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Tarimsal ekosistemlerde kimyasal pestisit kullanimmi azaltma hedefiyle, biyolojik
miicadele uygulamalarinda 6nemli yere sahip olan Trichogramma spp. (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), tarimsal zararlilarin popiilasyon kontroliinde kritik bir rol oynamaktadir.
Dogal diismanlarin dogru sekilde tanimlanmasi biyolojik miicadele yontemlerinin temelini
olusturmaktadir. Bu amagcla I1TS2 (Internal Transcribed Spacer 2) dizilerinin sistematik
caligmalarda kullanilabildigi ve Trichogramma tiirlerinin ayriminda giivenilir sonuglar verdigi
bilinmektedir. Bu c¢alismada, Ankara ili Kalecik ilgesinden toplanan Trichogramma
orneklerinin rDNA-ITS2 dizileri GenBank verileriyle karsilastirilmis ve ITS2 gen bolgesi hem
giivenilir tiir teshisi hem de genetik c¢esitliligin belirlenmesinde bir barkod olarak
degerlendirilmistir. Dizi analizleri sonucunda, incelenen tiim Orneklerin Trichogramma
euproctidis (Girault, 1911) oldugu belirlenmistir. K1 ile K3 numarali orneklerin dizileri
tamamen ayn bulunmus; aynmi sekilde K2 ve K4 numarali 6rneklerin dizilerinin de birbiriyle
birebir ortiistiigii tespit edilmistir. Ayrica tiim orneklerin ITS2 dizi uzunlugunun 398 baz ¢ifti
oldugu goriilmiistiir. Diziler Clustal W ile hizalanmis; genetik uzakliklar ve filogenetik iligkiler
MEGA V7.0 programi kullanilarak hesaplanmistir. Calismada kullanilan 6rneklere ek olarak,
GenBank’ta dogrulanarak 17 Trichogramma ornegine ait rDNA-ITS2 dizileri de analizlere
dahil edilmistir. ITS2 dizilerinin ikincil yapilar1 ise Mfold web sunucusu yardimiyla tahmin
edilmis ve tiim yapr analizleri 37°C’de, RNA siirim 2.3’lin varsayilan ayarlariyla
gerceklestirilmistir. Hizli evrimlesen ve aymi zamanda korunmus gen bolgelerini iceren
molekiiler belirtegler, yakin akraba tiirleri ayirt etmede oldukga etkilidir. Bu ¢alismada, 1TS2
bolgesinin Trichogramma tiirlerinin ayriminda giivenilir bir molekiiler ara¢ oldugu agikca
ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Trichogramma, 1TS2, Biyolojik miicadele, Ikincil yap1, Molekiiler teshis
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Trichogramma spp., (Hymenoptera: Trichogrammatidae) which hold an important place
in biological control applications aimed at reducing the use of chemical pesticides in
agricultural ecosystems, play a critical role in controlling the populations of agricultural pests.
The correct identification of natural enemies forms the basis of biological control programmes.
ITS2 (Internal Transcribed Spacer 2) sequences are known to be useful in studies and to provide
reliable results indistinguishing Trichogramma species. In this study, rDNA-ITS2 sequences of
Trichogramma samples collected from the Kalecik district (Ankara, Tiirkiye) were compared
with GenBank data, and the ITS2 gene region was evaluated as a barcode for both reliable
species identification and determination of genetic diversity. As a result of the sequence
analyses, all examined samples wereidentified as Trichogramma euproctidis. (Girault, 1911).
The sequences of samples K1 and K3 were found to be completely identical; similarly, the
sequences of samples K2 and K4matched each other perfectly. Furthermore, the ITS2 sequence
length of all samples wasfound to be 398 base pairs. The sequences were aligned using Clustal
W, and genetic distances and phylogenetic relationships were calculated using the MEGA V7.0
programme. In addition to the samples used in the study, rDNA-ITS2 sequences from 17
confirmed Trichogramma samples in GenBank were also included in the analyses. The
secondary structures of the ITS2 sequences were predicted using the Mfold web server, and all
structurale analyses were performed at 37°C with the default settings of RNA version 2.3.
Molecular markers that evolve rapidly while containing conserved gene regions are highly
effective for distinguishing closely related species. This study clearly demonstrated that the
ITS2 region is a reliable molecular tool for seperating Trichogramma species.

Keywords: Trichogramma, 1TS2, Biological control, Secondary structure, Molecular
identification
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1. GIRIS

Biyolojik miicadele, dogal diismanlarin kullanimiyla tarimsal {iriin zararlilarini
kontrol etmenin bir yolu olarak kimyasal miicadelenin 6nemli bir alternatifidir. Pestisit
kullanimin1 azaltarak ekosistem dengesini korur ve biyogesitliligi destekler. Ayrica, bu
yontem tarimsal verimliligi artirarak gida giivenligine katki saglar. Biyolojik miicadele,
predatorler, parazitoitler ve entomopatojenler gibi dogal diismanlarin zararh
organizmalar {izerinde kullanilmasiyla gergeklesir. Dogal diismanlarin kullanimi,
ekosistem dengesini saglamada etkili olurken, zararlilara karsi direng gelisimini de
engelleyebilir. Tarimda bu yoOntemlerin uygulanmasi, silirdiiriilebilir  tarim
uygulamalarinin temel taglarindan biridir ve kimyasal bagimlilig1 azaltarak ¢evre olan
olumsuz etkileri minimize eder (Van Lenteren, 2012).

Dogal diismanlar, biyolojik miicadele ajanlari olarak bilinir ve bunlarin i¢erisinde
parazitoidler en 6nemli gruplardan biridir. Bir biyolojik miicadele programi igin en
onemli evre uygun dogal diismanin se¢imi ve dogru tiir tanimlamasidir. Biyolojik
miicadele kapsaminda, uygulama bolgesindeki dogal diismanlar korunabilir, artirilabilir
veya uygulama alanina disaridan getirilebilir.

Hymenoptera takiminin Chalcidoidea tistfamilyasina ait olan Trichogrammatidae,
ilk kez 1865 yilinda Arnold Foerster tarafindan tanimlanmigtir. Bundan 50 yil sonra
Ashmead tarafindan iki alt familyaya ayrilmistir. Girault tarafindan 1910 yilinda
familyaya ait cinsler ve tiirler 6zetlenmis, 14 cins ve 32 tiir daha bu familyaya eklenmistir.
Bu parazitoitler biyolojik miicadelede ¢ok 6dnemli rol oynamaktadir. Bu parazitik arilar
ozellikle tarimsal alanlarda zararli bocek popiilasyonlarina karst ¢ok etkili kontrol
ajanlarindan biridir. Trichogramma ise Trichogrammatidae’de bulunan 83 cins igerisinde
en fazla tiir ¢esitliligine sahip olan cinstir (Pinto, 2006). Biyolojik miicadelenin dogru ve
kontrollii bir sekilde yapilabilmesi i¢in dogal diisman tiiriiniin iyi belirlenmesi ve dogru
segilmesi gerekmektedir. Dolayisiyla, Trichogramma tiirleri kullanilacak bir biyolojik
miicadele programinda dogru tiiriin belirlenmesi 6nemli bir agamadir. Bununla birlikte bu
parazitik arilarin morfolojik teshisleri kiigiik boyutlar1 sebebiyle olduk¢a zordur. Ergin
ariciklarin boyutu 0.3-1.2 mm civarindadir ve yumurta birakma borular1 olan ovipozitoru
ile en fazla 1.8 mm boylarina ulasabilmektedirler (Oztemiz ve ark., 2013).

Erginlerinin diisiik sicakliklarda kahverengiden siyaha kadar degisen renkleri,
yiiksek 1silarda ise limon saris1i renklerinde goriilmektedir. Bas kisimlar1 viicut

bolgelerine gore daha koyu renktedir. Erginler zar seklinde iki ¢ift kanada sahiptir. Arka



kanatlar; kisa, ince ve uzundur. On kanatlari ise kenarlarinda bir sira seklinde ince tiiylere
sahip ve iyi gelismistir. Trichogramma ergin bireylerinin bes segmentli ve viicut tabanina
uygun renkte antenleri vardir (Siimer, 2009). Anten yapisi bakimindan eseysel dimorfizm
goriilen bir cinstir. Disilerde az sayida kisa killara sahip antenleri varken, erkeklerde ¢ok
sayida uzun killar1 olan anten yapisi gériilmektedir. Yumurtalar; uzunca, orta kismi genis,
iki ucu yuvarlak sekilli ve yar1 saydamdir. Pupalar1 serbest pupa iken, larvalari kiiresel ve
silindirik bir yapiya sahiptir. Trichogramma tiirleri ergin olmadan 6nceki dénemlerini
konuk¢usunun yumurtasinda gecirdikleri i¢in o donemlerde ¢iplak gozle goriiliip ayirt
edebilebilmeleri miimkiin degildir (Bueno ve ark., 2020).

Glinlimiizde teshiste viicut rengi, kanat damarlanmasi1 ve anten ozellikleri tiir
ayrimi agisindan destekleyici karakterlerdir. Ancak bunlar tek basina yeterli degildir.
Ozellikle disiler sadece bu ozelliklere dayanarak aym giivenirlikte teshis
edilememektedir. Bu nedenle, teshis i¢in koleksiyonlarin erkek bireyleri igermesi
gerekmektedir. Fiziksel karakteristikler, tireme uygunlugu ile ilgili ¢aligmalar ve tireme
sekli, tiirlerin teshisi i¢in olduk¢a 6nemli sonuglar saglasa da tiirlerin taksonomisiyle ilgili
tartismalar hala devam etmektedir. Bununla beraber, biitiin tiirlerin bu sekilde teshisi
kolay degildir. Erkek bireylerin bulunamamasi durumunda iireme telitoki seklinde
gerceklesir ve bu durumda Trichogramma tiirlerinin teshisi zorlasir. Bu sebeple kesin tiir
teshisi igin bagka alternatif yontemler gereklidir (Almeida ve Stouthamer, 2003).

Morfolojik Ozelliklerin tek bagina bilinmesi teshis konusunda yeterli
olmadigindan farkli yontemler aranmis ve yakin taksonlari ayirt edebilmek amaciyla
biyokimyasal ve molekiiler yontemler gelistirilmistir. Bu arastirmalardan yola ¢ikilarak
Trichogramma tiirlerinin belirlenebilmesi i¢in kullanilan yontemlerden birisi enzimatik
analiz olmustur. izoenzim analizleri, dzellikle esteraz elektroforezi, Trichogramma cinsi
icindeki varyasyonlart belirlemek i¢in kullanigh bir yontemdir (Smith & Hubbes 1986).
Ancak, analizin dogru sonuglar vermesi i¢in 6rnegin taze ya da sivi azot i¢inde saklanmig
olmasi gerekmektedir ve tek bir izoenzim en fazla 2-5 farkli alleli ayirt edebilir.
Trichogramma disileriyle morfolojik teshis yapilamadigindan ve biyokimyasal
analizlerde siirhiliklar oldugundan, arastirmacilar bu sorunu ¢dzmek icin molekiiler
yontemlere yonelmistir. Boylece rDNA'nin ITS2 lokusuna dayali dizi analizi tabanl
teknikler, Trichogramma teshisinde etkili bir sekilde kullanilmaya baslanmigtir
(Stouthamer ve ark., 1999).

Cok uzun zamandir Trichogramma tiirleri arastirmacilar tarafindan tretimi

yapilarak 6zellikle Lepidoptera zararlilarina karsi salimi yapilan ve etkinligi yiiksek



goriilen onemli bir yumurta parazitoitidir. Biyolojik miicadele stratejilerinin basarisi,
biiyiik olclide kullanilan dogal diigmanin dogru bicimde tanimlamasina baglhidir. Ciinkii
dogal diismanlarin gorev aldig1 biyolojik kontrol programlarinda, hedef zararliya en
uygun tiiriin secilmesi, dogrudan saha basarisini ve zararli populasyonunun baskilanma
diizeyini etkilemektedir. Ozellikle Trichogramma cinsi, yumurta parazitoiti olarak kisa
yasam dongiisii, yliksek tireme kapasitesi ve kitlesel iiretime uygunlugu sayesinde IPM
programlarinda Oncelikli tercih edilen biyolojik miicadele ajanlarindan Dbiridir.
Tiirkiye’de Trichogramma tiirleriyle ilgili sistematik, konukgu iliskileri ve molekiiler tani
yontemlerine dair yapilan giincel arastirmalar, ozellikle ITS2 gen bolgesinin tiir
diizeyinde dogru tanimlamada kullanilabilirligini ortaya koymaktadir (Ercan ve ark.,
2022, Ercan ve Oztemiz 2025).

Bu cinsin yiiksek taksonomik ¢esitliligi ve genis konukcu aralifi, onu tarimsal
zararlilarin siirdiirtilebilir yonetimi agisindan stratejik bir ara¢ haline getirmektedir.
Ancak, her Trichogramma tiirii belirli bir ekolojik nis igerisinde optimum basari
gosterdiginden, kullanilacak tiiriin hedef zararliya, iklim kosullarina, tarimsal iiretim
sistemine ve kitle liretim potansiyeline uygun olarak se¢ilmesi gerekmektedir. Ayrica
tiirler arasinda genetik varyasyonlarin bulunmasi, bazi tiir veya irklarin belirli zararlilara
kars1 daha etkili adaptasyonlar gelistirebilmesini saglamaktadir. Bu nedenle tiir tayini
yapilirken sadece morfolojik degil, molekiiler diizeyde kesin tiir teshisleri, biyolojik
miicadele uygulamalarinin bagarisini arttiran en temel faktorlerden biridir. Trichogramma
cinsi, biyolojik miicadele programlari kapsaminda hem temel arastirmalar hem de
uygulamali entomoloji acisindan biiyiik bir 6neme sahiptir. Dogru tiir se¢imiyle
desteklenen bu uygulamalar, pestisit kullanimin1 azaltarak cevresel siirdiiriilebilirlige
katki saglamakta ve agroekosistemlerin uzun vadeli dengesinin korunmasina yardimci

olmaktadir.

1.1. Amag
Bu c¢aligmada, 6nemli bir tarimsal zararli olan O. nubilalis (misir kurdu)’in
yumurtalarimi parazitleyen Trichogramma tiirlerinin molekiiler yontemlerle tanimlamasi
amaclanmistir. O. nubilalis, ozellikle musir, aygicegi ve dari gibi Onemli kiiltiir
bitkilerinde ciddi ekonomik zararlara yol agmakta ve bu nedenle entegre zararl yonetim
programlarinda 6ncelikli kontrol hedeflerinden biri olarak degerlendirilmektedir (Meissle
ve ark., 2010). Biyolojik miicadele ajanlarindan biri olan Trichogramma tiirlerinin O.

nubilalis yumurtalaria yonelik etkinligi, miicadele kapsaminda biiyiik bir potansiyel



sunmaktadir. Ancak, bu potansiyelin etkin sekilde degerlendirilebilmesi i¢in sahada
bulunan parazitoit tiirlerinin dogru ve hassas bir sekilde tanimlanmasi gereklidir. Bu
baglamda, rDNA’nin ITS2 gen bdlgesine dayali dizi analizleri kullanilarak
gerceklestirilen molekiiler teshis, morfolojik olarak ayirt edilmesi glic olan
Trichogramma tiirlerinin giivenilir ve dogru sekilde tanimlanmasina olanak tanimaktadir.
Ayrica bu ¢alisma, Kalecik il¢gesi misir iiretim alanlarinda dogal olarak bulunan parazitoit
tiirlerinin  belirlenmesi ve gelecekteki biyolojik miicadele uygulamalarina temel

olusturmasi bakimindan 6nemli bir ilk adim niteligindedir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Genel Bilgiler
2.1.1. Ostrinia nubilalis (Masir Kurdu)

Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Crambidae), diinya genelinde misir (Zea mays L.)
basta olmak tizere bir¢ok kiiltiir bitkisinde nemli ekonomik kayiplara neden olan, yaygin
ve polifag bir zararhidir. Tiir, 6zellikle Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya’nin iliman
bolgelerinde genis bir yayilis gostermekte olup, tarimsal ekosistemlerde anahtar
zararlilardan biri olarak kabul edilmektedir (Kadzamira ve ark., 2022). Zararlinin
biyolojisi ¢evresel kosullara gii¢lii bigimde baglidir. O. nubilalis yilda birden fazla dol
verebilmekte; dol sayisi sicaklik, fotoperiyot ve rakima gore degisiklik gostermektedir.
Disiler yumurtalarini genellikle misir yapraklariin alt yiizeyine kiimeler halinde birakar.
Yumurtadan ¢ikan larvalar kisa siirede bitki dokusuna girerek sap, kocan ve piiskiil gibi
kisimlarda beslenir. Bu beslenme davranisi bitkide mekanik zayiflamaya, iletim
dokularinin zarar gdérmesine ve ikincil patojen enfeksiyonlarina zemin hazirlamaktadir
(Mason ve ark., 2018). Misir kurdu larvalarinin bitki icerisinde gizli yasam siirmesi,
kimyasal miicadeleyi zorlastiran en onemli faktorlerden biridir. Ozellikle larvalarin sap
icine girmesinden sonra uygulanan insektisitlerin etkinligi ciddi oranda diismektedir. Bu
durum, biyolojik miicadele etmenlerinin, 6zellikle yumurta parazitoitlerinin dnemini
artirmaktadir. Ekolojik agidan O. nubilalis, farkli misir ekotiplerine ve konukgu bitkilere
uyum saglayabilen genetik varyasyonlar sergilemektedir. Bu durum, zararlinin
popiilasyon dinamiklerinin bolgesel 6l¢ekte degismesine ve miicadele stratejilerinin lokal
olarak planlanmasi gerekliligine isaret etmektedir. Son yillarda yapilan calismalar, O.
nubilalis’in iklim degisikligine bagli olarak yayilig alanini genisletebilecegini ve daha
yiiksek rakimlarda dahi ekonomik zarar seviyelerine ulasabilecegini gostermektedir. Bu
baglamda, siirdiiriilebilir miicadele yaklasimlarinin gelistirilmesi ve 6zellikle biyolojik
miicadele programlarinin desteklenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (Dopman ve ark.,
2010).

Ostrinia nubilalis’in tarimsal ekosistemlerde yumurta doneminde parazitlenmesi,
biyolojik miicadele stratejileri acisindan kritik bir Ooneme sahiptir. Bu baglamda
Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) tiirleri, O. nubilalis yumurtalarina
kars1 yaygin olarak kullanilan ve etkinligi kanitlanmis yumurta parazitoitleri arasinda yer
almaktadir. Digi Trichogramma bireyleri, konuk¢u yumurtasini ovipozitorleri araciligiyla

parazitleyerek embriyonik gelisimi engellemekte ve zararlinin bitki dokusuna girmeden



baskilanmasini saglamaktadir. Bu erken donem miidahale, O. nubilalis larvalarinin sap
ve kogan icine girerek kimyasal miicadeleden kaginmasini 6nlemesi bakimindan biiyiik
avantaj sunmaktadir (Smith, 1996). Bu nedenle, O. nubilalis’e kars1 Trichogramma
temelli biyolojik miicadele programlarinin, bolgesel ekolojik kosullar ve hedef zararlinin

fenolojisi dikkate alinarak planlanmasi gerekmektedir.

2.1.2. Trichogrammatidae

Trichogrammatidae familyasi, Hymenoptera takiminin Chalcidoidea iist
familyasinda yer alan ve parazitik yasam tarzi benimsemis ¢ok kii¢iik boyutlu arilarin
olusturdugu onemli bir gruptur (Pinto, 2006). Familya, taksonomik a¢idan ilk kez
Foerster (1865) tarafindan tamimlanmis olup, sonrasinda sistematik c¢alismalarin
yogunlagmasiyla Ashmead (1904) tarafindan iki alt familyaya ayrilmistir. Bu ayrim,
morfolojik ve biyolojik karakteristiklerin detayli incelenmesine dayanmakta ve
Trichogrammatidae'nin taksonomik yapisina temel olusturmaktadir. Familya, morfolojik
olarak Eulophidae familyasi ile bazi benzerlikler tasisa da, filogenetik olarak daha geng
bir soy oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle eseysel dimorfizm ve partenogenez gibi
evrimsel gelismeler bakimindan 6nemli adaptasyonlar sergilemesi, bu gurubun uzun ve
karmasik bir evrimsel gegmise sahip oldugunu gdstermektedir (Gibson, 1997).

Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) tiirleri, ¢ok kiiciik viicut
boyutlar ve tiirler aras1 yiiksek morfolojik benzerlik nedeniyle teshisi zor olan yumurta
parazitoitleridir. Disi bireyler genellikle erkeklere kiyasla daha iri bir viicut yapisina
sahiptir. Erkek bireylerde antenlerin flagellum segmentleri daha uzun olup, feromon
algisinda gorev alan sensilla sayist daha fazladir. Erkek genital kapsiiliiniin sekli,
aedeagus ve paramerlerin morfolojisi tiirler arasinda anlamli farkliliklar gostermekte ve
bu yapilar tiir teshisinde temel taksonomik karakterler olarak kullanilmaktadir. Buna
karsilik, disi genital yapilar sinirli varyasyon gosterdiginden yalnizca disi bireylere dayali
morfolojik teshis cogu zaman yetersiz kalmaktadir. Kanatlar her iki eseyde de dar ve az
damarlasmaya sahip olup, viicut rengi genellikle acik saridan kahverengiye kadar
degismektedir. Ancak bu karakterlerin tiir ve esey ayrimindaki tanisal degeri sinirlidir.
Ayrica konak yumurta bilyiikligli ve c¢evresel kosullar, bireylerin morfolojik
ozelliklerinde 6nemli varyasyonlara neden olabilmektedir (Bernardo ve ark., 2018). Bu
nedenlerle, Trichogramma tiirlerinin giivenilir teshisi i¢in erkek genital morfolojisine
dayali klasik yaklasimlarin molekiiler yontemlerle birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir

(Stimer, 2009).



Bugiine kadar familyaya ait herhangi bir fosil tiirii kesfedilmemistir. Bunun temel
nedeni, tiirlerin ortalama boyutlarinin 0.2—1 mm arasinda degismesi ve bu kiigiikliigiin
fosillesme olasiligini azaltmasidir. Trichogrammatidae iizerine yapilan ilk kapsamli
taksonomik calisma, 1910 yilinda Girault tarafindan gergeklestirilmis; bu ¢alismada 14
cins ve 32 tiir familyaya dahil edilmistir. Ancak devam eden sistematik analizlerde bazi
cinsler (6rnegin Pentharthron Riley ve Westwoodella Ashmead) sinonim kabul
edilmistir. Ayrica 15 cins ve 20 yeni tiiriin daha eklenmesiyle familya genislemistir. Bunu
takiben, Perkins tarafindan 3 yeni tiir, Girault tarafindan ise 3 yeni cins ve 24 tiir daha
tanimlanmistir. Boylece 1911 yili itibariyle Trichogrammatidae familyas1 30 cins ve
yaklagik 75 tiir icerecek sekilde genislemistir (Girault, 1911). Girault’un siniflandirmasi,
ozellikle disi bireylerin anten segmentleri, kanat damarlanmasi ve genital yapilarina
dayandirilmistir. Bu ¢alisma, familyanin taksonomik tanimlamasinda dénemin en 6nemli
referanslarindan biri olmustur. Daha sonra, Doutt ve Viggiani (1968) tarafindan
familyaya yonelik yapilan kapsamli bir sistematik caligsma, tip tiirlerin yeniden gézden
gecirilmesini saglamis, sinonim iligkileri ortaya konmus ve familya i¢in detayli bir teshis
anahtar1 hazirlanmistir. Bu ¢alismayi takiben Viggiani tarafindan gelistirilen sistematik
smiflandirma ile familya iki ana alt familyaya ayrilmistir: Trichogrammatinae;
Trichogrammatini ve Paracentrobini, Oligositinae; Oligositini ve Chaetostrichini
(Stimer, 2009).

Trichogrammatidae sistematigi iizerine yapilan ilk ayrintili simiflandirmalardan
biri, erkek bireylerin genital kapsiil morfolojisine dayanilarak onerilmistir. Ancak bu
yaklagim, erkek bireyleri bilinmeyen bazi cinsler (6rnegin Xenufens) igin yetersiz
kalmakta ve bu nedenle tiim familyay1 kapsama agisindan sinirlt glivenilirlik tagimaktadir
(Pinto, 2006). Alternatif olarak, Girault (1918) siniflandirmay1 anten morfolojisine
dayandirmistir; bu yaklasim o6zellikle Trichogrammatinae alt familyasinda bulunan,
Lathromerinae’de olmayan funikulus segmentlerine odaklanmistir. Her iki sistematik
diizenleme de monotetik karakterlere dayanmakta olup, kapsamli bir revizyon igin
morfolojik karakterlerin yani1 sira molekiiler verilerin de degerlendirilmesi gerekliligi
ortaya konmustur (Pinto, 2006).

Pinto'nun daha giincel siniflandirma 6nerisine gore Trichogrammatidae familyasi
iki alt familyaya ayrilmaktadir: Trichogrammatinae, yalnizca Trichogrammatini’yi
icerirken; Oligositinae, Paracentrobiini, Chaetostrichini ve Oligositini’yi kapsamaktadir.
Pinto aynm1 zamanda familyaya Adelogramma, Pseuduscaua, Thanatogramma ve

Viggianiella olmak tizere dort yeni cins kazandirmistir (Pinto, 2006). 1968 yilindan



giiniimiize kadar bir¢ok yeni cins tanimlanmis olsa da, familyadaki taksonomik ¢esitlilik
halen biiyiik dl¢iide agikliga kavusturulamamistir. Mevcut literatiirde yalnizca birkag cins
tizerine detayli ¢alismalar yapilmis ancak  higbir cins tam anlamiyla kapsamli bir
revizyondan gegmemistir (Yousuf ve Shafee, 1987).

Bu eksikliklerin temel nedeni, Trichogrammatidae tiirlerinin mikroskobik
boyutlar1 nedeniyle yeterli koleksiyon materyali toplanamamasi ve 6zellikle tropikal
kusaklarda yetersiz ornekleme yapilmis olmasidir. Ayrica birgok cinsin digerlerinden
tirevlenmis oldugu ve taksonomik olarak muhtemel sinonim olduklart ileri siiriilmektedir
(Polaszek, 2010). Bu durum familyadaki taksonomik karmagsikligi daha da artirmaktadir.

Buna karsin, familya i¢inde yalnizca 14 cinsin ondan fazla tiir i¢erdigi tespit
edilmistir. Bu gruplar arasinda en genis tiir sayisina sahip iki biiyiik cins 6ne ¢gikmaktadir:
Trichogramma ve Oligosita (Polaszek, 2010). Bu iki cins hem taksonomik zenginlikleri
hem de 6zellikle biyolojik miicadele programlarindaki rolleri agisindan yogun olarak
calisgilmistir. Trichogramma cinsi, tarimsal zararlilarla miicadelede yaygin olarak
kullanilan yumurta parazitoitleri arasinda yer almakta ve diinya genelinde bir¢ok
biyolojik miicadele programinin temelini olusturmaktadir (Smith, 1996).

Trichogramma cinsinin biyocografik yayilimi, Yousuf ve Shafee (1987)
tarafindan detaylandirilmistir. Trichogrammatoidea disindaki biiyiik cinslerin ¢ogu
kozmopolit dagilim gostermektedir. Ayn1 zamanda pek ¢ok kiiciikk cins de genis bir
cografyada temsil edilmektedir (Pinto, 2006).

Taksonomik teshis agisindan Trichogrammatidae familyasinin iiyeleri genel
olarak asagidaki morfolojik O6zelliklerle tanimlanir, bazi morfolojik 6zelliklerine ait
gorsel Sekil 2.1°de verilmistir.

e Viicut uzunlugu genellikle 0.3-1.2 mm arasinda, ovipositor ile bu uzunluk 1.8
mm’ye kadar ulasabilir.

o Renkleri genellikle metalik olmayan, soluk sarimsi tonlardadir.

o Anten yapilarinda funikulus segment sayis1 2’yi gegmez, tarsi ise 3 segmentlidir.

e Yumurtalarin1 dogrudan konukgularin yumurtalarma birakan primer parazitoit
tirlerdir (Doutt ve Viggiani, 1968).
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Sekil 2.1. Trichogramma 6rneklerinin teshisinde kullanilan baz1 morfolojik
karakterler. (Khan ve ark., 2020)

Familya bugiin itibariyle yaklasik 83 cins ve 839 tiir icermektedir. Tim iyeleri
bocek yumurtalarinda parazitoitlik yaparken, istisnai olarak Lathromeris ve Oligosita
tiirleri, Diptera takimi tiyelerinin larvalarinda da parazitoit olarak gelisebilmektedir.

Trichogramma’ya ait tiirler, biyolojik miicadele uygulamalarinda en yaygin
kullanilan yumurta parazitoitleri arasinda yer almaktadir. Bu kiiciik arilar ozellikle
Lepidoptera takimina ait giive ve kelebeklerin yumurtalarini hedef alarak parazitlerler.
Parazitizm siireci, disi bireyin ovipositoru araciligiyla kendi yumurtasini dogrudan
konukgu yumurtasi i¢ine birakmasiyla baslar. Bu islem sonucunda, konukc¢u
organizmanin embriyonal gelisimi durdurulurken, Trichogramma'nin larvast yumurta
icinde beslenmeye baslar ve gelisimini burada tamamlar (Smith, 1996; Hassan, 1993).
Konuk¢u yumurtasinin dis yiizeyi olan korion, parazitlenmenin yaklasik 24-48 saat
sonrasinda tipik olarak koyu kahverengi ya da siyahims1 bir renk alir. Bu renk degisimi,
Trichogramma larvasinin prepupa evresine gegtigini gésteren morfolojik bir gostergedir
ve sahadaki gozlemlerde yaygin olarak parazitlenme diizeyini belirlemek i¢in kullanilir
(Zhang ve ark., 2023). Her bir disi Trichogramma bireyi, yasam siiresi boyunca ortalama

80-120 konukgu yumurtasini parazitleyebilir; bu say1 tiir, ¢cevresel kosullar ve besin



bulunabilirligi gibi faktorlere bagl olarak degiskenlik gosterebilir. Parazitizm sirasinda
yalnizca yumurtaya yerlestirilen larvalar degil, ayn1 zamanda eriskin disiler de konuk¢u
yumurtasint beslenme amaciyla delip tahrip edebilir; bu durum konukcu
popiilasyonlarinin baskilanmasinda 6énemli rol oynar (Hassan, 1993; Consoli ve ark.,
2010).

Trichogramma tiirlerinin biyolojik yasam dongiisii olduk¢a kisadir. Optimal
kosullar altinda gelisim stiresi genellikle 8—10 giin arasinda tamamlanir. Yumurtadan
cikan eriskin bireyler kisa siirede ¢iftlesir ve yeni yumurtalara yonelerek populasyon
artisin1 hizla siirdiirebilirler. Bu hizli dongii, 6zellikle entegre zararli yonetimi (IPM)
uygulamalarinda kisa siirede etkili sonuglar elde edilmesine olanak saglar (Consoli ve
ark., 2010). Bu cinsin iiyeleri insanlara, evcil hayvanlara veya tarimsal {irinlere dogrudan
herhangi bir zarar vermezler, bu da onlar1 ekolojik olarak gilivenli biyolojik miicadele
ajanlar1 haline getirir. Ek olarak, Trichogramma tiirleri iizerinde yapilan fizyolojik
calismalar, bu arilarin pro-ovijenik olduklarini, yani yumurtadan ¢iktiktan hemen sonra
maksimum yumurta liretim kapasitesine ulastiklarini gostermistir. Dolayistyla erigkin
bireylerin ilk 24 saati, lireme agisindan son derece kritiktir (Zhang ve ark., 2021). Besin
destegi (0rnegin bal veya seker ¢ozeltisi) bulunmadiginda erigkinlerin 6miir uzunlugu
anlamli diizeyde azalir; bu nedenle saha uygulamalarinda besin kaynaklarinin saglanmasi,
parazitoit performansini 6nemli 6l¢iide artirabilir. Trichogramma tiirlerinin kullaniminda
basari, konukcu-yumurta uygunlugu, cevresel faktorler (sicaklik, nem, 1s1k), serbest
birakma zamani1 ve miktar1 gibi bir¢ok biyotik ve abiyotik faktore baglidir. Bununla
birlikte, farkl1 Trichogramma tiirleri arasinda konukgu segiciligi ve davranigsal 6zellikler
bakimindan 6nemli farkliliklar bulundugu da bildirilmektedir (Hassan, 1993; Desneux ve
ark., 2007). Bu baglamda, sahaya salinmadan 6nce uygun tiir-se¢imi yapilmasi ve yerel

kosullara adaptasyonu test edilmis populasyonlarin kullanilmas: 6nerilmektedir.

2.1.3. Molekiiler sistematik ve molekiiler belirte¢lerin kullanimi
Sistematik, organizmalarin ¢esitliligini tanimlayan, bu ¢esitliligi siniflandiran ve
aralarindaki evrimsel iligkileri anlamaya yonelik bilimsel bir disiplindir. Bu baglamda
sistematik; tiirlerin tanimlanmasi, adlandirilmasi, simiflandirilmas: ve iligkisel olarak
gruplanmasini kapsayan daha genis bir ¢ercevedir. Taksonomi ise sistematigin temel
taslarindan biridir ve esas olarak organizmalarin teorik ve pratik siniflandirma ilkeleri

tizerinde yogunlasir. Her ne kadar bu iki terim siklikla birbirinin yerine kullanilsa da,
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taksonomi genellikle siniflama siirecinin normatif ve uygulamali yoniinii, sistematik ise
bu siniflandirmalarin filogenetik temelleri ile iligkisini temsil eder.

Sistematik biliminde temel amaglardan biri, organizmalarin dogru sekilde
karakterize edilmesi ve bu karakterlere dayali olarak giivenilir bir siniflandirma sistemi
olusturulmasidir. Dogru tanimlanmis taksonomik gruplar, hem biyolojik verilerin tutarlt
sekilde organize edilmesini hem de tanilama siire¢lerinde kullanilabilecek teshis
anahtarlarinin olusturulmasini miimkiin kilar (Dayrat, 2005). Ayrica bu gruplar, evrimsel,
ekolojik ve genetik arastirmalar i¢in ¢ergeve sunar.

Son yillarda, molekiiler tekniklerin gelismesi, tiirlerin evrimsel ge¢misinin ve
filogenetik iliskilerinin aydinlatilmasinda devrim yaratmisti. DNA  dizileme
teknolojilerindeki ilerlemeler, artik tiirler arasi farkliliklarin yalnizca morfolojik
karakterlere degil, dogrudan genomik diizeydeki verilere gore de degerlendirilebilmesine
olanak saglamaktadir (Hebert ve ark., 2003). Bu gelismeler sayesinde bir¢ok taksonun
evrimsel pozisyonu yeniden ele alinmis ve bazi geleneksel siniflandirmalar revize
edilmistir.

Organizmalar aras1 DNA benzerlikleri, filogenetik analizlerde temel veri
kaynagini olusturur. Yakin akraba tiirler yiiksek oranda DNA benzerligi gosterirken, uzak
akrabalik iligkisine sahip tiirler arasinda bu benzerlik orani belirgin sekilde diisiiktiir.
Ornegin, ayn1 cins iginde yer alan tiirlerin belirli gen bolgelerinde %90’larin iizerinde
benzerlik gostermesi olagan iken, farkli familyalardan tiirlerde bu oran %50°nin altina
inebilmektedir (Avise, 2004). Bu tiir karsilastirmalarda siklikla COIl (sitokrom oksidaz 1),
18S rRNA, ITS ve 28S rDNA gibi genetik bolgeler kullanilmaktadir ve bunlarin her biri
farkli taksonomik seviyelere duyarlidir (Kress ve ark., 2015).

Bu DNA bélgeleri bazen dizilim farkliliklariyla, bazen de gen uzunluklarindaki
varyasyonlarla tiir ayrimina olanak saglar. Ozellikle DNA barkodlama yaklasim, kisa bir
genetik dizinin tir tayininde etkin bir sekilde kullanilmasina imkan tanimistir. Bu
yontem, hizli ve giivenilir tir teshisi yapabilme avantaji sayesinde hem klasik
taksonomiye destek sunmakta hem de kriptik tiirlerin ortaya ¢ikarilmasinda
kullanilmaktadir (Hebert ve ark., 2003).

Filogeni, yani tiirler arasi evrimsel iligki haritasi, bu molekiiler verilerin
matematiksel ve istatistiksel yontemlerle analiz edilmesiyle elde edilmektedir. Bu amacla
DNA dizileri hizalanmakta (alignment) ve her bir karakter pozisyonu iizerinden benzerlik
oranlar1 hesaplanmaktadir. FElde edilen veriler, filogenetik agaclar biciminde

gorsellestirilerek taksonlar arasindaki varsayimsal evrimsel yol ayrimlar1 ortaya
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konmaktadir. Bu analizlerde siklikla Neighbor-Joining, Maximum Parsimony, Maximum
Likelihood ve Bayesyen Inferans gibi yontemlerden yararlanilir. Bu siireclerde MEGA,
BioEdit, PAUP, MrBayes, RAXML* gibi yazilimlar aktif sekilde kullanilmaktadir (Hall,
2004). Filogenetik agaglarin yonlendirilmesi igin ise genellikle gruba ait olmayan,
outgroup adi verilen bir referans takson segilir. Bu takson, grubun evrimsel baslangig
noktas1 hakkinda bilgi verir ve agacin dogru sekilde koklenmesini saglar.

Molekiiler sistematik c¢alismalardaki temel hedefler arasinda; hedef
popiilasyonlarin yapisinin netlestirilmesi, tiir sinirlarinin belirlenmesi, tiirler arasi ve tiir
ici genetik farkliliklarin analiz edilmesi yer alir. Bu analizler i¢in kullanilan molekiiler
belirtecler, organizmalarin genomlarinda dogal olarak meydana gelen niikleotid
polimorfizmlerine dayanmaktadir. Bu polimorfizmler, tiirler arasindaki evrimsel
ayrigsmanin izlerini tasir ve genetik cesitliligin nicel olarak 6l¢iilmesini miimkiin kilar.
Gilintimiizde yaygin olarak kullanilan molekiiler belirteg sistemleri arasinda SSR, AFLP,
RAPD, SNP ve ISSR gibi yontemler yer almaktadir. Bu belirtegler hem evrimsel
iligkilerin aydinlatilmasinda hem de tarimsal, ekolojik ve koruma biyolojisi
uygulamalarinda genetik farkliliklarin degerlendirilmesinde oldukg¢a degerli araclardir
(Avise, 2004).

Boceklerin olaganiistii morfolojik ve ekolojik ¢esitliligi, evrimsel biyoloji ve
genetik alanlarinda 6nemli bir aragtirma nesnesi olarak 6ne ¢ikmalarina neden olmustur.
Bu c¢esitliligin  ¢ozliimlenmesine yonelik ilk girisimler, klasik genetik yaklagimlar
cergevesinde sekillenmis, Ozellikle g6z rengi, killarin yogunlugu ve yeri, kanat
morfolojisi ve anten yapilar1 gibi kolayca gozlemlenebilir fenotipik karakterler,
boceklerin  kalitsal Ozelliklerini ve davranigsal varyasyonlarint anlamada birincil
belirtegler olarak degerlendirilmistir (Sollai ve Solari, 2022).

Ancak fenotipik belirteclerin uygulanabilirligi, bazi temel siirliliklarla sahiptir.
Ozellikle fenotiplerin gevresel faktdrlere duyarlilig, nadir gozlenmeleri ve laboratuvar
kosullarinda kontrollii mutasyon iiretiminin zorlugu, bu belirteclerin popiilasyon genetigi
caligmalarinda yaygin ve hassas kullanilmasini giiglestirmistir. Ayrica, haritalama
caligmalari icin yeterli fenotipik ¢esitliligin saglanamamasi, genetik diizeyde daha kesin
ve tekrarlanabilir verilerin aranmasina yol agmistir (Avise, 2004).

Bu baglamda, biyokimyasal belirteg¢ sistemleri, 6zellikle izoenzim analizleri,
DNA teknolojilerinin yayginlagsmasindan 6nceki donemde popiilasyon diizeyinde genetik
cesitliligin incelenmesinde etkili bir ara¢ olarak kullanilmistir. Izoenzimler, genetik

olarak kodlanan fakat farkli alleller tarafindan kontrol edilen, aynmi biyolojik islevi
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stirdiiren ancak elektroforetik hareketlilikleri farkli olan protein varyantlaridir.
Elektroforez teknikleri aracilifiyla bu izoenzimlerin bant desenleri ¢oziimlenerek, bir
popiilasyon igerisindeki heterozigotluk diizeyi, allel frekanslar1 ve genetik uzaklik gibi
parametreler hesaplanabilmektedir (Nei, 1972).

Her ne kadar izoenzimler, erken donemlerde entomolojik taksonomi ve
populasyon genetiginde genis uygulama alani bulmus olsa da DNA diizeyinde
gergeklestirilen analizlerin yiiksek ¢oziiniirliigii, bu belirteglerin yerini biiyilk oranda
DNA tabanli molekiiler belirte¢ sistemlerine birakmasina neden olmustur. Zira DNA,
fenotipik ve proteomik yapilara kiyasla daha stabil, her dokudan izole edilebilir ve ¢ok
sayida niikleotid diizeyinde varyasyon barindirabilir (Avise, 2004).

Gelistirilen molekiiler belirteg sistemleri; SNPs, SSR, RAPD, AFLP ve spesifik-
PCR teknikleri gibi ¢ok g¢esitli ve yliksek ¢ozliniirliklii analizler sunmaktadir. Bu
belirtecler, boceklerde tiir tanimlama, filogenetik analiz, populasyon yapisi ¢oziimlemesi,
adaptif evrim ¢aligmalart ve hatta davranigsal ekolojinin molekiiler diizeyde
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Behura ve ark., 2011).

Ozellikle RAPD-PCR teknigi, bilinen dizi bilgisine ihtiya¢ duymadan bircok
DNA bolgesinin aym1 anda ¢ogaltilmasina olanak tanimakta ve tiirler arasi
karsilastirmalarda hizli bir yontem sunmaktadir. Ancak RAPD, diisiik tekrarlanabilirligi
nedeniyle taksonomik diizeyde hassas ayrimlarin yapilmasi gereken ¢aligmalarda sinirh
kullanim alanina sahiptir. Buna karsin, spesifik (targeted) PCR teknikleri, belirli gen
bolgelerine yonelik yiiksek 6zgiilliikte primerler ile ¢alisilarak yiiksek diizeyde giivenilir,
tekrarlanabilir ve hizli sonuglar iiretmektedir. Bu teknik, 6zellikle biyolojik miicadele
ajanlarinin (parazitoit ve predatorlerin) teshisinde yaygin bir bi¢imde kullanilmaktadir
(Jurado-Rivera ve ark., 2009).

Boceklerde parazitizm oranlarmin  belirlenmesi  gibi  zorlayici  ekolojik
caligmalarda, genetik belirtecler morfolojik benzerliklerin asilmasinda kritik bir rol
iistlenmektedir. Ozellikle parazitik Hymenoptera gibi kiiciik ve morfolojik olarak ayrimi
zor tlir gruplarinda, izoenzim profilleme ya da niikleik asit tabanli yaklagimlar,
popiilasyonlar aras1 farkliliklarin ve tiir i¢i varyasyonun degerlendirilmesini miimkiin
kilmistir (Pinto ve Stouthamer, 1994).

Son yillarda entomolojide molekiiler verilerin kullanimi, yalnizca taksonomik
smiflandirmalarla  sinirli  kalmamis; ayni zamanda filogenetik agacin yeniden
yapilandirilmasi, populasyonlarin genetik izlenebilirligi, tiirler aras1 gen akis1 ve habitat

baglantisallig1 gibi konulara da katki saglamistir. Molekiiler verilerin sundugu yiiksek
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¢oOziiniirliik, klasik yontemlerle gbézden kagan kriptik tiirlerin teshisini ve evrimsel

stireclerin daha derinlemesine anlagilmasint miimkiin kilmaktadir (Packer ve ark., 2009).

2.1.4. Trichogramma’nin sistematiginde kullanilan karakterler

Taksonomik karakterler, biyolojik taksonlarin birbirinden ayirt edilmesini
miimkiin kilan 6zellikler biitiiniidiir ve bu 6zellikler morfolojik, fizyolojik, molekiiler,
ekolojik, davranigsal ve ilireme biyolojisi gibi ¢ok boyutlu kategorilere ayrilir.
Gliniimiizde sadece dis goriiniise dayali siniflandirmalar yerini, ¢ok katmanli veri
setlerinin bir arada analiz edildigi entegre taksonomiye birakmaktadir (Padial ve ark.,
2010). Bu kapsamda, farkli veri tiirlerinin (morfometrik 6l¢timler, molekiiler dizilimler,
ekolojik uyumlar) birlikte degerlendirilmesi tiirlerin dogru tanimlanmasi ve evrimsel
iligkilerin ¢oziimlenmesinde kritik 6neme sahiptir (Padial ve ark., 2010).

Trichogramma cinsi, kiigiik boyutlart ve morfolojik benzerliklerinin fazlalig
nedeniyle tiir teshisinde zorluk yasanan énemli biyolojik miicadele ajanlaridir. Ozellikle
dogada genellikle yalnizca disi bireylerin gézlemlenmesi, erkek genital morfolojisi esash
geleneksel tanimlamalarin  uygulanabilirligini  kisitlamaktadir.  Ayrica, c¢evresel
degiskenlerin fenotipi belirgin bicimde etkiledigi bu grupta, klasik morfolojik
karakterlerin giivenilirligi azalmaktadir. Bu durum, Trichogramma tiirlerinin sistematik
calismalarinda ¢oklu karakter setlerinin ve molekiiler araclarin entegrasyonunu zorunlu
kilmigtir (Oztemiz ve ark., 2013).

Erken donem siniflandirmalarda anten ve kanat yapisindaki mikromorfolojik
ozellikler ile erkek iireme organlarinin morfolojik detaylari temel alinmistir. Ancak bu
morfolojik karakterlerin yiiksek derecede plastisite gostermesi, siniflandirmanin
kesinligini diistirmiistiir. Bu tiir mikromorfolojik belirtegler, 6zellikle molekiiler verilerle
desteklendiginde  teshis  dogrulugunu artirmaktadir.  Morfometrik  analizler,
Trichogramma igindeki yakin tiirlerin ayriminda sinirli kalmakta, bazi tiir ¢iftlerinin
sinonimlestirilmesine neden olmaktadir (Rohi ve Pintureau, 2003). Rohi ve Pintureau’nun
(2003) rapor ettigi gibi, T. bourarachae ve T. buesi gibi tiirler arasindaki farkliliklar,
yalnizca birka¢c morfometrik parametreye dayandiginda belirsizdir. Bu, molekiiler
tekniklerin zorunlu tamamlayici arag oldugunu ortaya koymaktadir. Giliniimiizde,
mitokondriyal COI gen dizilemesi ve niikleer DNA isaretleyicilerinin kullanimi, kriptik
tirlerin kesfedilmesinde ve filogenetik analizlerde standart yontemler haline gelmistir

(Hebert ve ark., 2003).
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Querino ve Zucchi (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, Giiney Amerika’da 43
Trichogramma tiirii i¢in tanimlanmis, konukgular ve dagilimlari igeren bir kontrol listesi
sunulmustur. Ayrica, Giiney Amerika tiirlerinin tanimlanmasi i¢in erkek bireylerin dis
morfolojisi ve genital yapisi temel alinarak bir tani1 anahtar1 verilmistir. Bu ¢caligmada T.
koehleri Blanchard, siipheli tiir olarak siniflandirilmigtir. Ayrica, Owen ve Pinto (2004)
yeni bir cins olan Pachamama’yr anten ve kanat morfolojisindeki 6zgiin yapisal
farkliliklar iizerinden tamimlamig, bu bulgu biyolojik miicadelede yeni potansiyel
ajanlarin kesfi agisindan onemlidir.

Cevresel faktorlerin  morfolojik karakterler {izerindeki etkisi, 0Ozellikle
pigmentasyon, seta uzunlugu ve kanat kenar yapilarinda belirgindir. Firake ve Khan
(2014), farkli konukgularda yetistirilen Trichogramma populasyonlarinda gozlenen
morfolojik varyasyonlarin biiyiik oranda sicaklik ve nem gibi ¢evresel kosullara bagh
oldugunu gostermistir. Bu durum, taksonomik c¢alismalarin karsilagtirilabilirligi igin
standart laboratuvar kosullarinin ve homojen konukg¢u se¢iminin zorunlulugunu ortaya
koymaktadir.

Son yillarda, entegre taksonomi yaklasimlari, klasik morfolojik yontemlerle
molekiiler ve ekolojik verilerin birlikte analiz edilmesini 6nermekte; bu yaklasim
Trichogramma gibi kompleks tiir gruplarinda tanimlama hatalarin1 minimize etmektedir
(Dayrat, 2005). Ayrica, genomik diizeyde uygulanan yontemler ile tiir igi ve tiirler arasi
genetik varyasyonlar yliksek ¢oziiniirliikle ortaya konmakta, bu da evrimsel iligkilerin ve
biyolojik miicadele ajanlarinin biyolojik ¢esitliliginin daha 1iyi anlasilmasim
saglamaktadir. Trichogramma, morfolojik olarak yiiksek benzerlik gosteren ve tiir
diizeyinde ayirt edilmesi oldukga gii¢c olan yumurta parazitoitlerinden olusur. Bu zorluk,
ozellikle biyolojik miicadele uygulamalarinda dogru tiirlin hedefe yonelik olarak
kullanilmasini engelleyen ciddi bir simiflandirma problemi yaratmaktadir. Geleneksel
morfolojik tanimlama yontemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda, molekiiler taksonomi
yontemleri kritik oneme sahiptir.

[k molekiiler ayirimlar, izoenzim temelli tekniklere dayansa da, bu ydntemlerin
siirlt polimorfizm diizeyi ve numune saklama kosullarina duyarliligi kullanim alanlarini
daraltmigtir. Ornegin, esteraz elektroforezi, bazi Trichogramma tiirlerinin ayriminda
kismi basar1 saglamis olsa da, esteraz lokusundaki diisiik varyasyon seviyesi nedeniyle
yalnizca belirli birkag tiiriin ayrimmi miimkiin kilabilmistir (Simer ve ark., 2008).

Ayrica, enzimlerin biyokimyasal stabilitesinin saglanabilmesi i¢in 6rneklerin taze olmasi
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veya -70°C’de muhafaza edilmesi gerekliligi, bu yontemin pratik kullanimim
kisitlamaktadir.

Bu nedenlerle, arastirmacilar daha yiiksek ¢oziiniirliik ve uygulama kolaylig
sunan DNA temelli molekiiler belirteglere yonelmistir. Giiniimiizde Trichogramma
tiirlerinin teshisinde yaygin olarak kullanilan molekiiler yaklagimlar arasinda RAPD, COI
mikrosatellit belirtegler ve ribozomal DNA’nin Internal Transcribed Spacer (ITS)
bolgeleri 6ne ¢ikmaktadir. Bu belirteclerin her biri, spesifik aragtirma amacina ve analiz
diizeyine gore avantaj ve sinirliliklar igermektedir. Ozellikle mtDNA kdkenli COI geni,
“DNA barkodlama” yonteminde standardize edilmis bir bolge olarak, tiir diizeyinde ayirt
edici tanimlamalarin yapilmasinda kullanilmaktadir. ITS2 bdolgesi hem filogenetik
analizlerde hem de tiir teshisinde yaygin olarak kullanilan, tiir i¢i korunmus dizilere sahip
olmast nedeniyle PCR tabanli teshislerde oldukca giivenilir bir hedef bolgedir
(Stouthamer ve ark., 1999).

Molekiiler sistematik caligmalarinda karsilagilan en temel sorunlardan biri,
belirte¢ se¢iminin uygulamaya uygun sekilde yapilmasidir. Belirte¢ tercihi; hedef
organizmalar arasindaki genetik mesafe, kullanilabilir laboratuvar altyapisi, analiz siiresi,
maliyet ve elde edilmek istenen veri tipi gibi faktorlere bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Ornegin, mikrosatellit belirtecler yiiksek polimorfizm saglamasi
nedeniyle populasyon genetigi ¢alismalari i¢in idealdir; buna karsin filogenetik iliskilerin
ortaya konmasinda ITS2 gibi daha korunmus bolgeler tercih edilmektedir (Heimpel ve
ark., 2003).

Morfolojik karakterler, uzun yillar boyunca taksonomik ayirimlarin temelini
olusturmus olsa da gen ekspresyonunun g¢evresel kosullardan dogrudan etkilenmesi
nedeniyle bu karakterler ¢ogu zaman yeterli tanimlayicilifi saglayamamaktadir.
Pigmentasyon, viicut oranlar1 ve mikroskobik yapilar gibi 6zellikler, sicaklik, nem, besin
kaynag1 gibi ¢evresel faktorlere bagl olarak degisim gosterebilmektedir. Bu nedenle,
fenotipik plastisiteye sahip tiir gruplarinda molekiiler veriler, dogru ve tutarl tiir teshisi
acisindan vazgecilmez hale gelmistir. rDNA-ITS2 bdlgesi, tiirler arasi filogenetik
mesafenin hesaplanmasinda kullanilmasinin yani sira, PCR temelli hizli tanimlama
sistemleri icin de uygun primerlerin tasarlanmasina olanak saglamaktadir. Bu tiir
molekiiler tanimlama sistemleri, hem laboratuvar dlgeginde iiretim yapan entomoloji
laboratuvarlarinda hem de dogrudan uygulama sahasinda IPM stratejilerinin optimize

edilmesinde kullanilabilir hale gelmistir.
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Biyolojik miicadele, kimyasal pestisitlere olan bagimliligi azaltan ekosistem
sagligin1 koruyan ve siirdiirtilebilir tarim uygulamalarinin temel taglarindan biri olan
kimyasal miicadeleye alternatif bir yontemdir. Dogal diismanlarin kullanimiyla zararl
populasyonlarinin kontrol altina alinmasi, ¢evresel zararin minimize edilmesi ve tarimsal
verimliligin artirillmasi agisindan biiyiilk onem tasimaktadir. Bu kapsamda, o6zellikle
yumurta parazitoitleri sinifina giren Trichogramma tiirleri, entegre zararli yonetim
programlarinda etkinligi kanitlanmis, diinya genelinde yaygin olarak kullanilan biyolojik
miicadele ajanlaridir. Trichogramma tiirlerinin dogru teshisi, biyolojik kontroliin basarisi
igin kritik bir gerekliliktir. Bu baglamda, mevcut tez ¢alismamizda, Ankara ili Kalecik
ilgesinde musir iiretimi yapilan alanlarda 6nemli bir zararli olan O. nubilalis (Lepidoptera:
Crambidae)’in yumurta parazitoidi Trichogramma tiirlerinin molekiiler yontemlerle

teshisi amaglanmuistir.

2.2. Literatiir Taramasi

Stouthamer ve ark. (1999) yaptiklar1 ¢alismada, Trichogramma’nin tiirlerini ayirt
etmek i¢in, ITS2 gen bolgesinin kullanimini arastirmislar ve bu bdlgenin Trichogramma
tiir teshisinde giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.

Almeida ve Stouthamer (2003) yaptiklari ¢alismada, Trichogrammatidae’nin
molekiiler tanimlanmasini yapmay1 amaglamiglar ve ITS2 gen bolgesinin Trichogramma
tiirlerinin giivenilir bir sekilde tanimlanmasi i¢in yararli ve hizli bir yontem oldugunu
ifade etmislerdir.

Thomson ve ark. (2003) vyaptiklari c¢alismada Avustralya’da bulunan
Trichogramma tiirlerini tanimlamay1 amaglamiglardir ve bu g¢alisma sonucunda ITS2
teknigini kullanarak tiir tanimlanmasini dogru bir sekilde yapabilmislerdir.

Li, (2007) yaptig1 bir ¢alismada, Cin’de siklikla goriilen dort Trichogramma
tiirtiniin molekdiler farklilagsmasini ITS2 gen bolgesini kullanarak belirlemistir.

Wahner ve ark. (2008) yaptiklari ¢alismada, Trichogrammatoidae lutea ve Tr.
cryptophlebiae’nin  molekiiler tanimlanmasini ITS2 gen bolgesini kullanarak
yapmiglardir.

Stimer (2009) yaptig1i calismada, Akdeniz ¢evresinde bulunan tarimsal
ortamlarda yaygin olarak var olan Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
tiirlerinin tanimlanabilmesi i¢in molekiiler yontemler kullanmislardir. ITS2, COI ve

28SD2 gen bolgelerini kullanarak Trichogramma tiirlerin ayirt edebilmislerdir.
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Ercan ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada iki Trichogramma tiiriinii rDNA ITS2
bolgesinin dizi analizine gore teshis etmeyi amaglamislar ve T. euproctidis ve T.
brassicae olmak tizere iki tiir tespit etmislerdir.

Sayed ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada, Suuidi Arabistan’in batisinda bulunan
Trichogrammatidae tiirlerinin teshisini molekiiler bir yontem olan ITS2 gen bdlgesini
kullanarak yapmislardir.

Ercan ve ark. (2012) yaptiklar1 c¢alismada, Tirkiye’de yayilis gosteren iki
Trichogramma tiirinde RAPD-PCR yontemi ile genetik polimorfizmi belirlemeyi
amaglamiglardir. Yapilan ¢alismada, T. brassicae ve T. euproctidis tiirlerini temsil eden
ti¢ farkli laboratuvar kiiltiirtindeki polimorfizmi RAPD-PCR yontemi ile karsilagtirmiglar
ve 15 primerden 13’iinlin polimorfik oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismanin
sonuglari, RAPD-PCR yo6nteminin Trichogramma tiirlerinin genetik ¢esitliliginin iyi
anlasilmasi i¢in kullanilma potansiyelini ortaya koymuslardir.

Karimi ve ark. (2012) yaptiklar1 calismada Iran’m alti ilinde bulunan
Trichogramma tiirlerini ITS2 gen bolgesini kullanarak kimlik tespitini yapmuslardir.

Oztemiz ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, Tirkiye’deki Trichogramma
tirlerini, konukgularin1 ve sistematigindeki gelismeleri derlemiglerdir. On bir tiirden
yedisinin sinonimlerinin oldugu ve dolayisiyla, Tiirkiye'de Trichogramma’ya bagli olarak
sekiz tlirtin bulundugu belirtilmistir.

Avila-Rodriguez ve ark. (2013) yaptiklari calismada, COII, ITS2 ve 18S
molekiiler isaretleyicilerine dayali olarak Meksika’da Trichogrammatidae’nin
farklilasmasini ve filogenisini ¢ikarmislardir.

Seo ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢galismada, Asya misir kurdu Ostrinia furnacalis’in
Trichogramma yumurta parazitoitlerinin ITS2 dizi analizine dayali molekiiler
tanimlanmasin1 yapmuglardir.

Santos ve ark. (2015) yaptiklart ¢alismada, ITS2 gen bolgesinin dizilimini
kullanarak  Brezilya’daki  bolgelerden  Trichogramma  tiirlerinin ~ molekiiler
tanimlanmasin1 yapmiglardir.

Sumer ve ark. (2009) yaptiklari ¢alismada, Akdeniz bolgesinde yaygin bulunan
Trichogramma tiirlerinin giivenilir sekilde ayirt edilebilmesi i¢gin DNA temelli bir
molekiiler tan1 anahtar1 gelistirilmistir.

Celik ve ark. (2017), farkli cografi bolgelerden toplanan Trichogramma
orneklerinde ITS2 gen bolgesi kullanilarak tiir teshisi gergeklestirilmistir. Calisma

sonucunda T. brassicae, T. evanescens ve T. cacoeciae tiirlerinin yaygin olarak
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bulundugu belirlenmis, tilirler arasi genetik varyasyonun bdlgelere gore farklilik
gosterdigi tespit edilmistir.

Koca ve ark. (2018) Diizce bolgesinden toplanan T. brassicae popiilasyonlari
tizerinde yapilan ITS2 temelli genetik varyasyon calismasinda, tiirler arasi genetik
homojenlik gozlenmistir. ITS2 nin hem tiir tanimlamada hem de genetik yap1 analizi i¢in
ideal bir marker oldugunu desteklemektedir.

Viana ve ark. (2021) yaptiklari ¢alismada, Trichogramma tiirlerinin tanimlanmasi
ve genetik cesitliligin degerlendirilmesi i¢in ITS2 gen bolgesinin dizi analizini
yapmuglardir.

Ercan ve ark. (2022), Adana ilinden toplanan &rneklerde ITS2 gen bdlgesi
kullanilarak molekiiler tiir teshisi yapilmis ve T. brassicae ile T. turkestanica tiirleri
glivenilir bigimde tanimlanmistir. Arastirma, rDNA-ITS2 bdlgesinin Trichogramma tiir
ayrimi i¢in etkili bir molekiiler belirte¢ oldugunu ortaya koyarak, Tiirkiye'deki yerel
popiilasyonlarin genetik diizeyde karakterize edilmesine 6nemli katki saglamistir.

Ercan ve Oztemiz (2025) yaptiklar1 calismada, Sakarya ilinde musir {iretim
alanlarinda yayilis gosteren O. nubilalis yumurtalarindan elde edilen Trichogramma
tirleri molekiiler yontemlerle tanimlanmis ve bolgede zararliya karsi dogal biyolojik

miicadelede rol oynayan tiirlerin hangileri oldugu belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Trichogramma Orneklerinin Toplanmasi

Arazi caligmasi asamasinda Kirsehir yoresinde 2024 ve 2025 yillart Haziran-Eyliil
aylar1 arasinda (parazitoitin arazi kosullarinda bulunabilecegi aylar) belirlenen misir
tarlalarinda her tarladan farkli yoneylerde bulunan 100 bitkinin yapraklarina bakmak
suretiyle 6rnekleme ¢alismasi yapilmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2). Calisma sirasinda segilen
mustr bitkilerinin yaprak altlar1 ve tiim yapraklar dikkatlice incelenmistir. Iki sene devam
eden surveyler neticesinde, Boztepe, Kaman, Mucur ve Cigcekdag bolgelerinde misir ekim
alanlarinda zararli, O. nubilalis’e ve dogal diigsmani Trichogramma o&rneklerine
rastlanamamustir. Bu sebeple Kalecik ilgesinde Ogr. Gér. Sahin TATLI ve Yiiksek Ziraat
Miihendisi Ismail ATAY i yapmus oldugu arazi calismalari ile yine musir iiretim
alanlarinda zararli O. nubilalis yumurtalarindan elde edilen Trichogramma 6rneklerinin

molekiiler karakterizasyonu gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.2. Parazitoit surveyi (22.06.2025)

3.2. Molekiiler Calismalar
3.2.1. DNA izolasyonu

Orneklerden DNA izolasyonu Chelex ydntemi kullanilarak, tek bir bireyden
(cinsiyet ayrimi yapilmaksizin) yapilmistir. Alkolde muhafaza edilen 6rnekler, alkol
tamamen uzaklastirildiktan sonra ezme isleminin yapilacagi tiiplere dikkatlice
aktarilmistir. Ardindan, 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek 6rnegin tiipiin dibine
¢Okmesi saglanmistir. Ezme islemi steril cam ¢ubuk kullanilarak gergeklestirilmis ve her
tiipe 2 ul Proteinase K eklenerek islem siirdiiriilmiistiir. Sonrasinda, her bir tiipe 60 pl
Chelex ¢ozeltisi eklenip karistirilmistir. Karisim 55°C’de bir saat, ardindan 99°C’de 10
dakika inkiibe edildikten sonra 14.000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilerek Chelex’in
¢okmesi saglanmistir. Ustte kalan siipernatant dikkatlice aliarak temiz bir ependorf tiipe
aktarilmistir. Elde edilen siipernatant, sonraki asamalarda kalip DNA olarak kullanilmig
ve kullanim zamanina kadar -20°C’de saklanmistir. Orneklere ait DNA’nin miktar1 ve
saflig1 Nanodrop spektrofotometre ile (Jenway Genova Nano Micro-volume) 260 ve 280
nm’de optik yogunluk (OD) dl¢timleri alinarak belirlenmis ve saflik OD260/0D280 oran1

tizerinden degerlendirilmistir.
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3.2.2. ITS2-PCR ve érneklerin dizi analizi icin hazirlanmasi
Orneklerin  ITS-2 bolgesini ¢ogaltip karsilastirmak igin ITS-2 forward
(5’TGTGAACTGCAGGACACATG3’) ve reverse (5’GTCTTGCCTGCTCTGAGS3’)
primerleri kullanilarak PCR kurulumu yapilmistir (Stimer, 2009).

ITS2-PCR reaksiyon karisimi

Genomik DNA: 2.0 ul
ITS2 forward primer: 0.5 ul

ITS2 reverse primer: 0.5 ul

10X PCR tamponu: 2.5l
1 mM dNTPs: 5.0l
ddHz0: 14.3 ul
Tagq DNA Pol: 0.2 ul
Reaksiyon hacmi: 25.0 ul

ITS-2 PCR dongiisii

Islem Siire Sicaklik

On denaturasyon 3 dk 95°C

Denaturasyon 45 sn 92°C

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

Son uzama 3dk 72°C

Reaksiyon sonucunda hedeflenen dizinin ¢ogalip ¢cogalmadigint kontrol etmek
amaciyla %1°lik agaroz jel elektroforezi kullanilmistir. Jel boyama islemi i¢in Ethidium
Bromide jel icerisine eklenerek jel hazirlanmistir. Her bir numuneye 25 pl PCR iiriiniine
ek olarak 5 pl yiikkleme boyasi (%0.025 ksilen siyanol, %0.025 bromfenol mavisi ve %40
sukroz) ilave edilmistir. Hazirlanan 6rnekler, sabit 95 V voltaj altinda yaklagik 30—40

dakika ylriitiilmiistiir. Kogsma tamponu olarak 1X TAE tercih edilmistir. Cogalma
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gbzlenen Orneklerin bir sonraki islemlerde kullanilabilmesi i¢in PCR {iriinleri yikamaya
alimustir.

Yikanmigs DNA Orneklerinin klonlanabilmesi i¢in besiyeri hazirlanmistir. Bunun
icin 10 g Bacto-tryptone, 5 g Bacto-Yeast Extract ve 5 g NaCl iceren LB medium
olusturulmus, besiyerinin pH’s1 NaOH ile 7’ye ayarlanmistir. Ligasyon asamasi igin
DNA Ligase 2X Buffer, Pgem-T veya Pgem-T Easy Vector ve T4 DNA Ligase igeren bir
ligasyon karigimi hazirlanmistir. Her bir 6rnek i¢in ayrilan tiiplere once 3.5 pl ligasyon
karigimi, ardindan 6nceki asamada temizlenen DNA’dan 2.5 ul eklenmis ve ligasyonun
gerceklesmesi icin tiipler 4°C’de bir gece inkiibasyona birakilmigtir. Sonraki agamada
hazirlanan ligasyonlar kompetan hiicrelere aktarilmistir. Her 6rnegin tiipiine 2 pl ligasyon
eklenmis, lizerine 20 pl kompetan hiicre ilave edilmis ve tiipler 20 dakika buz iizerinde
bekletilmistir. Bu siirenin ardindan tiipler 42°C’de 45-50 saniye 1s1 sokuna tabi tutulmus
ve tekrar buza alinarak 2 dakika bekletilmistir. Daha sonra her tiipe 380 ul LB eklenmis
ve tlipler 37°C’de 200 rpm’de 2 saat inkiibe edilmistir. Bu sirada ekim yapilacak besiyeri
hazirlanmistir. 3.75 g bakteriyel agar tartilarak 250 ml LB ile karistirilmis; 250 ml’lik
hacim i¢in 625 ul IPTG, 400 pl X-Gal ve 250 pl Ampisilin eklenmistir. Hazirlanan
besiyeri petri kaplarma dokiilmiistiir. inkiibasyondan ¢ikan &rnekler 1000 rpm’de 4
dakika santrifiij edilmis, 200 ul st faz uzaklastirilmis ve kalan 100 ul petri kaplarina
yayilmustir. Ekim yapilan petri kaplar1 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda petri kaplarindaki koloniler degerlendirilmis ve her érnege
ait kaplardan beyaz koloniler se¢ilmistir. Her petriden en az ii¢ farkli beyaz koloni
aliarak icerisinde 50 pl ddH>O bulunan tiiplere aktarilmistir. Beyaz koloniler ddH-O
icinde ¢ozilindiiriilmiiy ve M13 primeri ile yapilan PCR’da kalip DNA olarak
kullanilmistir (Siimer, 2009).

M13 PCR Dongiisii

Her bir 6rnege ait klonlanmis ITS-2 dizisinin ¢ogaltilabilmesi i¢in M13 forward
(5’TGTAAAACGACGGCCAGT3’) ve reverse (S’ GAAACAGCTATGACCATGATS3’)
primerleri ile PCR yapilmistir (Siimer, 2009).

M13-PCR reaksiyon karisimi

Kalip DNA: 2.0 ul
M13 forward primer: 0.5 pl
M13 reverse primer: 0.5 pul
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10X PCR tamponu: 2.5 ul

1 mM dNTPs: 5.0 pl
ddH20: 14.3 ul
Tagq DNA Pol: 0.2 ul

Reaksiyon hacmi: 25.0 ul
M13-PCR Déngiisii

Islem Siire Sicakhk

On denaturasyon 4 dk 94 °C

Denaturasyon 30 sn 94°C

Baglanma 30 sn 55°C 33 dongii
Uzama 1dk 72°C

Son uzama 5dk 72°C

Reaksiyon sonucunda klonlanan bdlgenin ¢ogaltilip  ¢ogaltilmadigini
degerlendirmek icin yine %1’lik agaroz jel elektroforezi kullanilmistir. Her bir 6rnege ait
25 pl PCR iiriiniine 5 pl yiikleme boyasi eklenmis ve 6rneklerin tamami sabit 95 V voltaj
altinda yaklasik 30-40 dakika yiiriitilmistir. Kosturma tamponu olarak 1X TAE
kullanilmistir. Referans olarak ise 100 b¢ DNA ladder yiiklenmistir (Stimer, 2009).

3.2.3. Filogenetik analiz

Dizi analizleri, BMLabosis BMLab. Sist. Ltd. Sti. tarafindan hizmet alimi1 yoluyla
yaptirtlmigtir. Dizi sonuglart National Center for Biothecnology Information (NCBI)
sitesinde mevcut tiirlere ait diziler arasinda degerlendirilerek belirlenmistir. Hizalanmis
diziler, genetik cesitlilik indeksini ve tiir ici-tiirler arasi niikleotit farkliliklarim
belirlemek amaciyla Mega 7 programinda Kimura 2-Parametre (K2P) mesafe modeli
(Kimura, 1980) kullanilarak analiz edilmistir (Kumar ve ark., 2016). Niikleotit
dizilerindeki polimorfizme gore en olasi filogenetik agacin belirlenmesinde Maksimum
Olabilirlik (ML) analizi uygulanmistir. Maksimum Olabilirlik analizlerinde dizi degisimi
icin en uygun modeli belirlemek amaciyla, en diisiikk AIC (Akaike Bilgi Kriteri) degerine
sahip model jModelTest v.0.1.1 programi ile secilmistir (Posada, 2008). Ayrica,
olusturulan filogenetik agaglarin giivenilirligi 1000 tekrarli Bootstrap testi ile kontrol
edilmistir (Kumar ve ark., 2016).
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3.2.4. ITS2 dizilerinin ikincil yapisi
ITS2 dizilerinin ikincil yapilar1 ve AG (Gibbs serbest enerjisi) hesaplamalari,
Mfold web sunucusu (http://unafold.rna.albany.edu/?g=mfold/RNA-Folding-Form2.3)
kullanilarak tahmin edilmis ve hesaplanmistir. Bu tahminler, programin varsayilan RNA

stirtim 2.3 parametreleri kullanilarak 37 °C’de yapilmistir (Zuker, 2003).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
Kalecik ilgesinde musir iiretim alanlarinda zararli O. nubilalis yumurtalarindan
elde edilen Trichogramma orneklerinin molekiiler karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

Orneklere ait lokalite bilgisi Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. 2025 y1l1 Ankara Ili Kalecik ilgesinde musir iiretim alanlarindan toplanan
parazitoit Ornekleri

Popiilasyon Kodu Lokalite/Bolge Konukc¢u Toplandig tarih
K1 Kalecik O. nubilalis Agustos 2025
K2 Kalecik O. nubilalis Agustos 2025
K3 Kalecik O. nubilalis Agustos 2025
K4 Kalecik O. nubilalis Agustos 2025

DNA izolasyonu sonrasit K1-K4 kodlu 6rneklere ait DNA miktarlar1 ve saflik

dereceleri Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. izole edilen DNA’larin miktar ve saflik degerleri.

Ornek Konsantrasyon (ng/ul) Saflik (Aze0/Azgo orant)
K1 13,28 1,70
K2 14,20 1,74
K3 14,58 1,70
K4 14,47 1,66

Trichogramma oOrneklerine ait ITS2 gen bdlgesi spesifik primer ¢iftleri

kullanilarak elde edilen PCR iiriinleri jel goriintiisti Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. ITS2 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jel
goriintlisii. M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci, P: Pozitif kontrol (T.
embryophagum)

NCBI’da yapilan karsilagtirma sonucuna gore 4 6rnegin de T. euproctidis oldugu
belirlenmistir. Buna gore K1 ile K3, K2 ile K4 kodlu 6rneklerin dizileri birbiriyle %100
benzerdir. Dolayisiyla ornekler arasindaki filogenetik iliskiyi gosteren dendogram
olusturulurken sadece K1 ve K2 kodlu 6rnekler kullanilmistir. Buna gore NCBI’da kayith

ornekler ile karsilagtirmali dendogram sonucu Sekil 4.2°de verilmistir.
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Trichogramma euproctidis JF920453
Trichogramma euproctidis HM116410
%8 | Trichogramma euproctidis JF415946
Trichogramma euproctidis JF920443
61| || KT
{ K2
r Trichogramma brassicae AY 182766
Trichogramma brassicae JF920451

77 2 Trichogramma evanescens KP176444

78

Trichogramma evanescens FJ436332
32 | Trichogramma evanescens KR 148951
95 Trichogramma evanescens KM361744

_i— Trichagramma cacaeciae DQ389075
92 ' Trichogramma cacaeciae AY166700

Trichogramma pretiosum U74604
—99{ Trichogramma pretiosum JF306648
Trichogramma nerudai DQ872853
97 { Trichogramma pintoi DQ137262

98 ' Trichogramma pintoi DQO088052
Masonia vitripennis AY845188

010

Sekil 4.2. Trichogramma 6rneklerine ait ITS2 dizi analizine gore MEGA 7
programinda Kimura 2-Parametre (K2P) mesafe modeline gore hesaplanmis
genetik uzaklik iliskisini gdsteren dendogram

GenBank’dan elde edilen farkli Trichogramma tiirlerine ait ITS2 dizileri kullanilarak
olusturulan dendrogramda o6rneklerin (K1 ve K2) T. euproctidis tiirleri ile ayn1 grupta yer
aldig1 goriilmektedir. Calisma kapsaminda dort 6rnegin molekiiler teshisi yapilmistir ancak
K1-K3 ile, K2-K4 ile ayni diziye sahip oldugu i¢in dendogramda sadece K1 ve K2 kodlu
orneklere yer verilmistir. Buna gore tiim 6rneklerin ITS2 dizilerinin uzunlugu 398 bg olarak
belirlenmistir. ki drnek grubu arasinda (K1/K3 ile K2/K4) 6rneklerin niikelotit dizilerinde
baz1 farkhiliklar bulunmaktadir. Buna gore, 138. Niikleotit K1/K3’de A niikleotiti iken
K2/K4’de bu pozisyonda G niikleotiti gériilmektedir. 364. Niikleotit ilk grupta T niikleotiti
iken ikinci grupta C niikleotiti bulunmaktadir. 367. poziyonda sirastyla ilk grupta A, ikinci
grupta G niikleotitleri yer almaktadir. Son farklilik 377. niikleotitde tespit edilmistir. Bu
pozisyonda ilk grupta G niikleotiti varken ikinci grupta A niikleotitinin yer aldigi
goriilmektedir. K1/K3 ve K2/K4 &rnekleri ile T. euproctidis (JF920443)’in ITS2 dizi
eslestirmesi Tablo 4.3 ve Tablo 4.4°de verilmistir. Her iki 6rnek grubu da JF920443 kodlu
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T. euproctidis ile en yiiksek benzerlik oranina sahiptir. Dolayistyla her iki drnek grubu i¢in

farkli niikleotit pozisyonlarinda delesyon ya da farkli niikleotitlerin yer aldig1 gorilmistiir.

Tablo 4.3. K1/K3 o6rnekleri ile Trichogramma euproctidis (JF920443) ‘in ITS2 dizi
eslestirmesi Atlamalar (-) delesyonlara karsilik gelmektedir. (T.e K1 ve K3
kodlu orneklerin en yiiksek benzerlik orani gosterdigi NCBI da kayith
JF920443 kodlu 6rnege ait ITS2 dizisidir).

K1/K3 1 GCGGT-CACGGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAA 59

PEErrtrr e et rrr e e e e e e e e e e e e e e
T.e 26  GCGGICCAC-GGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAA 84

K1/K3 60 CCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTGTCTCTATCTCTCTC 119

rErrrrrrrrrrerrrrr e e e e e e e e et e e e e e e e
T.e 85  CCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTGTCTCTATCTCTCTC 144

K1/K3 120 TACTCTTCTTCTAAGTGTATATAGAGCAGTGTGTGATACGTCGCCTCAAACGATTAGCAA 179

Errrrrrrrr eerer rrrrrrr e e e et e e e e e e
T.e 145 TACTCTTCITCGAAGTG--TATAGAGCAGTGTGTGATACGTCGCCTCAAACGATTAGCAA 202

K1/K3 180 GAAAAAAGACGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCG 239

rErrrrrrrrrrerrrrr e e e e e e e e et e e e e e e e
T.e 203 GAAAAAAGACGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCG 262

K1/K3 240 CTCGCGCGAGTACTTCCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCGTCGAG 299

FErrrrrrrrrrerrrrr et e e e e e e e e e e e e e e
T.e 263 CTCGCGCGAGTACTTCCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCGTICGAG 322

K1/K3 300 CAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCG 359

Errrrrrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e e e e e e
T.e 323 CAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCG 382

K1/K3 360 CGCGTGCACTTTTACACGTGG 380

FEEETTEEErrrr e 1l
T.e 383 CGCGTGCACTTTTACACATGG 403
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Tablo 4.4. K2/K4 o6rnekleri ile Trichogramma euproctidis (JF920443)‘in ITS2 dizi
eslestirmesi Atlamalar (-) delesyonlara karsilik gelmektedir. (T.e K2 ve K4
kodlu oOrneklerin en yiiksek benzerlik orani gosterdigi NCBI da kayith
JF920443 kodlu 6rnege ait ITS2 dizisidir).

K2/K4 1 GCGGT-CACGGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAA 59

FEErr rrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrre et e e
T.e 26 GCGGTCCAC-GGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAA 84

K2/K4 60 CCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTGTCTCTATCTCTCTC 119

Frrrrrerrrrrrererrrrerrrrrr et e et e e
T.e 85 CCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTGTCTCTATCTCTCTC 144

K2/K4 120 TACTCTTCTTCTAAGTIGTGTATAGAGCAGTGTGTGATACGTCGCCTCAAACGATTAGCAA 179

FErrerrrrrr e rrrrrr e e et e e e e e e e e
T.e 145 TACTCTTCITCGAA--GTGTATAGAGCAGTGTGTGATACGTCGCCTCAAACGATTAGCAA 202

K2/K4 180 GAAAAAAGACGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCG 239

FErrrrrrerrrrrrr et e e e e e e e e e et r e e e e
T.e 203 GAAAAAAGACGAATTCGITCGICTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCG 262

K2/K4 240 CTCGCGCGAGTACTTCCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCGTCGAG 299

FEErrrrrrrrr et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e
T.e 263 CTCGCGCGAGTACTTCCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCGTCGAG 322

K2/K4 300 CAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCG 359

FEErrrrrrrrrrrrr e e e e et e e e et e et e e e e e e e e
T.e 323 CAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCG 382

K2/K4 360 CGCGCGCGCTTTTACACATGG 380

LR Pl
T.e 383 CGCGTGCACTTTTACACATGG 403

ITS2 dizilerinin ikincil yapilarina iliskin analiz sonuglar1 Sekil 4.3/4.7°de
verilmistir. Buna gore K1/K3 ve K2/K4 6rnek gruplarmin ikincil yapisi en yliksek oranda
benzerlik gosterdikleri JF920443 kodlu T. euproctidis ile kiyaslanmis ayrica farkli

Trichogramma tiirlerine ait ITS2 dizisinin ikincil yapilarindan da 6rnekler sunulmustur.
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dG = -157.63 finitialy -162.70] KI/K3

Sekil 4.3. K1/K3 6rneklerine ait ITS2 dizisi ikincil yap1 tahminleri ile AG (Gibbs)
serbest enerji degerleri (altta verilen) mFOLD web sunucusunda
hesaplanmis ve analiz edilmistir.

4L»r
0G = -157.76 [initially -164.60] K2/K4

Sekil 4.4. K2/K4 6rneklerine ait 1TS2 dizisi ikincil yap1 tahminleri ile AG (Gibbs)
serbest enerji degerleri (altta verilen) mFOLD web sunucusunda
hesaplanmis ve analiz edilmistir.
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LAy

G = -157.64 finitially -164.20] JF920433

Sekil 4.5. Trichogramma euproctidis (JF920443)’e ait ITS2 dizisi ikincil yap1
tahminleri ile AG (Gibbs) serbest enerji degerleri (altta verilen) mFOLD
web sunucusunda hesaplanmis ve analiz edilmistir.

dG = -130.29 finitially -137.10] JFO20451

Sekil 4.6. Trichogramma brassicae (JF920451)’ye ait ITS2 dizisi ikincil yap1
tahminleri ile AG (Gibbs) serbest enerji degerleri (altta verilen) mFOLD
web sunucusunda hesaplanmis ve analiz edilmistir.
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G = -238.92 finitially -246.90] DQ137262

Sekil 4.7. Trichogramma pintoi (DQ137262)’ye ait ITS2 dizisi ikincil yap1
tahminleri ile AG (Gibbs) serbest enerji degerleri (altta verilen) mFOLD
web sunucusunda hesaplanmig ve analiz edilmistir.

T. euproctidis oldugunu belirledigimiz K1, K2, K3 ve K4 orneklerine ait ITS2
dizisi ikincil yapilar1t mFold web sunucusu kullanilarak tahmin edilmistir (Sekil 4.3 ve
Sekil 4.4). K1 kodlu 6rnek ile K3, K2 kodlu 6rnek ile K4 ayni sekansa sahip oldugu i¢in
ikincil yap1 analizlerinde de grup olarak degerlendirilmislerdir. Bunun yani sira her iki
grubun da en yiiksek oranda benzerlik gosterdigi T. euproctidis (JF920443)’e ait ITS2
dizisi ikincil yapis1 (Sekil 4.5), filogenetik analize gore 6rneklere en yakin farkl: tiir olan
T. brassicae (JF920451)’ye ait ITS2 dizisi ikincil yapis1 (Sekil 4.6) ve filogenetik analize
gore Orneklere en uzak farkl tiir olan T. pintoi (DQ137262)’ye ait ITS2 dizisi ikincil
yapisi (Sekil 4.7) da karsilastirma amaci ile analiz edilmistir.

Olusturulan filogenetik agactaki benzerlik ve farkhiliklar, tiirler arasindaki
heliksler ve acilarla ITS2’nin ikincil yap1 formuna da yansimistir. Bu nedenle, mFold
programi parametreleri kullanilarak Trichogramma tiirleri igin ikincil yapidaki heliks ve
acilara dayali olarak Termodinamik hesaplamalar (Santa Lucia, 1998) ile elde edilen AG
(Gibbs) serbest enerji degerleri tiirlere gore farklilik gostermistir. Bu degerler sirasiyla;
K1/K3, K2/K4, T. euproctidis (JF920443), T. brassicae (JF920451), T. pintoi
(DQ137262) ornekleri i¢in; -157.63 kcal/mol, -157.76 kcal/mol, -157.64 kcal/mol, -
130.29 kcal/mol ve -238.92 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Dolayisiyla, ITS2 bélgesinin

ikincil yap1 formu, niikleotit dizilerinin agik bicimde gorsellestirilebilmesi sayesinde
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tirlerin karsilastirilmasinda kullanilabilecek morfolojik bir karakter gibi hizmet
edebilmektedir.

4.2. Tartisma

Gliniimiiz tarimsal tiretiminde, zararlilarla miicadelede kullanilan kimyasal

pestisitlerin ¢evre ve insan saglig1 lizerindeki olumsuz etkileri, biyolojik miicadeleyi
stirdiiriilebilir tarimsal liretimin ayrilmaz bir bileseni haline getirmistir (Van Lenteren,
2012). Kimyasal miicadelenin neden oldugu direng gelisimi, biyolojik ¢esitlilik kayb1 ve
tarimsal iiriinlerde kalinti problemleri, alternatif ve ¢cevre dostu miicadele stratejilerine
olan ihtiyact giderek artirmaktadir. Bu baglamda, biyolojik miicadele, dogrudan hedef
zararlilara yonelik seciciligi, ekosistem iizerindeki minimal etkisi ve uzun vadeli
stirdiirtilebilirligi ile 6n plana ¢ikmaktadir (Nchu, 2024).
Biyolojik miicadelenin temel aktorlerinden biri olan yumurta parazitoitleri, zararl
popiilasyonlarm1  erken evrede baskilayarak etkili kontrol saglar. Ozellikle
Trichogramma’ya ait tiirler, basta lepidopter zararlilar1 olmak iizere bir¢ok ekonomik
Ooneme sahip tiirlin yumurtalarini parazitleyerek biyolojik kontroliin basarisinda kilit rol
oynamaktadir (Smith, 1996). Dogal diismanlar arasinda 6ne ¢ikan Trichogramma, yiiksek
tiretilebilirlik kapasitesi, genis konukcu spektrumu ve adaptasyon yetenegi sayesinde hem
laboratuvar kosullarinda kitlesel liretime uygundur hem de agik alan salimlarinda etkinligi
kanitlanmistir. Ancak etkili bir biyolojik miicadele programi i¢in kullanilacak parazitoit
tiiriniin dogru tanimlanmas1 biliyiik 6nem tagimaktadir.

Trichogramma cinsi, 200'in tizerinde tiir ile diinyanin pek ¢ok bolgesinde yayilim
gosteren ve basta Lepidoptera olmak iizere ¢ok sayida zararlinin yumurtasinda
parazitlenme yetenegine sahip etkili biyolojik miicadele ajanlarini icermektedir (Hassan,
1993). Ancak bu tiirlerin biiyiik boliimii morfolojik olarak birbirine son derece
benzemekte, hatta bazilar1 kriptik tiir kompleksleri olusturmaktadir. Bu durum, 6zellikle
lokal adaptasyon gosteren ve biyolojik miicadelede kullanilacak tiirlerin dogru
tanimlanmasini zorlastirmaktadir (Smith, 1996). Tiirkiye gibi biyolojik ¢esitliligi yliksek
cografyalarda, ayni tarimsal ekosistemde birden fazla Trichogramma tiiriiniin bir arada
bulunabilmesi, parazitoitlerin ekolojik rollerinin anlasilmasi agisindan detayli molekiiler
analizleri zorunlu kilmaktadir. Bu calismada oldugu gibi, ITS2 gibi molekiiler
belirteclerin kullanilmasi, morfolojik olarak ayirt edilmesi gii¢ olan tiirlerin ayriminda
yiiksek dogruluk saglamaktadir. Bu tiirlerin her birinin konukgu tercihi, gelisim siiresi,

sicaklik toleransi ve yumurta parazitlenme oranlari gibi biyolojik o6zellikleri farklilik
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gosterdiginden, dogru tiir teshisi yalnizca akademik bilgi liretimi agisindan degil, sahada
uygulanacak biyolojik miicadele stratejilerinin basarist i¢cin de yasamsal Onemdedir
(Sumer ve ark., 2009).

Bu tez ¢alismasinda, Ankara ili Kalecik ilgesi musir iiretim alanlarinda zararl,
Ostrinia nubilalis’in yumurta parazitoidi, Trichogramma tiirlerinin molekiiler
yontemlerle tanilanmasi hedeflenmistir. Molekiiler diizeyde tiir tayini, O6zellikle
morfolojik olarak birbirine son derece benzeyen taksonlar s6z konusu oldugunda biiyiik
onem arz etmektedir. Bu baglamda, niikleer ribozomal DNA'nin internal transcribed
spacer (ITS) bolgeleri, Trichogramma gibi kriptik tiir komplekslerinin ayriminda
giivenilir bir molekiiler belirteg olarak 6ne ¢ikmaktadir (Stouthamer ve ark., 1999; Sumer
ve ark., 2009). ITS1 ve ITS2 bolgeleri, hizli evrimsel degisim gostermeleri sayesinde
yakin akraba tiirler arasinda bile ayirt edici dizisel farkliliklar sunar. Bu g¢aligmada
kullanilan ITS2 sekans analizleri, Ankara ili Kalecik ilgesi misir alanlarinda bulunan
Trichogramma 6rneklerinin tiir diizeyinde dogru ve giivenilir bir sekilde tanimlanmasina
olanak saglamistir. Ozellikle biyolojik miicadele programlarinda kullanilacak yerel
parazitoid tiirlerinin net bir sekilde tanimlanmasi, miicadele etkinliginin artirilmasi ve
hedef dis1 etkilerin 6nlenmesi agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu nedenle ITS2 temelli
molekiiler tanimlama, klasik morfolojik yontemlerin 6tesinde tamamlayict degil, ¢cogu
durumda belirleyici bir arag olarak degerlendirilmelidir. Molekiiler diizeyde yapilan bu
tanilamalar, yalnizca tiir ayrimimi kolaylastirmakla kalmamakta; ayni zamanda yerel
popiilasyonlarin genetik yapisinin analiz edilmesine, biyolojik miicadelede kullanilacak
hatlarin se¢ilmesine ve salim sonrasi saha takibinin yapilmasina da imkén tanimaktadir.

Stouthamer ve ark. (1999) yaptiklari ¢alismada, Trichogramma’nin tiirlerini ayirt
etmek ic¢in, ITS2 gen bolgesinin kullanimini arastirmislar ve ITS2 bdlgesinin
Trichogramma tiir teshisinde giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini ortaya
koymuslardir. Klasik yontemlerin giivenilir olmamasi daha giivenilir kaynak arayisim
beraberinde getirmistir ve bu arayis sonucunda daha giivenilir bir yontem olan ITS2 gen
bolgesinin kullanimi yayginlagmistir.

Tez caligmasi kapsaminda, Ankara ili Kalecik ilgesi misir iiretim alanlarinda dogal
diisman olarak tespit edilen Trichogramma tiirlerinin ITS2 bolgesi kullanilarak yapilan
molekiiler tanimlamalar1 sonucunda, elde edilen 6rneklerin T. euproctidis oldugu tespit
edilmistir. T. euproctidis’in biyolojik miicadeledeki etkinligi, farkli ¢aligmalarda konak
tercihi, parazitlenme basarisi ve ¢evresel faktorlere yaniti agisindan degerlendirilmistir.

Yapilan bir ¢alisma, oOzellikle gen¢ Helicoverpa armigera yumurtalarinin, T.
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euproctidis’in gelisimi, iremesi ve yagsam tablolar1 agisindan daha uygun oldugunu ve
tiriin kitlesel {iretimi i¢in gen¢ yumurtalarin kullaniminin avantajli olabilecegini
gostermektedir. (Atashi ve ark., 2021).

Morfolojik agidan T. euproctidis, Trichogramma cinsi igerisinde yer alan diger
tiirlerle yiiksek benzerlik gostermekte olup, gilivenilir tiir teshisi cogunlukla erkek genital
morfolojisi ve molekiiler belirteclerin birlikte kullanilmasiyla miimkiin olmaktadir. Bu
baglamda molekiiler ¢alismalar, T. euproctidis’in yakin tiirlerden ayriminda etkili
sonuglar sunmustur (Ercan ve ark., 2011). Sonug olarak, literatiir verileri T. euproctidis’in
uygun ekolojik kosullar altinda etkili bir yumurta parazitoiti oldugunu ve entegre
miicadele programlarinda degerlendirilmesinin miimkiin oldugunu goéstermektedir.
Ancak tiirlin sahadaki performansinin bolgesel ekolojik faktorlere bagli olarak
degisebilecegi dikkate alinmalidir.

Cin'de yiiritiilen ¢alismalarda, T. dendrolimi, T. ostriniae, T. confusum ve T.
evanescens gibi morfolojik olarak ayirt edilmesi gii¢ tiirlerin ITS2 bolgelerinin yalnizca
klasik amplifikasyonla tam olarak ayristirilamadigi, bu nedenle ITS2-RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) veya tiir-spesifik primerlerin kullanilmasinin zorunlu
oldugu vurgulanmigtir (Li, 2007). Bu baglamda, Kalecik 6rneklerinden elde edilen 1T2S
verilerinin, tiir ayriminda yiliksek benzerlik gostermesine ragmen bazi Orneklerde
gozlenen dizisel varyasyonlar, potansiyel kriptik tiir varligina isaret edebilir ve tiir
teshisinde daha hassas molekiiler yontemlerin kullanim gerekliligini giindeme
getirmektedir. Bu calismada elde edilen bulgular, hem Tiirkiye’de yapilan Onceki
caligmalarla oOrtiismekte hem de wuluslararast literatiirde molekiiler tanimlama
yontemlerine yonelik vurgulanan teknik gereksinimleri desteklemektedir. Kalecik ilgesi
0zelinde yapilan bu ¢alisma, mevcut tiir dagilimi ve genetik ¢esitliligin ortaya konulmasi
acisindan bolgeye 6zgii biyolojik miicadele stratejilerinin gelistirilmesine dogrudan katki
saglamaktadir.

Tiirkiye genelinde yapilan ¢aligmalar, farkli iklim ve tarim kosullarinin etkisiyle
Trichogramma tiir dagilimmin bolgelere gore degiskenlik gosterdigini ortaya
koymaktadir. Ornegin, Oztemiz ve ark. (2009) tarafindan Adana ili Cukurova Bélgesi'nde
yapilan arastirmada, pamuk tarlalarina salimi yapilan T. evanescens’in dogal
populasyonlarda da yaygin olarak bulundugu ve H. armigera yumurtalarinda %86’ya
varan dogal parazitlenme oranlarina ulasildig: bildirilmistir.

Tiirkiye’de gergeklestirilen bir calismada, Ege Bolgesi’nde {iziim yetistiriciligi
yapilan organik bir bagda, T. euproctidis’in Lobesia botrana (Lepidoptera: Tortricidae)
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tizerindeki etkinligi ve en uygun salim dozu aragtirilmistir. Sonuglar 7. euproctidis’in en
etkili salim dozunun belirlenmesini saglayarak, tiiriin organik ve entegre iiziim
yetistiriciliginde kullanim potansiyelini ortaya koymustur (Giiven ve ark., 2023).

Tez galismas1 kapsaminda, T. euproctidis’in tespit edilmis olmasi, bu bolgede O.
nubilalis yumurtalar1 {izerinde bu tiiriin parazitlenme yetenegine sahip olabilecegi ve
misir  agroekosistemlerinde  potansiyel bir biyolojik kontrol ajani  olarak
degerlendirilmesinin miimkiin olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu ¢calismada molekiiler
temelli tanimlama yaklasiminin kullanilmasi, T. euproctidis’in varliginin giivenilir
bi¢imde ortaya konulmasina olanak saglamis ve Trichogramma tiir ¢esitliligine iligkin
mevcut bilgi birikimine katki sunmustur. Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden elde edilen bu
verilerin karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi, biyolojik miicadele programlarinda her

bdlge i¢in en uygun Trichogramma tiiriiniin se¢ilmesine katki saglayacaktir.

38



5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen bulgular, ¢alisilan bolgede biyolojik miicadele
ajani olarak gorev yapan T. euproctidis’in varligin1 molekiiler diizeyde ortaya koymustur.
Bu dogrultuda, calismamizdan elde edilen veriler 1s18inda asagidaki Oneriler
gelistirilmistir.

Oncelikle, Trichogramma tiirlerinin teshisinde yalnizca morfolojik karakterlere
dayali yaklagimlarin yetersiz kaldigi; ITS2 gibi niikleer ribozomal DNA bolgelerine
dayali molekiiler yontemlerin tiir diizeyinde giivenilir tanimlama sagladigi bu ¢alisma ile
bir kez daha dogrulanmistir. Ancak bazi 6rneklerde gézlemlenen dizisel varyasyonlar,
ITS2 belirtecinin tek basina her durumda yeterli olmayabilecegini gostermektedir. Bu
nedenle, ileride yapilacak calismalarda ITS2 analizlerinin, mitokondriyal COI gen
bolgesine dayali DNA barkodlama ve ITS2-RFLP gibi yontemlerle desteklenmesi
onerilmektedir. Coklu molekiiler belirteglerin birlikte kullanilmasi, 6zellikle kriptik tiir
kompleksleri igerisinde yer alan Trichogramma tiirlerinin daha yiiksek dogrulukla
ayristirtlmasina olanak saglayacaktir.

Yerel Trichogramma popiilasyonlariin tiirlerinin  belirlenmesi, biyolojik
miicadele uygulamalarinda dis kaynakli tiir veya hatlarin kullanilmasina kiyasla daha
basarili ve ¢evreyle uyumlu sonuglar saglayabilir. Bu nedenle, molekiiler tanimlamasi
yapilan yerel tiirlerin kitle tiretim potansiyellerinin, parazitlenme basarilarinin ve ¢evresel
toleranslarmin deneysel ¢alismalarla degerlendirilmesi dnerilmektedir. Ozellikle hedef
zararli olan O. nubilalis tizerindeki parazitlenme etkinliginin kontrollii kosullarda
karsilagtirmali olarak test edilmesi, saha uygulamalaria dogrudan katki saglayacaktir.
Bununla birlikte, Trichogramma tiirlerinin dagilimi ve baskinlik durumlarinin, iklimsel
faktorler, konuk¢u yogunlugu ve tarimsal uygulamalarla olan iliskilerinin uzun dénemli
izleme c¢alismalar1 ile degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu tir c¢alismalar, tiir
kompozisyonundaki zamansal degisimlerin ortaya konulmasina ve biyolojik miicadele
programlarinin bolgesel kosullara gére optimize edilmesine olanak tantyacaktir.

Bu galisma kapsaminda Ankara ili Kalecik il¢esinden toplanan Trichogramma
ornekleri molekiiler yontemler kullanilarak analiz edilmis ve elde edilen veriler
dogrultusunda populasyonun T. euproctidis tiirline ait oldugu belirlenmistir. Elde edilen
bulgular, bolgedeki Trichogramma tiirlerinin  dogru ve giivenilir bigimde
tanimlanmasinda molekiiler belirteglerin etkinligini ortaya koymaktadir. Tiir diizeyinde

gerceklestirilen bu dogrulama, biyolojik miicadele programlarinda kullanilacak faydali
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tiirlerin dogru se¢ilmesi acisindan 6nemli bir temel olusturmaktadir. Ayrica bu ¢alisma,
Tiirkiye’de Trichogramma tiirlerinin yayilis1 ve molekiiler karakterizasyonuna yonelik

yapilacak ileri aragtirmalara katki saglayabilecek niteliktedir.
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