hedef, kimyasal miicadelede oldugu gibi zararlilar1 tiimiiyle yok etmek
degil, ekonomik zarar diizeyinin altinda tutmak ve s6z konusu zararlinin dogal

diismanlarinin dogada siirekliligini saglamaktir [1].

Biyolojik miicadelede kullanilan dogal diismanlar avci, parazit, parazitoit veya
zararl canlida hastalik yapici bir patojen olabilir. Gilinlimiizde, 6zellikle tarimla
ugrasan kisiler basta olmak flizere, c¢evre bilinci gelismis kesimde “Biyolojik
Miicadele” ifadesi onem kazanmistir. Dogada var olan simirlayict faktorler bir¢ok
organizmanin ya da canlinin zararli duruma gelmesine neden olabilir. Cevre
faktorleri (abiyotik faktorler) ve dogal diismanlar (biyotik faktorler) dogal biyolojik
miicadeleyi olusturan 6nemli unsurlardir. Biyolojik miicadeleyi, dogal biyolojik
miicadeleden ayiran en Onemli Ozellik dogal diismanlarin insanlar tarafindan

kullanilmasidir.

Biyolojik miicadele c¢alismalarinda dogal diisman olarak kullanilan Trichogramma
cinsi yumurta parazitoitleri, oOzellikle lepidopter zararlilara kars1 biyolojik
miicadelede basarili sonuglar saglamaktadir [2]. Trichogramma, Hymenoptera
takimininda, Trichogrammatidae familyas: igerisinde yer alan 80 cinsten biridir. Bu
parazitoit arilar biyolojik miicadele ajani olarak basariyla kullanilmaktadir ve
yiiriitiilen biyokontrol programlarinda da oldukga biiyiik bir potansiyele sahiptir [3].
Giliniimiizde Dbiyolojik miicadeleye dayali entegre miicadele ydntemlerinin
kullanilmas1 &nerilmekte ve desteklenmektedir. Ozellikle parazitoit arilarin bu
amagla biyolojik miicadele ajan1 olarak kullanilmalar1 ve bunun i¢in yetistirilmeleri
yayginlasmaktadir. Trichogramma bu biyolojik miicadele ajanlar1 igerisinde genis

Olctlide kullanilan parazitoit ar1 tiirlerini icermektedir.

Hymenoptera’da goriilen en yaygin lireme modelinde dollenmemis yumurtalardan
sadece haploid erkek bireyler ¢ikarken (arhenotoki), dollenmis yumurtalardan diploid
disi bireyler cikar. Telitoki ise Hymenoptera’da ve dolayisiyla Trichogramma’da



goriilen, dollenmemis yumurtadan sadece disi bireylerin gelistigi bir diger iireme
seklidir [4] ve baz1 Trichogramma tiirlerinde Wolbachia cinsine ait bakteri tarafindan
olusturulur. Bu endosimbiyont, alfa-Proteobacteria’nin Rickettsiaceae familyasinda
yer almaktadir [5] ve bir¢ok arthropod tiirlinde bulunan intrasellular bir bakteridir.
Cesitli yollarla konukgusunun iiremesini degistiren bu bakteri, parazitoit ari
tiirlerinde ve nematodlarda tam partenogenez (telitoki) olusumuna neden olur. Bécek

tiirlerinin yaklasik %20’sinin Wolbachia ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir [6].

Biyolojik miicadele igin partenogeneze neden olan Wolbachia ile enfekte olmus
Trichogramma’nin kullanim1 bazi potansiyel avantajlar saglayabilir. Telitoki
sonucunda hi¢ erkek tiretilmemesi ya da sadece disi bireylerin meydana gelmesi
dogal diismanin populasyon biiyiime oranini arttirir. Bu durum ayn1 zamanda kitle
iiretim maliyetini azaltir, ¢iinkii sadece disi bireyler olugsmaktadir. Bir diger avantaj
ise disilerin ¢iftlesmek i¢in zaman harcamadigindan kolonizasyonun daha hizli
gerceklesmesidir. Bu avantajlar Trichogramma’daki Wolbachia enfeksiyonuna olan
ilgiyi arttirmistir. Bir biyolojik miicadele programinin basarili olabilmesi i¢in en
onemli evre dogal diismanin dogru secilmesi ve bu dogal diismanin parazitleme
kapasitesidir. Trichogramma tiirlerinin kullanilacagi bir ¢alisma igin parazitoit ari
tarafindan tiretilen esey orani oldukca 6nemlidir. Ciinkii sadece disi bireyler konuk¢u
yumurtasint parazitler ve etkisiz hale getirir. Bu durum goz oniine alinacak olursa
sadece disi bireylerin gelisimi ile sonuglanan telitoki olay1 biyolojik miicadelenin

basarisi acisindan bir avantaj yaratabilir [7].

Calismamizda T. embryophagum ve T. cacoeciae tiirleri kullanilmistir. T.
embryophagum’da goriilen telitokinin Wolbachia bakterisinden kaynaklandigi [8, 9,
10], T. cacoeciae’da ise Wolbachia olmaksizin telitoki bulundugu rapor edilmistir [9,
11]. Bu ¢alismada laboratuvarda yetistirmekte oldugumuz T. embryophagum ve T.
cacoeciae tiirlerinde telitokinin olup olmadigi, bu olayr indiikleyen Wolbachia
bakterisinin varligi ve bu iki Trichogramma tiiriine ait populasyonlarin birer dogal
diisman olarak etkinligi arastirtlmis ve en etkin olan populasyonlarin tespit edilmesi
amaclanmistir. Boylece daha sonra yapilmasi planlanan biyolojik miicadele
programlar1 i¢in uygun populasyonlarin se¢iminde bir alt yapr olusturulmus

olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.2. Trichogramma

Trichogramma cinsi, Trichogrammatidae familyasindaki 80 cinsten biridir ve bu
familyanin biitiin iiyeleri bocek yumurta parazitoitidir. Giiniimiizde Trichogramma
tiirleri dogal diisman olarak zararli boceklere karsi yaygin olarak kullanilmaktadir.
Olduk¢a kolay fretilmeleri ve pek ¢ok Onemli {riin zararlisina karsi
kullanilabilmeleri Trichogramma arilarin Onemlerini artirmistir [12]. Biyolojik
miicadelede yaygin olarak kullanilan bu parazitoid arilar, {ilkemizde de bu amag i¢in
yetistirilmektedir. Tablo 1’de Tirkiye’de tespit edilen Trichogramma tiirleri ve

konukgulart verilmistir [13].

Trichogramma, oncelikli olarak giive ve kelebek (Lepidoptera) yumurtalarini
parazitler. Disi Trichogramma, yumurtasint konuk¢u yumurtasinin igine koyar ve
arttk konukgunun degil, parazitoitin larvas1 gelisir. Trichogramma tarafindan
parazitlenen yumurta korionu siyaha doniisiir. Bu, konuk¢u yumurtasi icerisindeki
parazitoitin prepupal evreye gectigini gosterir. Her bir disi yaklasik 100 yumurtay1
parazitleyebilir ve ayn1 zamanda konuk¢u beslenmesiyle onlari tamamen tahrip eder.
Hayat dongiileri kisadir (8-10 giin) ve bunun sonunda hizli bir sekilde ari
populasyonu artar (Sekil 1). Bu arilar insanlara, hayvanlara ve bitkilere zararl
degildir. Trichogramma tiirlerinin pro-ovijenik oldugu, erginlerin yumurtadan ¢iktigi
ilk giin en yiikksek miktarda yumurta biraktifi ve besin olmadigi zaman Omiir

uzunlugunun ¢ok kisa oldugu belirtilmistir [ 14].

Stimer,Trichogramma tiirleri hakkinda binden fazla bilimsel ¢alisma yapildigi ve
tizerinde en ¢ok c¢alisilan dogal diisman oldugunu bildirmistir. Trichogramma tiirleri
oofag boceklerdir ve 200°1in lizerinde kelebek ve giive yumurtasinin parazitoitidirler.
Bunlar mikroskobik arilardir (0,5 mm; 1/50 inch). Konukgularini {iriinde bir hasara

yol agmadan oldiiriir ve bdylece iiriini korurlar [1].

Trichogramma’nin 180 tiiri oldugu bilinmektedir ancak biyolojik miicadele
programlarinda kullanilan tiir sayis1 bes tanedir [12]. Dogru tiir teshisi basarili bir

biyolojik miicadele programi i¢in ilk adimdir. Teshisleri temel olarak erkek genital



organ morfolojisine dayanmaktadir [15]. Ancak bir¢ok 6nemli tiiriin benzer genital
karakterlere sahip olmasi arastiricilar1 farkli yontemler gelistirmeye yonlendirmistir
[16]. Ayn1 zamanda Trichogramma disilerinin erkek bireylerde oldugu gibi giivenilir
teshis karakterlerine sahip olmamasi dolayisiyla teshis edilememesi, morfolojik
karakterlere dayali teshisi sinirlandirmaktadir. Bu durum erkek bireylerin olmadigi,
tam partenogenetik formlar igin teshiste Onemli bir problem olarak karsimiza
cikmaktadir [17]. Bu sorun, Stouthamer ve ark, (1999) tarafindan gelistirilen
rDNA’nin ITS2 (internally transcribed spacer 2) sekansina dayali molekiiler yontem
ile ¢ozllmistiir [18]. Bu yontem sayesinde Trichogramma tiirlerinin giivenilir teshisi

saglanmaktadir.

0D O ® ® <

1.Parazitlenmenin 2.Parazitlemeden 3.Parazitlemeden 4. Parazitlemeden
1. giinii 1-3 giin sonra 4-8 giin sonra  8-9 giin sonra
1. Parazitoit konuk¢u yumurtasina kendi yumurtasini koyar.
2. Konuke¢u yumurtast igerisinde parazitoit larvasi gelisir.
3. Konukgu yumurtasinin rengi siyaha doniisiir ve parazitoit pupasi gelisir.
4. Ergin parazitoit artlar konuk¢u yumurtasindan ¢ikar.
Sekil 2.1. Trichogramma tiirlerinin hayat dongiisii [19].

Tablo 2.1. Tirkiye’de bulunan Trichogramma Tiirleri ve Konukgulari [13]

Trichogramma Tiirleri Konuk¢u Zararh Konukcu Bitki

Trichogramma evanescens | Ostrinia nubilalis (Hiibner)
Westwood

Misir, pamuk, lahana,




Chrysodeixis chalcites (Esper)
Helicoverpa armigera (Hiibner)
Cydia molesta (Busck)

Palpita unionalis (Hiibner)

Cryptoblabes gnidiella Mill.

domates, zeytin, nar,

turunggil, it tizimi

Trichogramma cacaeciae
Marchal

Archips rosanus (Linnaeus)

Kiraz

Trichogramma brassicae
Bezdenko

Ostrinia nubilalis (Hiibner)

Idaea bractilineata (Zeller)

Masir, Hint yag bitkisi

Trichogramma
embryophagum (Hartig)

Cydia pomonella L.
Hedya nubiferana Haw.
Spilonota ocellana F.
Cydia molesta (Busck)

Thaumetopoea pityocampa
(Denis and Schiffermiiller)

Elma, armut, seftali,
cam

Trichogramma dendrolimi
Matsumura

Thaumetopoea pityocampa
(Denis and Schiffermiiller)

Archips spp.

Elma, armut, erik, ayva

kayisi, kiraz, ali¢, cam

Trichogramma turkeiensis
Kostadinov

Euproctis chrysorrhoea L.

Elma, armut, ayva




Trichogramma kilinceri Cydia pomonella L. Elma, armut
Kostadinov (sp.n.)

Trichogramma buluti Malacosoma neustria L. Elma
Kostadinov (sp.n.)

Trichogramma Helicoverpa armigera (Hiibner) | Misir, pamuk, lahana, it

turkestanica M. uzumu
Ostrinia nubilalis (Hiibner)

Chrysodeixis chalcites (Esper)

Trichogramma pintoi V. Helicoverpa armigera (Hiibner) | Domates, marul

Trichoplusia ni (Hiibner)

2.2. Wolbachia

Endosimbiyotik bir bakteri olan Wolbachia, ilk kez Hertig (1936) tarafindan Culex
pipiens (L.) (Diptera: Culicidae)’ de tanimlanmistir ve pek ¢ok farkli organizmada
bulundugu tespit edilmistir. Bu endosimbiyont, alfa-Proteobacteria’nin
Rickettsiaceae familyasinda yer almaktadir [5]. Wolbachia, zorunlu hiicre igi bir
parazittir ve enfekte olmus disiden bir sonraki dole maternal olarak transfer olur.
Konukgunun iireme dokularina (ovaryum ve testisler) yerlestigi bilinmektedir [20].
Bocek tiirlerinin  yaklagik %20’sinin  Wolbachia ile enfekte oldugu tahmin
edilmektedir [6]. Wolbachia’nin ayn1 zamanda isopodlar [21], nematodlar [22], ve

akarlarda da bulundugu tespit edilmistir [23].

Bu bakterinin varligi konukcusunda degisik {iireme tiplerinin olugsmasina yol
acmaktadir. Bu modifikasyonlar; 1: boceklerde, isopodlarda ve akarlarda sitoplazmik

uyumsuzluk [24, 25, 26, 23], 2: isopod erkeklerde feminizasyon [27], 3: bazi




haplodiploid Hymenoptera iiyelerinde tam partenogenez (telitoki) [17], 4: erkek

bireylerin 6liimiine yol agmak seklinde 6zetlenebilir [28].

Farkli eklembacakli gruplarinda goriilen ve yukarida bahsedilen Wolbachia
fenotipleri;  Sitoplazmik  uyumsuzluk  (Cytoplasmic incompatibility, CI),
Partenogenez indiiksiyonu (Parthenogenesis induction, PI), Feminizasyon
(Feminization, F) ve Erkek o6ldiirme (Male killing, MK) olarak gruplandirilmis ve
Tablo 1°de gosterilmistir [29] Trichogramma tiirlerinde, bu fenotiplerden PI

goriilmektedir. Wolbachia’nin neden oldugu PI, Sekil 2’de 6zetlenmistir.

Wolbachia’nin Trichogramma tiirlerinde telitokinin yanisira iiretkenligi arttirdigi da
rapor edilmistir [30]. Telitoki, Trichogramma tiirlerinde Wolbachia simbiyosisi
sonucu olusan en yaygin lireme modifikasyonudur. Wolbachia ile enfekte olmus
Trichogramma disileri dollenmis ve dollenmemis biitiin yumurtalardan disi bireyler
tiretirler. Hymenoptera’da, dolayisiyla Trichogramma’da normal tireme sisteminde,
dollenmemis yumurtalardan haploid erkek, dollenmis yumurtalardan diploid disi
bireylerin ¢iktig1 arhenotoki olarak adlandirilan tireme modu goriiliir. Telitoki ve
arhenotoki lireme modlarini birbirinden ayirmak icin ¢iftlesmemis disilerin iirettigi
bireylere bakmak yeterlidir; telitoki disiler sadece disi, arhenotoki disiler ise sadece

erkek birey tiretecektir [17].

Kural olarak Trichogramma tiirleri arhenotoki ile iirerler. Bununla beraber telitoki
tireme modu da goriilebilmektedir. Bazi tiirler tamamen telitoki iken bazilar1 hem
telitoki hem arhenotoki gosteren populasyonlar icerebilmektedir. Wolbachia ile
enfekte olmus Trichogramma, antibiyotik ya da yiiksek sicaklik uygulamasiyla
arhenotoki form haline ¢evirilebilir [31]. Wolbachia ile enfekte olmus disi bireyler
>30 °C sicakliga maruz birakilacak olursa bir sonraki dolde erkek bireylere
rastlanabilmektedir. Bu durum telitoki formlar iceren pek cok farkli Hymenoptera
tiirleri icin de gegerlidir. Genellikle sicaklifa maruz birakilma sonucu iiretilen
erkekler fonksiyonel degildir. Ancak pek cok tiirde bu erkeklerin fonksiyonel oldugu
ve hem arhenotoki hem telitoki gosteren disileri basarili sekilde dolledigi
bilinmektedir [32].



Tablo 2.2. Farkli eklembacakli gruplarinda goriilen Wolbachia fenotipleri [29]

Wolbachia fenotipi

Arthropod taxa (ilgili referans)

Sitoplazmik uyumsuzluk (CI)

Diptera (Hoffman, 1988)

Lepidoptera (Sasaki ve Ishikawa, 1999)
Homoptera (Noda ve ark, 2001)
Coleoptera (Fialho ve Stevens, 1996)
Hymenoptera (Perlman ve ark, 2006)
Isopoda (Rousset ve ark, 1992)

Acari (Vala ve ark, 2000)

Heteroptera (Kamoda ve ark, 2000)

Arachnida (Oh ve ark, 2000)

Partenogenez indiiksiyonu (PI)

Hymenoptera (Stouthamer, 1993)
Collembola (Vandekerckhove ve ark, 1999)
Acari (Xie ve ark, 2007)

Thysanoptera (Arakaki ve ark, 2001)

Feminizasyon (F)

Isopoda (Verne ve ark, 2007)
Lepidoptera (Hiroki ve ark, 2002)

Hemiptera (Negri ve ark, 2006)




Erkek 6ldiirme (MK) Coleoptera (Fialho ve Stevens, 2000)
Diptera (Hurst ve ark, 2000)
Lepidoptera (Li ve ark, 2007)

Hymenoptera (Van Borm ve ark, 2001)

Wolbachia ile enfekte olmus Trichogramma tiirleri, Kue olarak adlandirilan ve A
supergrubuna dahil bir grup ile Dei, Sib ve Kay olarak adlandirilan ve B
supergrubuna dahil olan ii¢ grup olmak {izere toplam 4 grup halinde
smiflandirilmaktadir. 180 tanimlanmis Trichogramma tiirinden 20 tanesinin
Wolbachia ile enfekte oldugu bilinmektedir. Bu 20 tiir iginden 2 tanesi [T.
cordubensis Vargas & Cabello (Avrupa ve Kuzey Afrika) ve T. oleae Voegelé &
Pointel (Avrupa ve Kuzey Amerika)] Wolbachia’nin B supergrubu tarafindan tam
olarak enfekte edilmistir. Yani bu iki tiire ait bilinen tim populasyonlardaki tiim

bireyler bakteri tarafindan enfekte olmustur ve telitoki gostermektedir [33].

Onsekiz tiir ise degisik oranlarda kismi olarak enfekte olmustur ve Wolbachia
varliginda benzer sekilde telitoki lireme modu gosterir. Bunlardan besi, kismi fakat
yiiksek oranda enfektedir ve ¢ok sayida enfekte populasyon icerir ve bazi
populasyonlarda bir 6nceki grupta oldugu gibi biitiin bireyler enfekte olabilir. Bu bes
tiirden tgili; T. embryophagum Hartig (Avrupa ve Asya), T. deion (Kuzey Amerika)
ve T. pretiosum Riley (Amerika) B supergrubu’ndaki Wolbachia tarafindan enfekte
olmustur. T. bourarachae Pintureau & Babault (Avrupa ve Kuzey Afrika) A
supergrubu’ndaki Wolbachia tarafindan, T. kaykai (Kuzey Amerika) ise hem A hem

B supergruplari’ndaki Wolbachia tarafindan enfekte olmustur [34, 36].

Diger onii¢ kismi enfekte tiirde Wolbachia tarafindan enfekte olmus populasyon
sayis1 oldukca azdir ve bu populasyondaki bireylerden ¢ok azi1 enfeksiyon
icermektedir. Bunlardan B supergrubu icinde yer alan tiirler; T. evanescens
Westwood ve T. semblidis (Avrupa), T. brevicapillum Pinto & Platner, T. nubilale
Ertle & Davis, T. platneri Nagarkatti ve T. sibericum Sorokina (Kuzey Amerika) ve

T. chilonis Ishii (Australasya)’dir. Wolbachia supergrup teshisi bilinmeyen tiirler ise;




T. agrotidis Voegelé & Pintureau, T. daumalae Dugast & Voegelé ve T. dendrolimi
Matsumura (Avrupa), T. atopovirilia Oatman & Platner ve T. dianae Pinto
(Amerika), and T. pintoi Voegelé (Asya)’dir [34, 36, 37].

Sitogenetik mekanizmalara baglh olarak T. cacoeciae’daki telitoki T. embryophagum
ve diger tirlerde goriildiigiinden farklidir [9]. T. cacoeciae, tam partenogenez
gosterir ve dogal populasyonunda erkek bireyler bulunmaz ya da olduk¢a nadir
tiretilir [3]. T. cacoeciae’da Wolbachia ya da baska bir simbiyont tespit edilmemistir

ve telitokinin meydana gelme sebebi Wolbachia’ya bagli degildir [38].

/ \ / \
©, ©) ©, ©

Dollenmemis Doéllenmis Dollenmemis Dollenmemis

L L

¢, 2 9.9

Sekil 2.2. A) Wolbachia ile enfekte olmamis parazitoitte dollenmemis yumurtadan
(arhenotoki) haploid (n) erkek bireyler, dollenmis yumurtadan diploid (2n) disi
bireyler olusur. B) Wolbachia ile enfekte olmus parazitoitte (telitoki partenogenez
indiiksiyonu, PI) doéllenmemis biitlin yumurtalardan diploid disiler geligir. PI
Wolbachia i¢in bir avantajdir, ¢linkii bakteri sadece disiler araciligiyla iletilir [29].

Partenogeneze neden olan Wolbachia tasimanin parazitoite sagladigi baz1 potansiyel
avantajlar vardir; 1) erkek bireylerin liretilmemesi dogal diigmanin daha ytiksek
populasyon biiyiime oranina sahip olmasini saglar, 2) disi bireyler ¢iftlesme arayisi
icin vakit kaybetmediginden kolonizasyon daha hizli olur, 3) telitoki parazitoitler
normal {ireyenlere gore daha fazla disi birey iiretebilir [7]. Parazitoiddeki Wolbachia
varligini tespit etmek i¢in 23S rDNA, 16S rDNA [26], fstZ gen bolgesi [39], wsp gen
bolgesi [40] ve gatB, coxA, hcpA, fbpA [41] gen bolgelerinin analizinden
faydalanilmaktadir.
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Trichogramma  kullanilarak  biyolojik  miicadele  gelistirilirken ~ Wolbachia
biyogesitliliginin anlasilmas1 biiyiik éneme sahiptir. Ornegin, Ostrinia nubilalis’e
kars1 salmman T. brassicae normal olarak eseyli lireme moduna sahiptir fakat T.
brassicae’de telitokiyi uyaran Wolbachia transferi, sadece disi bireyler iiretmek
suretiyle parazitoitin etkinligini arttirmistir [33]. Dolayisiyla, biyolojik miicadelenin
basaris1 agisindan dogru Trichogramma tiiriiniin se¢imi ile beraber bu tiiriin tireme
modu, omiir uzunlugu ve parazitleme kapasitesi gibi ozellikler de biiylik 6nem

tasimaktadir.
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3. YONTEMLER

Bu arastirma; Bozok Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimi,

Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirildi.

3.1. Gerecler

3.1.1. Cahismada Kullanilan Bocek Kiiltiirleri

3.1.1.1. Yumurta Parazitoiti, Trichogramma embryophagum (Hartig) ve
Trichogramma cacoeciae (Marchal)’nin Sistematigi

Bu ¢alismada kullanilan yumurta parazitoitleri; T. embryophagum ve T. cacoeciae
kiiltiirleri Adana Zirai Miicadele Arastirma Enstitlisii'nden konuk¢u yumurtasi

icindeki pupalar halinde laboratuvara getirilmistir.

Sistematikteki yeri:

Sube : Arthropoda
Altsube : Antennata
Siif . Insecta
Altsinif : Pterygota
Takim : Hymenoptera
Alttakim - Apocrita

Ust familya : Chalcidoideae
Familya : Trichogrammatidae
Cins : Trichogramma

Tiir : Trichogramma embryophagum Hartig



Sistematikteki yeri:

Sube : Arthropoda
Altsube : Antennata
Sinif - Insecta
Altsinif : Pterygota
Takim : Hymenoptera
Alttakim : Apocrita

Ust familya : Chalcidoideae

Familya : Trichogrammatidae
Cins : Trichogramma
Tiir : Trichogramma cacoeciae Marchal

3.1.1.2. Un Giivesi, Ephestia kuehniella (Zeller)’nin Sistematigi

Bu caligmada kullanilan un giivesi Ephestia kuehniella (Zeller) (Lepidoptera:

Pyralidae) Adana Zirai Miicadele Arastirma Enstitiiisii’nden getirilmistir.

Sistematikteki yeri:

Sube . Arthropoda

Altsube : Antennata

Siif . Insecta

Altsinif : Pterygota

Takim . Lepidoptera

Alttakim : Frenata (Heteroneura)
Familya : Pyralidae

Cins : Ephestia

Tiir : Ephestia kuehniella Zeller
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3.2. Yontemler

3.2.1. Trichogramma Tiirlerinin Laboratuvar Kosullarinda Uretimi

Trichogramma tiirlerinin laboratuvar kosullarinda iiretimi i¢in konukgu olarak E.
kuehniella yumurtalar1 kullanildi. Elde edilen bir giinliikk E. kuehniella yumurtalari
Ay kagidi lizerine %10°luk arap zamki ile yapistirildi. Zamk siiriiliirken yumurtalarin
gomiilmemesi i¢in olduk¢a ince bir hat seklinde siiriilmesine dikkat edildi. Kartlar
tizerine besin olarak bir damla bal siiriildii. Bu kartlar igerisinde Trichogramma
erginleri bulunan deney tiipleri i¢ine aktarildi. Bu petriler 25+1 °C ve % 70+5 neme
ayarlt uzun giin aydinlatmali (16L:8D) iklimlendirme kabinine konularak takibe
alindi [14]. Bu takip siiresi igerisinde parazitlenen yumurtalarin 4-5 giin igerisinde
siyahlastigi, parazitlenmemis yumurtalardan ise larvalarin ¢iktig1 gozlendi. Cikan
larvalarin parazitlenmis yumurtalara zarar vermesini engellemek icin bu larvalar ince
uclu firga ile mikroskop altinda temizlendi. Siyahlasmanin olmasi konukg¢u

yumurtasi igerisinde parazitoitin gelistigini gostermektedir.

Kiiltiir hazirlandiktan yaklagik 9-10 giin sonra parazitlenmis olan yumurtalardan
ergin Trichogramma ¢ikis1 basladi. Bu erginler kiiltiirlerin devam ettirilmesi ve

denemelerin yapilmasi i¢in kullanildi.
3.2.2. Ephestia kuehniella (Zeller)’nin Laboratuvar Kosullarinda Uretimi

Ephestia kuehniella’nin iiretiminde besin ortami olarak 2:1 oraninda steril un ve
kepek karigimi kullanildi. Besin ortamimin kondugu plastik kaplarin kapaklar
delinerek ince bir bezle kapatildi. Besin ortamia E. kuehniella yumurtalar: serpildi.
Yumurtadan ¢ikan larvalarin olgunlastiktan sonra pupa olabilmesi i¢in besin
ortaminin iizerine oluklu kartonlar yerlestirildi. Bu kaplar 27 £5°C ve % 70 +5 neme

ayarlt uzun giin aydinlatmali (16L:8D) iklimlendirme kabinine koyuldu.

Kiiltiir hazirlandiktan yaklagik 40-50 giin sonra ¢ikan E. kuehniella erginleri vakum
pompast yardimiyla alinarak yumurtlatma kaplarina aktarildi. Yumurtlatma kaplari
27£5 °C ve % 7045 neme ayarli uzun giin aydinlatmali iklimlendirme kabinine

koyuldu. Yumurtlatma kaplarina alinan erginler her giin kontrol edilerek yumurtalari
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toplandi ve bu yumurtalar; yeni konukcu kiiltiirlerinin olusturulmasi, parazitoit

kiiltliriiniin devam ettirilmesi ve parazitleme kapasitesi denemeleri i¢in kullanildi [1].

3.2.3. Molekiiler Calismalar

3.2.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in Chelex DNA-ekstraksiyon metodu kullanildi. Arilar
ekstraksiyondan once 30 dk -20°C’de tutulduktan sonra ezme islemine gecildi.
14.000 rpm’de 2 dk. Santrifiij edilerek arilarin tiiplin dibine ¢okmesi saglandi. Ezme
islemi steril cam g¢ubuk yardimiyla yapildi ve her bir tiipe 2 ul Proteinase K
eklenerek ezme islemine devam edildi. Son olarak her tiipe 60 pul Chelex
¢ozeltisinden eklenerek karistirildi. 55°C’de bir saat, 99°C’de 10 dk tutulduktan
sonra 14.000 rpm’de 4 dk santrifiij edilerek Chelex’in ¢0kmesi sagland1 ve
supernatant kismi dikkatlice alinarak yeni, temiz bir ependorf tiipe aktarildi. Elde

edilen siipernatant sonraki iglemler i¢in kalip DNA olarak kullanild1 ve kullanilacagi

zamana kadar -20°C’de etiketlenerek sakland.
3.2.3.2. ITS2 PCR ve Orneklerin Tiir Teshisi

Kiiltiirlerin ITS2 bolgesini ¢ogaltip karsilastirmak ve tiirlerini belirlemek i¢in ITS2
forward (5’TGTGAACTGCAGGACACATG3’) ve reverse
(5’GTCTTGCCTGCTCTGAGS3’) primerleri kullanilarak Polimeraze Chain Reaction

kuruldu.

ITS2-PCR reaksiyon karisima:
Genomik DNA: 2 ul

ITS2 forward primer: 0.5 ul
ITS2 reverse primer: 0.5 pl
10X PCR tamponu: 2.5 ul

1 mM dNTPs: 5.0 ul

ddH,O: 14.3 pl
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Taqg DNA Pol: 0.2 ul
Reaksiyon hacmi: 25 ul

ITS2-PCR dongiisii:

Islem Sicakhik Siire

On denatiirasyon 95°C 3dk

Denatiirasyon 92°C 45 sn

Baglanma 53°C 45 sn 33 dongii
Uzama 72°C 45 sn

Son uzama 72°C 3 dk

PCR iiriinleri California Riverside Universitesi’ne (Institute for Integrative Genome
Biology UCR) dizi analizi i¢in gonderildi. Dizi sonuglar1 Bioedit programi ile
diizenlendi [42] ve National Center for Biothecnology Information (NCBI) sitesinde

mevcut tiirlere ait diziler arasinda degerlendirilerek belirlendi.
3.2.3.3. Kiiltiirlerde Wolbachia Enfeksiyonunun Tespiti

Kiiltirlerdeki Wolbachia enfeksiyonunu belirlemek i¢in wsp forward (5°-
TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAA-3) ve reverse (5°-
AAAAATTAAACGCTACTCCA-3’) primerleri ile PCR yapildi.
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wsp reaksiyon karisimi

Genomik DNA: 1.0 pl
wsp forward primer: 0.5 ul
WSp reverse primer: 0.5 ul
10X PCR tamponu: 2.5 ul
1 mM dNTPs: 1.0 ul
ddH,0: 18.45 pl
25 mM MgCl,: 0.75 ul
Tagq DNA Pol: 0.3 ul
Reaksiyon hacmi: 25 ul

PCR iiriinleri California Riverside Universitesi’ne (Institute for Integrative Genome
Biology UCR) gonderildi. Dizi sonuglar1 Bioedit programi ile diizenlendi [42] ve
National Center for Biothecnology Information (NCBI) sitesinde mevcut diziler

arasinda degerlendirilerek belirlendi.

wsp-PCR dongiisii

islem Sicakhk Siire

On denatiirasyon 94°C 30 sn.

Denatiirasyon 94°C 30 sn.

Baglanma 50°C 45 sn. 36 dongii
Uzama 72°C 1.0 dk.

Son uzama 72°C 5.0 dk.

3.2.3.4. Omiir Uzunlugu Ve Parazitleme Kapasitesi Denemeleri

Laboratuvarda yetistirilmekte olan T. embryophagum ve T. cacoeciae kiiltiirlerinin
Omiir uzunlugunu belirlemek i¢in tiirlere ait bireyler en az onar tekrarli olarak ayri

ayr1 deney tiliplerine alindi, besin olarak tiiplere bal eklendi ve her giin besini
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tazelenmek suretiyle ergin bireylerin yasayip yasamadigi kontrol edilip kaydedildi.
Parazitleme kapasitesi denemeleri icin iki tlire ait disi bireyler tek tek tliplere alindi,
her bir disiye Olene kadar her giin 50+5 adet taze (0-24 saatlik) E. kuehniella
yumurtasi verildi ve boylece dmiir boyu parazitledikleri yaumurta sayisi tespit edildi.
Disi parazitoid tarafindan yumurtalar parazitlendikten sonra siyahlasan yumurtalar
(parazitoid tarafindan parazitlenen yumurta sayisi) ve aym zamanda bu
yumurtalardan ¢ikan disi ve erkek birey sayilar1 kaydedildi. Her iki tiire ait mevcut
kiltiirlerden sadece disi bireyler elde edildigi i¢in dmiir uzunlugu denemeleri sadece
disi bireylerle yapildi. Ayni1 zamanda her tiire ait ¢iftlesmemis disiler partenogenetik
tireme seklinin (telitoki ya da arhenotoki) belirlenmesi i¢in de kullanildi. Bunun i¢in
her tiire ait ¢iftlesmemis disiler yine tek tek ayrilarak tiiplere alind1 ve 50+5 adet taze
(0-24 saatlik) E. kuehniella yumurtas1 verildi. Bu yumurtalardan ¢ikan bireylerin
cinsiyetine gore partenegenetik lireme modu tespit edildi. Biitin denemeler onar
tekerriirlii olarak hazirland1 ve 25 £1°C ve % 70 +5 neme ayarli, uzun giin
aydinlatmali (16L:8D) iklimlendirme kabininde takip edildi. Wolbachia varligi
belirlenen T. embryophagum’a ait bireyler >30°C sicakliga maruz birakildi ve
sonraki dollerde erkek birey tiretimi takip edildi. Sicakliga maruz birakilan bireyler
ile normal bireyler Omiir uzunlugu ve parazitleme kapasiteleri agisindan

karsilastirildi.
3.2.3.5. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 10 bilgisayar yazilim programi, Mann-
Whitney U Testi ve T-Testi kullanildi . ITS2 PCR ve Wolbachia enfeksiyonununa ait
dizi analiz sonuglar1 Bioedit programi ile diizenlendi ve National Center for
Biothecnology Information (NCBI) sitesinde mevcut diziler arasinda

degerlendirilerek belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Trichogramma Kiiltiirlerinin Teshis Sonuclar:

Adana Zirai Miicadele Arastirma Enstitlisii’nden parazitlenmis yumurta paketleri
halinde getirilen iki Trichogramma kiiltiiriinden ¢ikan bireyler ITS2-PCR islemi
sonucunda sekans analizi icin California Riverside Universitesi'ne (Institute for

Integrative Genome Biology UCR) gonderildi.

Dizi sonuglar1t NCBI sitesinde mevcut tiirlere ait diziler arasinda degerlendirildiginde
kiltirlerin T. embryophagum ve T. cacocciae tiirlerini igerdigi belirlendi. T.
embryophagum, GenBank’da AY244465 kodlu tiir ile, T. cacocciae ise EU547671
kodlu tiir ile ortiistii. iki tiire ait ITS2 sekanslar1 Tablo 1 ve Tablo 2’de gdsterilmistir.
Iki tiirin ITS2 sekanslarinin uzunluk olarak farkli oldugu belirlendi; T.
embryophagum’un ITS2 sekans uzunlugu 471 bp, T. cacocciae’nin 477 bp olarak
tepit edildi.

Tablo 4.3. Trichogramma embryophagum’a ait ITS2 sekans sonucu. (Koyu renkle
isaretli kisimlar iki sekans arasinda farkli olan niikleotidleri gostermektedir. (-) isareti
insersiyon ya da delesyonlara karsilik gelmektedir.)

T. embryophagum

GTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGT 60

AY 244465

GTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGT 60

T. embryophagum

GTCTCTATCTCCTTACTCTTCTTCGAAGTGTATAGCAGTGCGAGCACGTCGCCTTAAACG 120

AY 244465

GTCTCTATCTCCTTACTCTTCTTCGAAGTGTATAGCAGTGCGAGCACGTCGCCTTAAACG 120

T. embryophagum

AAACGCAAGAAAAGAGATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGAGCGCGCTTACCGCTTGGAG 180



AY 244465

AAACGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGAGCGCGCTTACCGCTTGGAG 180

T. embryophagum

AGTTCTCGTGGTCGTCTGCGCGAGAGAGACACTTGGCACTCTGTGTTCGTGTCTCTCGAG 240

AY 244465

AGTTCTCGTGGTCGTCTGCGCGAGAGAGACACTTAGCACTCTGTGTTCGTGTCTCTCGAG 240
T. embryophagum
CTTGGCGGCGGC---GAGTACTTCCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTCTCGACT 297

AY 244465

CTTGGCGGCGGCGGCGAGTACTTCCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTCTCGACT 300

T. embryophagum

CGTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGATTCGGTAACTGA 357

AY 244465

CGTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGATTCGGTAACTGA 360

T. embryophagum

ATGCGCGCGCGCTTTTACACGCACACACACGCACGCACACTCGTTGTGTGTGCTGTGCTG 417

AY 244465

ATGCGCGCGCGCTTTTACACGCACACACACGCACGCACACTCGTTGTGTGTGCTGTGCTG 420

T. embryophagum

CTGCGTGTATAATTGCTAGCTCGGATCATTCGTGAATGAGTCTTTTTTCTCGAT 471
AY?244465

CTGCGTGTATAATGGCTAGCTCGGATCATTCGTGAATGAGTCTTTTTTCTCGAT 474
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Tablo 4.4. Trichogramma cacoeciae’ya ait ITS2 sekans sonucu. ((-) isareti
insersiyon ya da delesyonlara karsilik gelmektedir.)

T. cacoeciae

GTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGT 60

EU547671

GTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGT 60

T. cacoeciae

GTCTCTATCTCCTTACTCTTCTTCGAAGTGTATAGCAGTGCGAGCACGTCGCCTTAAACG 120

EU547671

GTCTCTATCTCCTTACTCTTCTTCGAAGTGTATAGCAGTGCGAGCACGTCGCCTTAAACG 120

T. cacoeciae

AAACGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGAGCGCGCTTACCGCTTGGAG 180

EU547671

AAACGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGAGCGCGCTTACCGCTTGGAG 180

T. cacoeciae

AGTTCTCGTGGTCGTCTGCGCGAGAGAGACACTTAGCACTCTGTGTTCGTGTCTCTCGAG 240

EU547671

AGTTCTCGTGGTCGTCTGCGCGAGAGAGACACTTAGCACTCTGTGTTCGTGTCTCTCGAG 240

T. cacoeciae

CTTGGCGGCGGCGGCGAGTACTTCCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTCTCGACT 300

EU547671

CTTGGCGGCGGCGGCGAGTACTTCCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTCTCGACT 300

T. cacoeciae

CGTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGATTCGGTAACTGA 360

EU547671

CGTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGATTCGGTAACTGA 360
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T. cacoeciae
ATGCGCGCGCGCTTTTACACGCACACACACGCACGCACACTCGT--TGTGTGTGCTGTGC 418

EU547671

ATGCGCGCGCGCTTTTACACGCACACACACGCACGCACACTCGTTGTGTGTGTGCTGTGC 420

T. cacoeciae

TGCTGCTGCGTGTATAATGGCTAGCTCGGATCATTCGTGAATGAGTCTTTTTTCTCGAT 477

EU547671

TGCTGCTGCGTGTATAATGGCTAGCTCGGATCATTCGTGAATGAGTCTTTTTTCTCGAT 479

4.2. Kiiltiirlerde Wolbachia Enfeksiyonu Tespiti

Yapilan wsp-PCR sonuglar1 California Riverside Universitesi’ne (Institute for
Integrative Genome Biology UCR) gonderildi. Dizi sonuglar1t NCBI sitesinde mevcut
diziler arasinda degerlendirildiginde T. embryophagum’un GenBank’da AF245165
kodlu Wolbachia ile enfekte oldugu belirlendi.

Tablo 4.5. Trichogramma embryophagum’a ait wsp-PCR sekans sonucu. (Koyu

renkle isaretli kisimlar iki sekans arasinda farkli olan niikleotidleri gdstermektedir.)

T. embryophagum wsp

ACTAGCTACTACGTTCGTTTACAATACAACGGTGAAATTTTACCTTTTTATACAAAAGTT 60
AF245165
ACTAGCTACTACGTTCGTTTACAATACAACGGTGAAATTTTACCTTTTTATACAAAAGTT 60

T. embryophagum wsp

GATGGTATTAAAAATATAACAAGTAAAGGGGAGGATAGTCCTTTAAAAAGATCTTTTATA 120

AF245165

GATGGTATTAAAAATGTAACAAGTAAAGGGGAGGATAGTCCTTTAAAAAGATCTTTTATA 120

T. embryophagum wsp

GCTGGTGGTGTTGCATTTGGTTATAAAATGGATGACATCAGAGTTGATGTTGAAGGGCTT 180
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AF245165

GCTGGTGGTGTTGCATTTGGTTATAAAATGGATGACATCAGAGTTGATGTTGAAGGGCTT 180

T. embryophagum wsp

TACTCACGATTGGCTAATAATATAGCTGTAATAGATGCTTCTGAAGCAAATGTTGCAGAC 240

AF245165

TACTCACGATTGGCTAAAAATAAAGCTGTAATAGATGCTTCTGAAGCAAATGTTGCAGAC 240
T. embryophagum wsp
AGTTTAACAGCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTATGATATAGTGATTGAAGATATG 300

AF245165

AGTTTAACAGCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTATGATATAGTGATTGAAGATATG 300

T. embryophagum wsp

CCTATCACTCCATACGTTGGTGTTGGTGTTGGTGCAGCATATATCAGCAATCCTTCAAAC 360

AF245165

CCTATCACTCCATACGTTGGTGTTGGTGTTGGTGCAGCATATATCAGCAATCCTTCAAAC 360

T. embryophagum wsp

GCTGCTGACGTTAAAGATCAAAGGAGGTTTGGTTTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTGTT 420

AF245165

GCTGCTGACGTTAAAGATCAAAGGAGGTTTGGTTTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTGTT 420

T. embryophagum wsp

AGTTATGATGTAGCCCCAGAAATCAAACTCTTTGCTGGAGCTCGTTACTTCGGTTCTTAT 480
AF245165
AGTTATGATGTAGCCCCAGAAATCAAACTCTTTGCTGGAGCTCGTTACTTCGGTTCTTAT 480

T. embryophagum wsp

GGTGCTAGTTTTGATAAGGCAGCTAAGGGTGATGATGGTATCAAAAATGTTCTT 534
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AF245165
GGTGCTAGTTTTGATAAGGCAGCTAAGGGTGATGATGGTATCAAAAATGTTCTT 534

4.3. T. embryophagum ve T. cacoeciae’mm Omiir Uzunlugu Ve Parazitleme
Kapasitesi Denemeleri

Besinin iki tiiriin miir uzunluguna etkisini belirlemek i¢in yapilan deneme sonuglari
Sekil 4.3.’de gosterilmistir. Sekizinci glinde T. embryophagum’a ait bireylerin
%70’si Oliirken, ayni siire iginde T. cacoeciae’a ait bireylerin ancak %60’1 dlmiistiir.
T. embryophagum’a ait disi bireylerin besin varligindaki 6miir uzunlugu 6.70+3.89’u
yasarken T. cacoeciae’a ait disi bireylerin 7.40+3.6’li yasamustir. T. cacoeciae’a ait
bireyler daha uzun siire yasamasina karsin bu fark istatistiksel olarak 6nemli degildir

(P>0,05).

Omiir uzunlugu (besinli) ——Tc
—a—Te
12
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 4.3. T. embryophagum (T.e) ve T. cacoeciae (T.c) disi bireylerinin besin
(Bal) varliginda 6miir uzunlugu

Iki tiiriin besinsiz émiir uzunluklarmin karsilastirildigi deneme sonuglar1 Sekil
4.4.de gosterilmistir. Ugiincii giinde T. embryophagum’a ait bireylerin %401
yasarken, ayni siire iginde T. cacoeciae’a ait bireylerin %90°1 yasamaktadir. T.
embryophagum’a ait disi bireylerin besin yoklugundak 4.80+4.55°1 yasarken T.
cacoeciae’a ait disi bireylerin 6.60+4.28’1 yasamistir.T. cacoeciae’a ait bireyler
daha uzun silire yasamasina karsin bu fark istatistiksel olarak onemli degildir

(P>0,05).
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Sekil 4.4. T. embryophagum (T.e) ve T. cacoeciae (T.c) disi bireylerinin besinsiz
(Bal) 6miir uzunlugu
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Sekil 4.5. T. embryophagum (T.e) ve T. cacoeciae (T.c) disi bireylerinin
giinliik parazitleme orani, ergin, disi ve erkek birey ¢ikislar
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Sekil 4.6. T. embryophagum (T.e) ve T. cacoeciae (T.c) disi bireylerinin dmiir
boyu parazitleme orani, ergin, disi ve erkek birey ¢ikislari

Parazitleme ve 6miir boyu parazitleme denemelerinde, toplam parazitleme sayisi,
ergin ¢ikist ve disi ¢ikist agisindan iki tiir arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (P<0,05). Her iki denemede de her iki tiirde hi¢ erkek birey

¢ikis1 olmamustir.
4.4. T. embryophagum ve T. cacoeciae’da Partenogenez Tiiriiniin Belirlenmesi

T. embryophagum ve T. cacoeciae’da goriilen partenogenez tiiriinii belirlemek igin
ciftlesmemis disi bireyler kullanildi. Deneme sonucunda her iki tirde de
ciftlesmemis disilerin sadece disi dol verdigi dolayisiyla partenogenezin telitoki
tirlinii gosterdigi belirlendi. T. cacoeciae’da goriilen telitoki parazitoitin normal
tireme modundan kaynaklanirken, T. embryophagum’da Wolbachia bakteri
enfeksiyonu tespit edildigi icin telitokinin bakteri tarafindan indiiklendigi sonucuna

varildi.
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Sekil 4.7. T. embryophagum (T.e) ve T. cacoeciae (T.c) ¢iftlesmemis disi
bireylerinin parazitleme sayisi, ergin, disi ve erkek birey ¢ikiglar

4.5. T. embryophagum Disilerinde Sicakhik Uygulamasi

T. embryophagum, larval gelisimi sirasinda (konuk¢u yumurtasi igersinde 1-3 giin
aras1t) >30 °C sicakliga maruz birakildi. Konukgudan c¢ikis yapan ¢iftlesmemis
disilere 50+5 adet taze (0-24 saatlik) E. kuehniella yumurtas: verildi ve ¢ikan dol
takip edildi (denemeler onar tekrarli kurulmustur). Uygulamadan sonraki ilk ddlde
(F2) %100 erkek dol olustugu tespit edildi. Bu durum Wolbachia enfeksiyonunun
sicaklik uygulamasiyla birlikte ortadan kalktig1 sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. 25+1
°C ve % 70+5 neme ayarli uzun giin aydinlatmal1 (16L:8D) iklimlendirme kabininde
yetistirilen T. embryophagum disi bireyleri ile larval gelisimi sirasinda >30 °C
sicaklifa maruz birakilan disiler Omiir uzunlugu ve parazitlemeleri agisindan

karsilastirildi.

Parazitleme denemesinde, toplam parazitleme sayis1 ve ergin ¢ikisi acisindan iki grup
arasindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur (P>0,05). 25+1 °C’de
yetistirilen T. embryophagum disiler sadece disi dol, >30 °C sicakliga maruz
birakilan disiler ise sadece erkek dol verdigi icin iki Ozellik acisindan iki grup

arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05).
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Sekil 4.8. 25+l

25+1 °C ve >30 °C sicakliklarda yetistirilen T. embryophagum’a ait bireylerin émiir
uzunluklarinin karsilastirildigt deneme sonuclari Sekil 4.9.°da gosterilmistir. 8.
ginde 25+1 °C’de yetistirilen T. embryophagum’a ait bireylerin %30’u yasarken,
ayni siire iginde >30 °C’de yetistirilen T. embryophagum’a ait bireylerin %350’si
yasamaktadir. 25+1 °C’de yetistirilen T. embryophagum’a ait bireylerin 6.70£3.89,u
yasarken >30 °C’de yetistirilen T. embryophagum’a ait bireylerise 6.80+3.49’u

°C (T.e) ve >30 °C (T.e-1) sicakliklarda yetistirilen T.
embryophagum disi bireylerinin parazitleme sayisi, ergin, disi ve erkek birey ¢ikislar

yagsamisitr.Aradaki fark istatistiksel olarak dnemli degildir (P>0,05).

Birey sayisi
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Sekil 4.9. 2541 °C ve >30 °C sicakliklarda yetistirlen T. embryophagum (T.e ve T.e-
1) disi bireylerinin émiir uzunlu
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5. TARTISMA — SONUC VE ONERILER

Trichogramma tiirleri degisik tiriinlerde zararli olan giive ve kelebek yumurtalar
basta olmak iizere pek ¢ok bdcege karsi etkin olan en 6nemli biyolojik miicadele
ajanlarindan biridir. Trichogrammatidaec familyasinin 80 cinsinden biri olan
Trichogramma, yaklasik olarak 180 tiire sahiptir [16]. Bu 6nemli dogal diismanin
teshisi ¢ok benzer morfolojik karakterlere sahip olmalar1 ve kii¢iik boyutlarindan (0,5
mm) dolay1r olduk¢a zordur. Biyolojik miicadele g¢aligmalarinda Trichogramma
teshisinin dogru yapilmasi ve dolayisiyla en uygun tiiriin se¢ilerek araziye salinmasi

calismanin basarisi agisindan en 6nemli basamaktir.

Teshiste erkek genital organinin kullanilmasi Trichogramma sistematiginin
aydinlatilmasi a¢isindan oldukg¢a 6nemli bir adim olmustur [15]. Bu yontemin en
onemli dezavantaji, disi Trichogramma’nin ayni yolla teshis edilememesidir [18]. Bu
durum telitoki iireme moduna sahip olan, dolayisiyla sadece disi bireylerden

meydana gelen Trichogramma populasyonlari igin teshisi olanaksiz hale getirir.

rDNA’nin ITS2 sekans analizine dayali molekiiler yontemin gelistirilmesiyle
Trichogramma sistematiginde giivenilir ve cinsiyet ayirt etmeksizin biitiin bireylerin
teshis edilebildigi bir yontem kesfedilmistir [18]. Bu yontem kullanilarak yeni bir
Trichogramma tiiri olan T. itsybitsi bulunmustur [44]. Stimer ve ark. (2009)
tarafindan Trichogramma teshisinde kullanilmak iizere ITS2 sekans analizine dayali

bir molekiiler anahtar gelistirilmistir [45].

ITS2 bolgesi, Trichogramma tiirlerinde tiir i¢i olduk¢a benzerken tiirler arasi farklilik
gostermektedir ve bu farklilik tiir teshisinde belirleyicidir. Bu gen bolgesi
kullanilarak pek ¢ok Trichogramma teshisi gerceklestirilmistir [46-50]. rDNA-ITS2
bolgesine gore Iran’da 11 tane Trichogramma tiirii tespit edilmistir ve bunlardan
dordii Iran icin yeni kayittir (T. ingricum, T. tshumakovae, T. principium ve T.
dendrolimi). T. embryophagum’da telitokiye neden olan Wolbachia varligi PCR ile

gosterilmistir [51].

Calismamizda ilk olarak, kullanacagimiz Trichogramma kiiltiirlerinin hangi tiire ait

oldugunu ITS2 sekans analizine bagli olarak tespit ettik. Dizi sonuglar1 NCBI



sitesinde mevcut tiirlere ait diziler arasinda degerlendirildiginde kiiltiirlerin T.
embryophagum ve T. cacocciae tiirlerini i¢erdigini belirlendi. T. embryophagum
GenBank’da AY244465 kodlu tiir ile, T. cacocciae ise EU547671 kodlu tiir ile
ortiigmistlir. 1TS2 sekanslarinin uzunluk olarak farkli oldugu belirlendi; T.
embryophagum’un sekans uzunlugu 471 bp, T. cacocciae’nin 477 bp olarak tepit
edildi.

ve T. cacocciae tiirleri, Trichogramma’nin pretiosum grubu igerisinde yer alan yakin
iliskili tiirler olarak tanimlanmaktadir [52]. Bu iki tiir iireme modlar1 agisindan
birbirlerinden farklidir. T. cacocciae telitoki ile tirerken, T. embryophagum’un bazi
bireylerinde telitoki goriilir ama ¢ogu biseksiiel tireme moduna sahiptir. T.
embryophagum’da telitoki Wolbachia enfeksiyonundan kaynaklanirken, T.

cacocciae’da goriilen telitoki mikrop bagimli degildir [53].

Calismamizda wsp (Wolbachia outer surface protein precursor) gen bdlgesine bagli
olarak T. embryophagum’da Wolbachia enfeksiyonunun varligini.belirlendi. T.
embryophagum’un B supergrubu’nun ve Sib grubundaki Wolbachia tarafindan
enfekte oldugu daha 6nce belirlenmistir [34]. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz T.
embryophagum’un da ayni gruba dahil olan Wolbachia tarafindan enfekte oldugunu
tespit edildi. NCBI sitesinde mevcut diziler arasinda degerlendirildiginde T.
embryophagum’un GenBank’da AF245165 kodlu Wolbachia ile enfekte oldugunu
belirlendi. Almeida ve Stouthamer (2003) ayn1 yontemle T. cacoeciae’da Wolbachia
enfeksiyonunun olmadigini ortaya koymuslardir [11]. Bu ¢alismada T. cacoeciae
kiltirleri aymi  yontem kullanmilmig  Wolbachia enfeksiyonunun  olmadigi
gorlilmiistiir. T. cacoeciae gordigiimiiz telitokinin ise Wolbachia bagimsiz oldugu

sonucuna varildi. Bu durum literatiirle uygunluk gostermektedir [53].

Calismamizda T. embryophagum ve T. cacoeciae, 6miir uzunlugu, 6miir boyu
parazitleme orani ve giinliik parazitleme orani 6zelliklerine gore karsilastirilmisgtir.
Parazitleme denemesinde, toplam parazitleme sayisi, ergin ¢ikist ve disi ¢ikisi
acgisindan iki tiir arasindaki fark istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P<0,05).
Omiir boyu parazitleme denemesinde de ayni sekilde toplam parazitleme sayis1, ergin

cikis1 ve disi c¢ikisi acgisindan iki tiir arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli

30



bulunmustur (P<0,05). Her iki tiirde de denemelerde hi¢ erkek birey ¢ikisi

olmamustir.

Trichogramma tiirlerinin 6miir uzunluklariyla ilgili yapilan ¢alismalarda, konuk¢u
temin edilip, besin verilmeyen T. carverae erginlerinin 7 giin i¢inde 6ldiigii, hem
konuk¢u hem besin (bal) verildiginde ise erginlerin 11 giine kadar yasadiklar
belirtilmistir [54]. T. evanescens’in farkli populasyonlarmin Omiir uzunlugu
acisindan karsilastirildigi ¢alismada erginlerin besin (bal) varliginda 10 giine kadar
yasadigi, besin olmadiginda ise en fazla 6 giin yasadig belirlenmistir [1].
Calismamizda besin varliginda ve yoklugunda T. cacoeciae, disilerinin yophagum’a
gore daha uzun yasadigini, ancak bu farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini
tespit edildi. T. cacoeciae disileri besin varliginda 12 giine kadar yasarken besin

yoklugunda ancak 6 gilin yagamistir.

Ayni zamanda partenogenetik ireme modunun belirlenmesi i¢in yapilan deneme
sonucunda her iki tlirtin de telitoki lireme moduna sahip oldugu belirlenmistir.
Trichogramma tiirlerinde telitoki {ireme modunun iki farkli nedeni belirlenmistir;
hibridizasyon ve mikrobiyal enfeksiyon. Birincisi, baz1 Trichogramma tiirlerinde
kalici telitokiye neden olur [16]. Bu durum tedavi edilemeyen telitoki formu olarak
tanimlanmigtir [9]. Ikinci durumda ise partenogenetik hat, spesifik antibiyotiklere
maruz birakildiginda ya da yetistirme sicakliginin yiikseltilmesiyle normal biseksiiel

tireme moduna ¢evirilebilir [17].

Calismamizda Wolbachia enfeksiyonuna baglh telitoki gosterdigi wsp-PCR yontemi
ile tespit edilen T. embryophagum disileri normal yetistirme sicakligi olan 25+1 °C
ve >30°C sicaklik olmak iizere iki farkli yetistirme sicakligina tabi tutulmustur. 25+1
°C’de yetistirilen disilerin bir sonraki dolde tamamen disi bireyler vermeye devam
ettigi, larval gelisme evresinde >30°C sicaklik kosuluna maruz birakilan disilerin ise
bir sonraki dolde tamamen erkek birey olusturdugu goriilmiistiir. Bu durum iki farkl
hipotezle aciklanmaktadir; 1. yiiksek sicaklik ya da spesifik antibiyotik kullanim1 disi
bireye ¢evre kosullariin degismek iizere oldugu sinyali verir ve birey arhenotoki

tireme modunu tercih eder, 2. yiiksek sicaklik ya da spesifik antibiyotik, telitoki
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tireme modunun arhenotokiye doniismesine neden olan bazi kromozomal hasarlara

neden olur [17].

Stouthamer ve ark, (1990) >30°C sicaklik ya da antibiyotik uygulamasiyla dort farkli
Trichogramma tiirtinde telitoki ireme modunu arhenotokiye ¢evirmislerdir [17]. Biz
de T. embryophagum disilerini larval gelisme evresinde >30°C sicakliga maruz

birakarak telitoki tireme modunu arhenotokiye ¢evirdik.

Hohmann ve ark, (2001) yaptiklar1 ¢alismada antibiyotik uyguladiklar1 T. kaykai
Pinto ve Stouthamer, disilerinin digerlerine gore daha fazla sayida dol verdigi ancak
daha kisa yasadigi sonucuna varmislardir [31]. Grenier ve ark, (2002) ise T.
evanescens Westwood’in antibiyotik uygulanan ve uygulanmayan bireyleri arasinda
tiretkenlik agisindan fark olmadigini bulmuslardir [55]. T. deion Pinto ve Oatman’un
tiretkenligi tizerine Wolbachia’nin negatif etkisi oldugu Silva ve ark, (2000)
tarafindan ortaya konmustur [56]. T. cordubensis’de Wolbachia enfeksiyonunun
tretkenligi etkilemedigi [57], T. oleae’de ise pozitif bir etkiye yol agtig1
belirlenmistir [58]. Calismamizda Wolbachia’nin T. embryophagum’un iiretkenligi

etkilemedigi sonucuna ulasildi.

Bir biyolojik miicadele programinin basariya ulasmasinda dogru tiir se¢cimi en 6nemli
basamaktir. Bu tiirlin biyolojik 6zelliklerinden dmiir uzunlugu ve parazitleme oram
onun bir parazitoit olarak etkinliginin en énemli gostergesidir. Ozellikle iirettigi esey
orani etkinligin belirleyicisidir. Ciinkii sadece disi bireylerin konuk¢u yumurtasini
parazitleme 6zelligi vardir. Dolayisiyla bir parazitoit ne kadar ¢ok disi dol verirse o
kadar ¢ok zararliy1 etkisiz hale getirir denebilir. Calismamizda T. cacoeciae’nin T.
embryophagum’a gore gerek Omiir uzunlugu gerekse parazitleme kapasitesi
acisindan daha basarili oldugu sonucuna varildi (P>0,05). T. cacoeciae, Wolbachia
enfeksiyonu olmaksizin telitokinin goriildiigii bilinen tek Trichogramma tiiriidiir.
Ayni1 zamanda yiiksek sicaklik uygulamasiyla arhenotoki lireme moduna sahip T.

embryophagum populasyonlari elde edildi .

pulasyonlarla Wolbachia enfeksiyonuna sahip T. embryophagum populasyonlari

arasinda Omiir uzunlugu ve parazitleme acisindan bir fark olmadigi sonucuna

ulasildi. (P>0,05).
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Tim sonuglart gbéz Oniine alirsak T. cacoeciae’nin biyolojik miicadele
programlarinda basartyla kullanilabilecegi goriilmektedir. T. embryophagum tiirii i¢in
Wolbachia varlig: tiiriin baz1 biyolojik 6zellikleri {izerine negatif ya da pozitif etkiye
sahip degildir ancak sadece disi bireyler olusmasina neden oldugu i¢in biyolojik
miicadele  caligmalarinda  Wolbachia ile  enfekteli T. embryophagum

populasyonlarinin kullanilmasi daha basarili sonuglar elde edilmesini saglayacaktir.
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