KARADENIZ TEKNiK UNiVERSITESI
FEN BiLiMLERIi ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILiM DALI

RHIZOPHAGUS GRANDIS (COLEOPTERA, RHIZOPHAGIDAE)’TEN bir
ENTOMOPATOJENIK MICROSPORIDIUM’UN iLK KAYDI VE TANIMLANMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Cicek AYDIN

AGUSTOS 2008
TRABZON



KARADENIZ TEKNiK UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILiM DALI

RHIZOPHAGUS GRANDIS (COLEOPTERA, RHIZOPHAGIDAE)’TEN BiR
ENTOMOPATOJENIK MICROSPORIDIUM’UN iLK KAYDI VE TANIMLANMASI

Cicek AYDIN

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’nce
“Yiiksek Lisans (Biyoloji)”’
Unvam Verilmesi I¢cin Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih  : 14.07.2008

Tezin Savunma Tarihi : 04.08.2008
Tez Danismani : Do¢. Dr. Mustafa YAMAN
Jiiri Uyesi : Doc. Dr. Bilal KUTRUP
Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Ertugrul SESLI

Enstitii Miidiir Vekili : Doc. Dr. Salih TERZiOGLU

Trabzon 2008



ONSOZ

“Rhizophagus  grandis  (Coleoptera, Rhizophagidae)’ten Bir Entomopatojenik
Microsporidium’un ilk Kaydi ve Tanimlanmas1” adli bu tez ¢alismasi Tiirkiye ve tiim diinya
icin R. grandis’ten ilk defa bir microsporidian patojeni teshisi ve tamimlanmasini icermesi
nedeniyle bir ilktir. Bu nedenle, ileriki calismalarda, bu calisma ile birlikte edinilen
tecriibelerin, bilimsel eksiklik ve hatalarin tamamlanip diizeltilmesine yardimci olacagini
timit ediyorum.

Tez siiresince yiiksek lisans tez damismanligimi iistlenerek, gerek konu se¢imi, gerekse
caligmalarin yiiriitiilmesi sirasinda beni yonlendiren ve bana olan giivenini her firsatta
hissettirerek, destegini esirgemeyen, Almanya’da yaptig1 elektron mikroskobu c¢alismalar
sayesinde bu tezi miimkiin kilan, saymn hocam Do¢. Dr. Mustafa YAMAN’a, tez ¢aligmalari
strasinda her konuda yardimlastigim ¢alisma arkadaslarim Onur TOSUN, Nejla OZCAN ve
Hilal BAKI’ye, tiir teshisi ve tanimlanmas1 sirasinda engin bilgilerini esirgemeyen sayin Prof.
Dr. Jaroslav WEISER’e, elektron mikroskobu ¢alismalarinin yapilabilmesine imkan saglayan
ayn1 zamanda tez calismalarina engin bilgileriyle katkida bulunan saymn Prof. Dr. Renata
RADEK’e, calisma icin proje olarak maddi destek saglayan TUBITAK’a (Proje no:
107T166) ve son olarak ¢alismalarim sirasinda biiyiik fedakarliklarda bulunan ve desteklerini

esirgemeyen sevgili aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Cicek AYDIN
Trabzon 2008
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OZET

Rhizophagus grandis Gyll. (Coleoptera: Rhizophagidae), Tiirkiye’de ve Avrupa’da
biyolojik miicadele amaciyla kitle tiretimi yapilan ve Dendroctonus micans Kug. (Coleoptera:
Curculionidae: Scolytinae) salginlarna karsi  kullanlan bir predatordiir.  Uretim
laboratuarlarinda basariy1 diisiirebilecek enfeksiyonlarin arastirilarak tiir seviyesinde tespiti
olast hastaliklara karsi onlem almak adina cok onemlidir. Bu amagla laboratuarlardan ve
araziden alinan toplam 2963 adet R. grandis ergini ve larvasi 151k mikroskobu ile detayl
olarak incelendi. Calismalar sirasinda Artvin ve Trabzon illerindeki laboratuarlardan alinan
predator boceklerde enfeksiyona yol agcan bir microsporidium tiiriine rastlandi. Patojene ait
sporlarin oval sekilli ve 4.25 £ 0.23 (3.53 —4.77) ym (n = 165) x 2.40 £ 0.17 (1.98 — 2.9) um
(n = 183) ebatlarinda oldugu tespit edildi. Bulunan patojenin elektron mikroskobu ile detayl
yapist ¢alisildi. Tiir teshisinde kullanilan kriterler goz Oniinde bulundurularak elde edilen
veriler 1s18inda microsporidium tiiriiniin karakterizasyonu yapildi. Bu calismada bulunan
patojen diger kabuk boceklerinde bu giine kadar bulunan microsporidium tiirleri ile
karsilastirildi. R. grandis’te enfeksiyona neden olan microsporidian patojeninin yeni bir tiir
oldugu sonucuna varildi. Sonugta literatiire gore taksonomisi yapilan yeni microsporidian

patojeni icin Canningia rhizophagi sp. n. binomeni onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: microsporidia, Rhizophagus grandis, Canningia, kabuk bocekleri,
Dendroctonus micans.



SUMMARY

First Report and Description of an Entompathogenic Microsporidium from

Rhizophagus grandis (Coleoptera, Rhizophagidae)

Rhizophagus grandis Gyll. (Coleoptera: Rhizophagidae) is a predator beetle mass-reared
for biological control and used against Dendroctonus micans Kug. (Coleoptera:
Curculionidae: Scolytinae) outbreaks in Turkey and Europe. It is very important to study
possible infections, which could decrease success in the mass-rearing laboratories, at species
level in order to take precautions against diseases. To reach this goal, a total of 2963 R.
grandis adults and larvae were examined thoroughly using a light microscope. During light
microscopical studies a microsporidian pathogen infecting the predator beetles from two of
the laboratories in Trabzon and Artvin provinces was discovered. The spores of the pathogen
are oval and measured as 4.25 + 0.23 (3.53 — 4.77) um (n = 165) in length and 2.40 = 0.17
(1.98 — 2.9) um (n = 183) in width. The detailed morphology of the pathogen was studied
under the electron microscope. Taking into consideration the characteristics used in species
description, the microsporidian pathogen was characterized using the data obtained from light
and electron microscopical examinations. The pathogen found in this study was compared to
other microsporidian species isolated from different bark beetles. We concluded that the
microsporidian pathogen infecting R. grandis is a new species. Finally, the taxonomy of the
new microsporidian species is studied according to the literature and the name Canningia

rhizophagi n. sp. is proposed for the new microsporidian infecting R. grandis in Turkey.

Key Words: microsporidia, Rhizophagus grandis, Canningia, bark beetles, Dendroctonus
micans.
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1. GENEL BiLGILER

1.1 Giris

Ormanlar ve iilke ekonomisi i¢in ciddi bir tehdit olusturan dev kabuk bocegi
Dendroctonus micans Kug. ile miicadele icin, Tiirkiye’de ve salgin yaptig1 diger iilkelerde de
predatorii Rhizophagus grandis Gyll. (Coleoptera: Rhizophagidae)’ten yararlanilmaktadir. Bu
predator bocek konaga 6zgii ve etkin bir avel oldugu icin, kabuk bocekleriyle miicadelede
oldukg¢a basarili sonuglar vermektedir. Predator bocekte olusabilecek herhangi bir hastalik bu
basariy1 tehdit edebileceginden boyle bir hastalik etmeninin bulunmasi ve tanimlanmasi,
gerekli onlemlerin alinmasi acisindan ¢ok onemlidir. Bu yiiksek lisans tezi bu tiir hastalik

etmenlerinin bulunup tanimlanmasiyla ilgilidir.

1.1.1 Rhizophagus grandis’in Tanim ve Onemi

R. grandis erginleri 2.5-5 mm boylarinda kizil kahverengi uzun ince bir gévdeye sahip
kinkanath boceklerdir (Sekil 1A). Larvalart uzun ince, uglarda sivrilen, son instarda 5-8 mm

boylarina kadar ulasabilen, kirli beyaz renkte, yumusak bir gévde yapisina sahiptir (Sekil 1B).

Sekil 1. Rhizophagus grandis A. Ergin disi ve erkek. B. Larva iistten ve alttan
goriintim.



Disi ve erkek bocekler arasinda ¢iplak gozle goriilebilir belirgin bir fark yoktur ancak 10x-45x
biiylitmede disilerin abdomenlerinin u¢ kisminda belirgin bir sivrilme ve erkeklerin diiz
abdomen uclarinda disilerde olmayan bir cikinti (aedeagus) goze c¢arpar. Ergin bocekler
yaslandikc¢a renkleri koyulasir.

R. grandis ladin ormanlarina biiyiik Olciide zarar veren dev kabuk bocegi D. micans’in
(Sekil 2) etkin bir predatoriidiir. Bu zararli bocekler kabuk altinda galerilerini olusturmak,
burada beslenip biiyiimek ve olgunlastiklarinda delikler olusturarak kabuktan disar1 ¢ikmak
suretiyle agaclara zarar vermektedir (Sekil 3). Bu sekilde D. micans salgin yaptig1 bolgelerde
agaclan kurutmaktadir.

Hem konak hem de predatoriin dagilimi su an itibariyla Sibirya’nin dogusundan batiya
dogru Fransa ve Ingiltere’ye, giineyde Tiirkiye’ye ve kuzey ucta ise Norve¢’e uzanmaktadir
(Bevan ve King, 1983). D. micans bu genis arazi icindeki tek Dendroctonus tiriidiir.
Palearctic Ladin ormanlarinda, R. grandis’in sadece D. micans ile iligkili oldugu, baska

scolytid’lere saldirdigina dair hig¢ bir kayit olmadig bilinmektedir.

C
Sekil 2. Dendroctonus micans. A. Sekil 3. Macka Hidirnebi yaylasindaki bir
Ergin yandan goriinim B. ladin agacinda D. micans A. D.
Ergin istten ve alttan micans galerileri. B. Larvalar
goriiniim.  C. Instarlarina toplu halde beslenirken. C. Ergin
gore  kiiciikkten  biiyiige D. micans’lar.

siralanmig larvalar.



Ancak bu durum belki de Avrasya’da predatoriin dogal menzilinde baska herhangi bir
Dendroctonus tiirii bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. Yakin gecmiste, D. micans ana
vatani olan Sibirya’dan batiya dogru yayilmistir (Fielding ve Evans, 1997). Gecen 100 yilda
D. micans popiilasyonlarinda goriilen patlamalar bocegin Avrupa’yi istila ettigi siire boyunca
yayitlimi ile cakismalar gostermistir (Carle, 1975). Anlasildigr kadariyla D. micans
popiilasyonlarindaki bu patlamalar predatér, R. grandis gegici bir siire i¢in etkinligini
kaybettigi zamanlarda meydana gelmistir, ancak predator-av dengesi saglandiginda, D.
micans yeniden endemik hale gelmistir (Fielding ve Evans, 1997). D. micans’1n, yayildigi
bolgelerin i¢ kisimlarinda diisitk ve zararsiz bir popiilasyon diizeyinde kaldigi bilinmekte
(Grégoire, 1988) ve bunun en Onemli nedeni olarak tiiriin 6zgiin predatorii R. grandis

gosterilmektedir (Grégoire vd., 1989).

1.1.1.1. R. grandis’in Uretimi ve Maliyeti

Avrupa’daki denemeler araziye verilmek ilizere ¢ok sayida R. grandis’in ladin kiitiikleri
icindeki D. micans siiriileri ile beslenerek yapay veya yar1 yapay olarak iiretilebilecegini
gostermistir (Grégoire vd., 1986). Bu metot ilk olarak Rusya’da (Khobakhidze vd., 1968)
gelistirilmistir daha sonra Grégoire vd. (1986) tarafindan kiitiik kullanmama, ¢ok az miktarda
D. micans larvas kullanma gibi gereksinimlere gore uyarlanmistir. Ulkemizde de kiitiiklerin
kullanildigr bu ilk metot gecerlidir. R. grandis’in kitle iiretimi iilkemizdeki laboratuarlarda D.

micans erginlerinden ve larvalarindan iiretim olmak iizere iki sekilde gerceklestirilmektedir.

Sekil 4. Macka’daki R. grandis iiretim laboratuari



Oncelikle iiretimde kullanilacak laboratuarlar, arac gerecler ve kum dezenfekte edilir.
Laboratuarlardaki ylizeyler, 151k, havalandirma, nem ve 1s1 gibi kosullar diizenlenir. 2 ve 3.
instarda D. micans larvalar1 ormandan toplanir. R. grandis erginlerinin de 4-5 mm arasinda
olanlar1 ormandan toplanir. Ormandan ayrica D. micans galerilerinin bulundugu yas ladin
agaclari alinip 35-40 cm boyunda parcalara ayrilir. Bu kiitiiklerin bir yiiziine karsilikli iki
kanal acilir (Sekil 5, 1).

Sekil 5.  R. grandis iiretim asamalann 1. Kiitiikkte oyuklar acilarak larvalarin
yerlestirilmesi. 2. Acilan oyuklarin pamukla kapatilip kiitiigiin agikta kalan
yiizeyine parafin siiriilmesi. 3. Kiitiikte iicgen seklinde kapaklar agilmasi. 4. R.
grandis disi ve erkek erginlerinin kiitiige verilmesi. 5. Ag¢ilan kapagin macun
ile kapatilmasi. 6. Kiitiigiin nemli kum iceren legene konularak uygun
kosullarda raflara yerlestirilmesi.

Bu kanallara 400-1000 kadar D. micans larvasi verilir ve kanallar pamuk ile doldurulur.
Kiitiigiin kanalli yiizii ve olas1 ¢atlaklan parafin ile kapatilir (Sekil 5, 2). Diger yiizii altta
kalacak sekilde nemli kum ile dolu legen icine konulan kiitiikklere R. grandis erginleri 3-7
giinliik yerlesme siiresi sonunda kabukta iicgen seklinde kapaklar agilarak ¢iftler halinde (2

disi, 1 erkek) verilir (Sekil 5, 3). R. grandis erginlerinin erkek ve disileri 6nceden ayrilarak,



iki ayr1 kapta beslenmeleri ve cinsel giice erismeleri saglanir. Erginler iiretim kiitiiklerine
verilinceye kadar saklama kaplarinda buzdolabinda 4°C’de latens halde saklanirlar. Uretim
kiitiikklerine verilecek erginler, 2-3 saat Onceden buzdolabindan c¢ikarilarak 20-22°C’de
bekletildikten sonra ciftler halinde iiretim kiitiiklerine verilirler (Sekil 5, 4). Acilan kapaklar
tekrar kapatilir ve macunla iyice sivanir (Sekil 5, 5). R. grandis erginleri kiitiikte bir hafta
icinde ciftleserek yumurta birakirlar. Bir haftanin sonunda yumurtadan ¢ikan R. grandis
larvalan kiitiikte, 22-30 giin boyunca D. micans larvalar ile son instara kadar beslenirler.
Prepupa safhasindaki larvalar pupa safthasina gecmek igin kiitiigiin altindaki nemli kuma
inmeye baslarlar. Kumda pupa safthasina giren larvalar 7-10 giinliik diyapoz doneminden
sonra pupa safthasina gecerler. 10-15 giinliik bir pupa sathasindan sonra gen¢ ergin haline
gelen R. grandis’lerin tamamen erginlesmesi beklenir. Toplamda 65 giin sonra ergin hale
gelen bocekler kumdan secilir. Larva ogiintiisii veya ladin talasi, 1x1, 2x2, 2x3 c¢cm ebadinda
yas ladin kabugu ve D. micans larvalari, pupalar1 veya yumurtalari konulmus cam beslenme
kaplarma aktarilan larva ve ergin R. grandis’ler 4-5 giin siireyle olgunluk beslenmesine
birakilirlar. Yirticilar bu siire sonunda ormana verilene kadar beslenme kaplar ile birlikte
4°C’de latens halde saklamak i¢in buzdolabina konulur, ormana verilecek erginler ve larvalar
tasima kaplan ile bocekli sahalara gotiirillerek D. micans yuvalarina verilirler (Goktiirk,
2007).

Erginden iiretim metodunda ise 40-60 cm boyunda agacin ii¢ kisimlaria denk gelen kiitiik
parcgalart kullanilir. Ormandan toplanan D. micans erginleri kabukta {icgen seklinde kapaklar
acilarak film kutular yardimiyla kiitiiklere verilir. Kapaklar tekrar kapatilip macunla sivanir,
nem kaybim 6nlemek i¢in kiitigiin iistte kalan kismi ve olasi catlaklar da parafinle kapatilir.
D. micans erginleri yerlesip yumurta birakirlar, yumurtadan ¢ikan larvalar bir ay kadar
beslendikten sonra R. grandis erginleri D. micans galerilerinin oldugu yerden yine kapak
acma yoOntemiyle verilir. Bundan sonra larvadan iiretim metodundaki gibi devam edilir.
Larvadan iiretim metodunun siiresi ortalama 67 giindiir, erginden iiretim metodunun siiresi ise
90-97 giine kadar ¢ikmaktadir. Siire uzamasina ragmen erginden iiretim yontemiyle ¢ok iyi
sonu¢ alinmaktadir. Uygulamalara gore yilda iki kez iiretim yapilacaksa, birinci iiretimin
larvadan, ikinci tiretimin ise erginden yapilmasi daha verimli sonuglar vermektedir (Goktiirk,
2007).

R. grandis iiretiminin daha verimli hale getirilmesi icin, Ingiltere’de ve Amerika’da
denenen ve gelistirilen yontemler ve uygulamalardan elde edilen tecriibeler mutlaka

degerlendirilmelidir. Bu nedenle asagida bu uygulamalar detayli bir sekilde verilmektedir.



Ingiltere’de ilk R. grandis iiretimi Khobakhidze vd. (1970) ve Grégoire vd. (1984b)
tarafindan anlatilan yontem ile yapilmistir ve D. micans larvalarin1 beslemek i¢in ladin kiitiigii
parcalart kullanilmistir. Ergin D. micans’lar taze kesilmis kiitiikklere yerlestirilmistir.
Ayarlanmig sartlar altinda (sicaklik 20°C = 1°C, goreceli nem 65-75% ve 18-saatlik giin
uzunlugu) D. micans’in ilk yerlestirilmesinden iki ila {igiincii instar larvalarin gelismesine
kadar 35-45 giinliik bir siire gerekmektedir. Araziden toplanmus larvalar da Kobakhidze vd.
(1970)’nin anlattig1 sekilde ladin kiitiikklerine monte edilmistir. Ergin disi/erkek R. grandis
ciftleri, kiiciik ticgen seklinde bir kabuk parcasi kaldirilarak, dogrudan D. micans larvalarinin
iistiine birakilmistir. Uggen seklindeki kabuk parcasi tekrar yerine konup yapistirilmistir ve
kiitiikkler genis plastik huniler igerisinde, celik 1zgara platformlar iizerine dikey olarak
konduktan sonra, 25-27 giin siireyle kuluckaya birakilmistir. Bu siire sonunda yumurtadan
cikarak beslenen R. grandis larvalan ii¢ kez gomlek degistirdikten sonra prepupa haline
gelerek hunilerin i¢ine ve oradan da plastik tepsiler i¢ine diigsmiislerdir, bu tepsilerden giinde
iki defa prapupalar alinmistir. Prepupalar 40 giin siireyle kapali kaplarda, nemli, steril
turba/kum karigimi i¢inde, ergin hale gecip kozadan cikana kadar kuluckaya yatirilmistir. R.
grandis erginleri sayilmis, cinsiyet ayrimi yapilmis ve nemli kum iceren Petri kaplarinda
4°C’de saklanmistir. Ergin predatorler bu sartlar altinda bariz bir olumsuz etki olmaksizin alti
aya kadar dayanabilirler. 1985’te Ingiltere Ormancilik Komisyonu R. grandis erginlerini bu
yontemle, is¢ilik ve malzemeler de dahil, bocek basina yaklagik 2,5$’a yetistirmislerdir
(Moser, 1989).

Bu iiretim sisteminde Beauveria bassiana (Hyphomycetes) adli entomopatojenik mantarin
varligi ciddi bir sorun teskil etmektedir. Hastalik ilk olarak 1983 Agustos’unda D. micans
iiretim siiriisiinde ortaya ¢ikmistir ve kuluckadaki R. grandis pupa ve erginlerinde %80’e
varan Oliim oramyla sonuclanmistir. Ana iiretim programinda hem D. micans erginlerinde
hem de R. grandis pupa/erginlerinde zaman zaman toplu katliamlara neden olmasi nedeniyle
sabit bir sorun olarak onemini korumaktadir. Her iki bocek tiiriinde de B. bassiana kaynakl
Olumleri azaltma girisiminde ii¢ fungisit (thiabendazole (TBZ), benomyl (Benlate R) ve
carbendazim) denenmistir. Sonuclar bir miktar iyilesme oldugunu gostermistir ancak
istatistiksel olarak kayda deger olmamistir (Fielding ve Evans, 1997). 1985 sonu 1986 basi
itibariyle siki1 hijyenik kosullar hastaligin meydana gelme oranini oldukga diisiirmiistiir ancak
yontemin ¢ok daha titiz bir uzmanlikla uygulanmasi gerektiginden, 1986’da yontemin yeniden
gozden gecirilmesi giindeme gelmistir. Grégoire vd. (1986) tarafindan betimlendigi gibi, D.
micans larvalart ve ladin kabugu tozu iceren kaplar i¢inde R. grandis ovipozisyonunu

uyarmay1l kapsayan, alternatif bir R. grandis yetistirme yontemi degerlendirilmis ve



benimsenmistir. Bu yontemde gen¢ R. grandis larvalari yumurtadan ciktiklarinda baska
kaplara aktarilmis ve olgunlagana kadar alternatif boceklerle beslenmistir. 1986’da sistemde
modifikasyonlar gelistirilip uygulanmis ve basarili olmustur. Geceleri liretim iinitelerinde
iiltraviyole 1siklandirma uygulamasinin baglatilmasi, mantar sporlarini 6ldiirmek suretiyle,
hastaligin ortaya ¢ikma oranim azaltmistir.

1986 yilindan itibaren Ingiltere’de kullanilmakta olan ‘kutu-iiretim’ sistemi asagidaki
prosediirii takip etmektedir. Dairesel seffaf polisitren kaplar (50 x 25 mm) yartya kadar,
nemlendirilmis ve kalin 6giitiilmiis ladin kabugu ile doldurulur. 20 tane kadar iki ila dérdiincii
instar D. micans larvast ve iki disi bir erkek ergin R. grandis eklenip dikdortgen seklinde
kesilmig taze ladin kabugu ile kambiyum tarafi asagi gelecek sekilde kapatilir. Kutunun
kapag kapatilip 20°C ‘de karanlikta 20 giin siireyle bekletilir. Bu siirenin sonunda bes adet
ovipozisyon kabinin igerigi daha biiyiik bir polisitren kaba (17.5 x 11.5 x 6 cm) bosaltilir ve
bundan sonra R. grandis larvalar1 -20°C’de saklanmig 6lii Calliphora sp. (Calliphoridae)
larvalart ile beslenirler. Bu kutular al¢idan bir dis ‘duvara’ sahiptir. 25 giin sonra prepupalar
bu ‘duvara’ tirmanir ve giinliikk olarak toplanirlar. Toplanan prepupalar beyaz kum igeren
benzer kutularda 40 giin siireyle tamami ergin hale gelene kadar kuluckaya birakilirlar. Bu
kutulara 0.2 ml a-pinene eklenmesi B. bassiana hastaligina yakalanma oranini neredeyse yok
etmektedir (Fielding ve Evans, 1997). R. grandis erginleri beyaz kumdan su ve elek
yardimiyla ayrilirlar. Disi R. grandis basina elde edilen yavru sayis1 (0-70 aralifinda)
degisken olmasina ragmen Kkiitiikle iiretim yontemine gore artis gostermistir. Bu yontem ayni
zamanda yer, D. micans larvasi ve kiitiik ihtiyacini azaltmas1 ve hastaliga kars1 daha fazla
kontrol saglamasi gibi biiyilk avantajlara sahiptir (Fielding ve Evans, 1997). Her bir
ovipozisyon kutusu ile 80’e kadar R. grandis diizenli olarak iiretilmektedir ancak bu say1 a-
pinene veya sentetik ovipozisyon uyarami eklenerek arttirilabilir (Grégoire vd., 1991). D.
micans larva ihtiyaci bir siireligine Calliphora sp. larvasi ve esit miktarlarda camphor
(rasemik), (-)-fenchone, terpinen-4-ol (rasemik), (-)-a-fenchol, borneol, (S.vt)-(-)-verbenone
ve pentane iceren bir ovipozisyon uyarani kullanilarak ortadan kaldirlabilir (Grégoire vd.,
1991). Ancak bu yontem tek basina kullanilamaz ciinkii sadece bir veya iki nesil i¢in ise
yaramaktadir (Fielding ve Evans, 1997). R. grandis iiretimi normal kosullarda yavas
ilerlemektedir ancak ihtiya¢ oldugunda dort ay icinde ¢ok sayida bocegin iiretilebilmesi
miimkiindiir, boylelikle bu yontemle predatdr yeni kesfedilen D. micans salgini alanlarina
cabucak verilebilir (Fielding ve Evans, 1997).

Amerika’da R. grandis’i Dendroctonus terebrans Olivier (BTB) ve Dendroctonus

frontalis Zimmermann (SPB) iizerinde iiretme metotlarint denemek iizere Louisiana’daki



Alexandria Orman Merkezi'nde bir proje gerceklestirilmistir (Moser, 1989). Bu proje i¢in 20
derecelik bir sabit sicaklik, %65-75 R. H. nem ve giinde 18 saatlik bir yapay 1siklandirma
rejiminden olusan kosullar yetistirme odalarinda uygulanmistir (Evans, 1985). 1986 ve 1987
yillarinda J-C. Grégoire tarafindan Belcika’da yetistirilmis R. grandis ciftleri BTB ve SPB
iizerinde iiretme metotlarin1 denemek iizere Louisiana’daki Alexandria Orman Merkezi'ne
getirtilmistir. Her ne kadar on denemeler predatoriin BTB iizerinde hem kiitiikk hem de yari
yapay metot kullanilarak yetistirilebildigini gosterse de ikinci metot tercih edilmistir, ¢iinkii
kiitiik kullanmak cok is giicli gerektirmektedir. Bahsedilen projenin birincil amaci R. grandis
yumurtalari elde etmek ve White’s soliisyonu (Barras, 1972) kullanarak yiizeylerini sterilize
etmekti, boylelikle Avrupa’dan mikroorganizmalarin gelmesi engellenecekti. R. grandis’ler
yaklagik 20 kadar BTB larvasi asilanmis ve bir erkek iki disi R. grandis eklenmis (ikinci disi
yumurta sayisin1 artirmak i¢in konulmaktadir) kiitiikk sandvigleri icinde yumurtlamaya
birakilmistir. Geng BTB larvalar1 D. micans’inkilere benzer bir sekilde toplu halde beslenirler
ancak daha yaglh larvalar yalniz kalmay1 tercih ederler. Disilerin her biri sandvi¢ basina en
fazla 133 yumurta birakmiglardir. 5 ila 8 giin sonra sandvicler agilmistir ve kolaylikla
goriilebilen yumurtalar toplanmustir. Yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra yumurtalar
polisitren kutulara konularak yumurtadan cikan larvalar Grégoire vd. (1986) tarafindan
anlatilan alternatif besinlerle beslenmislerdir (Moser, 1989). R. grandis larvalar sandviclerin
icinde toplu halde BTB larvalariyla beslenebilmektedirler. Bunun yan1 sira predator larvalar
(ve erginleri) daha kolay bulunabilen dondurulmus diptera kurt¢uklar1 ve hatta ticari kedi
mamas1 da dahil cesitli besinlerle de beslenebilirler. Prepupalar Grégoire vd. (1986)
tarafindan anlatilan teknige gore pupa haline gec¢meleri i¢in nemli kum {izerine
birakilmaktadir. Her ne kadar Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin Avrupa’da D. micans
ve R. grandis siiriilerinde biiyiikk iiretim kayiplarina yol actiysa da, Alexandria Orman
merkezinde uygulanan bu ilk projede bir baska patojen [muhtemelen Metarhizium anisopliae
(Metschinikoff) Sorokin] kisa zamanda hem konak hem de predator larvalarinda %100 kayba
neden olmustur. Hastalik daha sonraki iiretimlerde polisitren kutularin i¢ine konulan 400 g
kabuk tozuna her birinden 0.5 g olmak tizere sorbik asit ve metil paraben karigtirilarak kontrol
altina alinmistir (Moser, 1989).

Ingiltere ve Amerika’da uygulanan Kutu-iiretim yontemlerinin avantajlar1 barizdir.
Ozellikle hastliklara karsi kolaylikla 6nlem alinabilmesi ¢ok onemlidir. Ulkemizde halen
kiitiikklerin kullamildigi fazla is giicii ve titizlik gerektiren yontemin yiiriirlikte olmasi

muhtemelen enfeksiyonlarin ¢ok goriilmesinin en 6nemli sebeplerinden biridir.



1.1.1.2. R. grandis’in Biyolojik Miicadelede Kullanimi

Literatiir taramalar1 ve Avrupali bilim insanlan ile iletisimler spesifik bir predatér bocek
olan R. grandis’in Avrupa’da D. micans i¢in kayda deger bir dogal popiilasyon dengeleme
ajan1 oldugu izlenimini uyandirmaktadir (Kobakhidze vd., 1970; Bevan ve King, 1983).
Avrasya menzili icinde D. micans’in en 6nemli ve potansiyel olarak kullamigh tek dogal
diismam R. grandis’tir. Bu predatdriin ilk kayda deger yapay iiretimi ve saliverilmesi 1963’te
Giircistan Cumhuriyeti’nde baslamistir ve genis dogu ladini ormanlarinda ciddi D. micans
salginlarim azaltmada etkin oldugu takdir edilerek halen siirmektedir (Kobakhidze vd., 1970).
Benzer bir program 1983’te Fransa’da baslatilmistir, Belcika’dan bilim insanlar1 Fransiz
orman otoriteleri ile birlikte ¢alisarak cesitli D. micans salginlarinin oldugu yerlere R. grandis
uygulamislardir (Grégoire vd., 1984a). Belgika’da, dogal olarak bulunan R. grandis
popiilasyonlarinin D. micans popiilasyonlarim diisiik endemik seviyelerde tuttugu, boylelikle
ekonomik zararin sadece genis Ardennes ormanlarinda meydana geldigi diisiiniilmektedir
(Grégoire, 1984). Ulkemizde de 1985 yilindan itibaren Artvin, Giresun, Ordu ve Trabzon’da
kurulmus olan iiretim laboratuarlarinda biyolojik miicadele yapilmaktadir. Ingiltere, Fransa,
Rusya ve Tiirkiye’nin bu scolytid’in hala salgin halinde bulundugu belli bolgelerinde bu
predatorii Ladin ormanlarina sunmak icin biiylik kapsamli programlar halen yiiriirliiktedir
(Grégoire vd., 1985). D. micans‘m 1982°de ilk defa kesfedildigi Ingiltere’de ¢abalar 6zellikle
yogundur (Bevan ve King, 1983). 1984’te Ingiltere’nin D. micans’in salgm oldugu
bolgelerinde dagitilmak iizere genis iiretim {iinitelerinde 30.000 R. grandis ergini iiretilmistir
(Evans, 1985). 1985’te Belgika’da 29.000 tanesi yetistirilmistir (Moser, 1989).

Bu bocege karsi, Giircistan'da 1963 yilinda biiyiilk boyutlu bir biyolojik miicadele
programi uygulamaya konulmustur (Khobakhidze, 1965). Bu program da zararli bocek gibi
komsumuz Giircistan’dan iilkemize gelmistir ve 1985 yilinda baslatilan biyolojik miicadele
calismalarina oncti olmustur (Eroglu, 1995). Bu calismalarda, iilkemizde cesitli illerde
kurulan laboratuarlarda bugiine kadar yaklasik 5.000.000 adet R. grandis iiretilerek bocekli
agaclara yerlestirilmistir. Dogu Karadeniz Ladin ormanlarinda muazzam tahribat yapan D.
micans zararlisina karsi biyolojik miicadele, bu zararlilarin yirticist R. grandis tiirii bocekler
laboratuarlarda iiretilmek suretiyle yapilmaktadir. Bu amagla Artvin’de 1984 yilindan itibaren
7 adet klimali 4 adet gecici, Giresun’da 1991 yilindan itibaren 1 adet klimali 11 adet gegici,
Trabzon’da ise 1998’den itibaren 2 laboratuar kurulmustur ve bu laboratuarlarda halen iiretim
devam etmektedir (D.P.T., 2001). Bunlara ek olarak 1992-2001 yillar1 arasinda Giresun’da 5
ve Ordu ilinde de 1 laboratuar daha acildi (URL 1, 2008). Giresun Orman Bolge
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Miidiirliigii’'nde de 70.000 ha’lik alanda etkili olan D. micans zararlisina karsi biyolojik
miicadele ¢alismalar1 basar1 ile devam etmektedir. Trabzon’da da 1998 yilindan itibaren
Artvin ve Giresun’daki laboratuarlarda iiretilen R. grandis’lerden, nakletmek suretiyle D.
micans ile biyolojik miicadele calismalarina baglamilmistir. Simdi Macka ve Salpazarn
ilgelerindeki laboratuarlarda iiretilen predator bocekler ile Trabzon ilinde halen 10.000 ha’lik
alanda etkili olan bu zararliya kars1 miicadele siirmektedir.

Dogu Karadeniz Ladin ormanlarinda D. micans ve R. grandis ile ilgili veriler
incelendiginde 1991 yilinda Artvin bolgesinde agaglarin % 40’indan fazlasina D. micans’in
bulastig1 ve ormana verilen R. grandis’in ise zararli bocek yuvalarinin %26’sinda bulundugu
tespit edilmistir. 1997 yilinda Artvin Ladin ormanlarindaki D. micans’ i ortalama yogunlugu
%29’a inerken, R. grandis’in ortalama yogunlugu %59’a yiikselmistir. Ayrica 1991 de
hastalikli bir Ladindeki ortalama D. micans faal yuva sayis1 1.5 iken 1997 yilinda 0.4 olarak
tespit edilmistir (D.P.T., 2001). 1994 yilinda R. grandis’in yogun olarak verildigi Giresun-
Kemerkoprii ve Kulakkaya ormanlarinda 40 bdlmede Ormancilik 6zel ihtisas komisyonu
tarafindan yapilan yogunluk sayiminda 901 faal D. micans yuvasinin 491’inde (%54) predator
bocegin varligr tespit edilmistir. Giresun ladin ormanlarinda ise zararli bécegin yuvasinda R.
grandis yogunlugu 1995’te %36 iken 1997 yilinda %48’e yiikselmistir. D. micans’in biitiin
yayilis alaninda yirtici bocek oraninin %350’nin {izerine ¢ikmasi planlanmis ve miicadele
hedefi olarak saptanmisti. 1999 yihi itibariyle Artvin ve Giresun ormanlarinda yirtict bocek
(predator) oraninin %50 civarinda ve hatta yer yer bu oranin da iizerinde oldugu
bilinmektedir. Boylelikle yaklagik 160.000 hektarlik Ladin ormaninda zararli bdcek
miktarinin ekonomik zarar seviyesinin altina indirildigi diisiiniilmektedir (D.P.T., 2001).

Ozcan vd. tarafindan 2006’da gerceklestirilen bir arastirmada Artvin, Trabzon ve
Giresun’da toplam 33 deneme alaninda D. micans’in zarar durumu ve R. grandis’in etkinligi
incelenmistir. Bu alanlardaki yarali agaglarin %88’inin D. micans tarafindan istila edilmis
oldugu saptanmistir. R. grandis, deneme alanlarimin %42.4’iinde, D. micans’in bulundugu
agaclarin %21,4’tinde ve galerilerin %16,2’sinde bulunmustur. R. grandis ergin ve
larvalarinin, birlikte bulunduklar1 galerilerdeki D. micans bireyleri lizerinde etkinlikleri
sirastyla %100 ve %79 olarak bulunmustur. R. grandis’in D. micans iizerindeki aktiiel
etkinligi bulundugu galerilerde %84, bulundugu deneme alanlarinda %23,9 ve Ornekleme
alanlarinin tamaminda %15,4 olarak belirlenmistir. Bu oranlar Eroglu, 1997°de sirasiyla %387,
%31 ve %15 olarak verilmektedir (Ozcan vd., 2006). Bu veriler 1s181inda R. grandis’in yillara
gore kayda deger bir degisiklik gostermeyen, bu nedenle giivenilir ve oldukga yiiksek

etkinlige sahip bir biyolojik miicadele ajan1 oldugu sdylenebilir.
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Deneyimler, predatoriin saliverilmesinden birkag yil sonra, D. micans istilalarinin mutlaka
zararsiz diigiik seviyelere (saldirilan agaglarin %5-10’u) geriledigini ve bu seviyelerde
kaldigim1 bununla beraber D. micans kolonilerinin %60-80’inde R. grandis’in yerlesik hale
geldigini gostermektedir (Van Averbeke ve Grégoire, 1995).

Ingiltere’de, R. grandis’in yerlestirildigi 47 alamin 22’sinde (% 47) ergin ve larvalarina
rastlandigi ve izleyen yillarda ii¢ alanda D. micans kulugka sistemlerinin %34’iinde
predatoriin etkin oldugu ve ertesi yil bu iic alanda bu oranin %68’e ulastig1 kaydedilmistir
(Fielding vd., 1991). Bel¢ika’da, diisiik D. micans yogunlugunda, kulucka odaciklar1 ortalama
%60 oraninda R. grandis tarafindan isgal edilmistir (Grégoire, 1988). Ulkemizde ise D.
micans’1n biyolojik miicadele ¢alismalarinda bugiine kadar iiretilen yaklasik 5.000.000 adet R.
grandis toplam 120.000 ha alana salinmig ve bu alanda %15,4 oraninda bir etkinlik
saglanabilmistir (Ozcan vd., 2006). Ulkemizde iiretilip ormanlara verilen R. grandis sayilari
bu kadar yiiksek olmasina ragmen etkinligi Ingiltere ve Belcika’daki oranlarla
kiyaslandiginda cok diisiiktiir. Ingiltere ve Belcika’da daha az sayida predator bocek iiretilmis,
daha yiiksek basarilar saglanmistir. Bu durumun nedenleri arasinda kullanilan iiretim
metodunun eksiklikleri, boceklerin ormanlara verilis yontemlerindeki hatalarin yani sira
biyolojik miicadelede kullanilmak iizere iiretilip ormanlara verilen bu boceklerin hastalikli
olma ihtimalleri de s6z konusudur. Uretim laboratuarlarinda hastalikli bocekler iiretilerek

ormanlara verildiginde dogal olarak biyolojik miicadelenin bagaris1 da azalmaktadir.

1.1.2. R. grandis’in Biyolojisini Etkileyen Faktorler

R. grandis’in Avrupa’daki biyolojik dongiisiinii  asagidaki gibi  Ozetleyebiliriz.
Yumurtlama dénemi genellikle Nisan ve Temmuz aylar arasinda olmaktadir ve yavrulart ayni
yilin Kasim ve Aralik aylarinda eriskin hale gelirler (King vd., 1991). Larvalar yaklasik bir ay
stireyle kulucka evresi gecirirler. Bu siirenin sonunda yumurtadan ¢ikan larvalar {i¢ instar
gecirirler. Son olarak prepupa evresine eriserek topraga diiserler ve pupa olustururlar. 40 giin
sonra geng erginler pupa evresini tamamlar ve topraktan ¢ikarlar (Moser, 1989). Ulkemizde
iiretim laboratuarlarinda muhtemelen iklim kosullari nedeniyle biitiin bu evreler daha kisa
siirmektedir (Gorktiirk, 2007).

Biyolojilerinin bir sonucu olarak, R. grandis erginleri, kabuk altinda ya da pupa evrelerini
gecirdikleri toprakta, uzun siire canli kalabilmekte ve bu sayede yilin herhangi bir diliminde

rastlanan D. micans popiilasyonlarinin ¢ogu evrelerinden etkili bir sekilde yararlanmaktadir
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(King vd., 1991). R. grandis’in larva, prepupa ve ergin sathalarindaki davraniglar1 ve hayat
dongiisii zamanlamalar1 hakkinda edinilen bilgiler bu tiiriin mitkemmel bir hayatta kalma
stratejisine sahip oldugunu gostermistir (Fielding ve Evans, 1997).

R. grandis yiiksek bir tarama yetenegine sahiptir ve D. micans galerilerinin %80’ inden
daha fazlasinda bulunmaktadir (Grégoire vd., 1985). R. grandis D. micans’m hem larva hem
de ergin allomonlarin1 algilama yetenegine sahiptir ancak R. grandis disileri D. micans’in
larva digkist olmadiginda yumurta birakmazlar (Grégoire vd., 1984b). R. grandis’leri D.
micans galerilerine ¢ceken anahtar allomonlarin bu boceklerin erginleri tarafindan {iretildigi
sanillan exo-brevicomin ve D. micans larvalari tarafindan iiretilen (-)-verbenone oldugu
tahmin edilmektedir (Tgmmeréas vd. 1985).

R. grandis erginleri avlarimin yerini belirlemek konusunda ¢ok gelismistir, D. micans
stiriilerinden cevreye yayilan kimyasal sinyalleri hemen hissederler (Wainhouse vd., 1991,
1992; Grégoire vd., 1992). Kabugun altina girdiklerinde eger larva safhasinda av
bulamazlarda R. grandis erginleri D. micans yumurtalariyla beslenebilirler, bdylelikle
stiriilerde kayda deger popiilasyon azalmalarina yol agarlar (Evans ve Fielding, 1994). Eger D.
micans larvasi mevcutsa, predatorler ciftlesir ve yumurta birakirlar, yumurta miktart siirtideki
av yogunlugu ile orantihidir, bu durum biiyiik ihtimalle D. micans larvalarmin kiimelesme
feromon konsantrasyonunu yansitmaktadir (Fielding ve Evans, 1997). Ebeveyn R. grandis’ler
yavrularmin ilk beslenmesine 6nayak olmak i¢in D. micans larvalarimi yaralarlar. Predator
larvalar1 kurbanlarinin iizerinde kiimelenirler, D. micans larvalarinin yumusak govdelerini
yagmalayarak tamamen tiiketirler ve sadece kabugunu birakirlar. Ug larva instarlar siiresince
biiylirken R. grandis larvalar1 direk olarak avlarma saldirir ve tiiketirler. Tamamen
doyduklarinda, R. grandis larvalan prepupa safthasina girerler ve cogunlugu D. micans
stirilerinin bulundugu sistemi terk ederler, agactan atlayarak topraga diiserler ve burada pupa
olusturarak sonunda ergin hale gecerler ve yeni bir nesil olustururlar.

Diger arazi gozlemleri ve deneyler R. grandis’in ¢cok gelismis bir konak bulma yetenegine
sahip oldugunu ve cok genis alanlara yayilabildigini gostermistir. Erginlerin Ingiltere’de
saliverilmelerinden 28 giin sonra 200 m’ye kadar yayilabildikleri gbézlenmistir. Bunun yani
sira arastirmalar predatoriin en yakin istiladan 9 km uzakliktaki izole orman bloklarinda D.

micans popiilasyonlarimi bularak orada egemenlik kurduklarini gostermistir.
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1.1.3. Faydah Boceklerde istenmeyen Enfeksiyonlar

Genel olarak bocekler etrafta ugusarak veya gezinerek insanlan rahatsiz eden kiiciik ve
Onemsiz canlilar gibi degerlendirilir. Cogunun zararli veya sinir bozucu oldugu
diisiiniilmektedir. Asinda, faydali bocekler insan hayatina ¢ok onemli katkilar saglamaktadir.
Dogrudan bir iiriin elde edilerek gozle goriiliir bir fayda saglamasa bile aslinda biz farkinda
bile olmadan ekonomiye ¢ok biiyiik katkis1 olan tozlasmaya yardimci bocekler bunun en
onemli 6rneklerinden biridir. Faydali bocekler denilince akla oncelikle bal aris1 gelmektedir.
Bunun yam sira ipek bocegi de ticari oneme sahip faydali bir bocektir. Ayrica, kitle iiretimi
yapilarak zararli boceklere karsi kullanilan, faydali bocekler de vardir ve bunlar da yine
dogrudan olmasa bile hatir1 sayilir bir sekilde ekonomiye katki saglamaktadirlar. Literatiire
bakildiginda 6zellikle bal, ipek gibi ticari iirtinler i¢in yetistirilen ve ekonomiye katki saglayan
boceklerdeki hastaliklar {izerine detayli aragtirmalar yapilmistir ve halen siirmektedir. Ancak,
biyolojik miicadelenin ka¢inilmaz oldugunun anlasilmasiyla beraber, zararli bdcek
popiilasyonlarimi baskilamak i¢in kullanilan predator boceklerdeki istenmeyen enfeksiyonlar
da oOnem kazanmistir. Asagida ticari Oneme sahip iic bocekteki microsporidian

enfeksiyonlariyla ilgili arastirmalara kisaca deginilmektedir.

1.1.3.1. Apis mellifera’da Microsporidian Enfeksiyonu

Bal anis1 Apis mellifera irettigi besin degeri yiiksek bal nedeniyle beslenen ve ticari
anlamda da degere sahip onemli bir faydali bocektir. Bu bocek de diger bocekler gibi dogal
diismanlara sahiptir. Bu dogal diismanlar iizerine pek ¢ok calisma yapilmistir ve bunlarin
arasinda literatiirde yer alan microsporidian patojenleri de bulunmaktadir. Bu baglamda
Nosema apis bal arilarinda hastalik yapan en yaygin patojenlerden biridir (Bailey ve Ball,
1991; Matheson, 1996; Fléché, 1997; Fries, 1997). Bal arilarinda hastalia neden olan bu
microsporidian patojeni ar1 kolonilerinin tamamen Olmesiyle bile sonuclanabilmektedir
(Farrar, 1947; Woyke, 1984; Fries, 1988, 1997). N. apis bal anlarinin (A. mellifera’nin)
yetistirildigi neredeyse biitiin iilkelerde rastlanan (Matheson, 1996) ve kovanin iiretkenligi
iizerinde kayda deger bir olumsuz etkiye sahip olan 6nemli bir microsporidian patojenidir
(Goodwin vd., 1990; Anderson ve Giacon, 1992; Wilde ve Bratkowski, 1995). N. apis
enfeksiyonu A. mellifera tiiriine ait ergin bal arillarinin orta bagirsak epitel tabakasim etkiler.

Enfeksiyon sindirim sikintilar1 ve arinin yasam siiresinde kisalmaya neden olarak 6zellikle kis
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kosullart sonrasi ar1 popiilasyonlarinda azalmayla sonuglanir (Ritter, 2001). Bu noktada sunu
vurgulamak gerekir ki; N. apis sadece ergin arilarin bagirsak dokusunda enfeksiyon yapan
(De Graaf ve Jacobs, 1991) ve sporlann hastalikli bireylerin diskilar1 vasitasiyla cok
miktarlarda ortama dagilabilen bir patojendir (Bailey, 1981). Hastalik bdcekler arasinda
kontamine olmus peteklerin ve su kaynaklarinin sindirilmesi (L’ Arrivee, 1965), besin veya
diger salgilarin alis verisi (Webster, 1993) ve belki de bal depolari ve ezilmis hastalikl

arilarin da vasitasiyla gegcmektedir (Fries, 1993).

1.1.3.2. Bombyx mori’de Microsporidian Enfeksiyonu

Urettigi ipek nedeniyle ticari 6neme sahip ipekbocegi Bombyx mori L. iilkemizde 6zellikle
Bursa’da yetistirilmekte ve ekonomiye belli bir katki saglamaktadir. Ulkemizde 1500 yillik
bir gecmise sahip olan ipekbocegi yetistiriciligi diinyada sadece 16 iilkede uygulanan bir
tarim koludur. Bu iilkeler arasinda 2003 yili verilerine gore Tiirkiye ipekbocegi kozasi
iiretiminde 9. sirada yer almistir (Aydin vd., 2007). Bu faydali bocegin en 6nemli diismam
‘karataban hastalig1’ olarak da bilinen Nosema bombycis (Naegeli, 1857) tiirii microsporidian
patojeninin sebep oldugu ‘Pebrin hastalifidir’ (Aydin vd., 2007; Hatakeyama ve Hayasaka,
2002, 2003; Jyothi vd., 2004; Keeling ve Fast, 2002; Patil vd. 2001). N. bombycis
enfeksiyonunun biyolojisine bakildiginda, hayat dongiisiinii tamamlamas1 soguk iklimlerde
bir hafta, sicak iklimlerde ise dort giin siirmektedir (Akbay, 1986; Mimioglu vd., 1969).
Enfeksiyona yol agan sporla iki yol ile bulasmaktadir. Horizontal bulagmada diski ile disar
atilan sporlar besin ve su kaynaklarin1 kontamine eder ve bu kaynaklari kullanan diger
bireyler de agiz yoluyla sporlar1 alirlar. Diger yol ise vertikal bulagsmadir ve disi kelebegin
yumurtaligina yerlesen N. bombycis patojeninin burada oositlerde cogalarak sporlarinin
transovarial olarak gelecek nesillere ge¢mesini saglamasi sonucu gerceklesir (Aydin vd.,
2007). Vertikal bulagsmadan dolayi, bir ipekbocegi kolonisinde pebrin hastaligi bir defa
gelistiginde, diger nesil de etkileneceginden, N. bombycis ile enfekte tiim ipekbocekleri imha
edilmektedir. Bu durum, ipek iiretiminde azalmaya ve sonugta onemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Hatakeyama ve Hayasaka, 2002, 2003; Jyothi vd., 2004; Patil vd. 2001). N.
bombycis patojeni ipekboceklerinde, yumurta iiretimini de olumsuz etkilemektedir. Hastalik
ozellikle larva doneminde bagisikligi daha az olan bireyleri etkilemektedir. Geng larvalar,
iclerinde bagisikligi en az oldugundan en ¢ok tahribat bu bireylerde meydana gelir (Aydin vd.,

2007). Hastaligin ileri sathalarinda larvalar halsiz, cansiz ve donuk bir hal alirlar. Bunun yan1
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sira biiylimelerinin yavaglamasi ve diizensizlesmesi de pebrin hastaliginin en carpici
makroskobik belirtileridir. Hastaligin son safhalarinda larvalarin pas rengini almasi,
viicutlarin1 kaplayan kiitikiil tabakasinin burusmasi ve 6zellikle ayak tabanlarinda sekilsiz,
koyu kahverengi veya siyah noktalar goriilmesi nedeniyle halk arasinda “karataban” olarak
amlmaktadir (Aydin vd., 2007). ipek bezleri de enfeksiyondan etkilenmektedir. Etkilenme
kiitlelerinin azalmasi ve ipek bezlerinin, spor yapilarinin hizla ¢ogalmasi sonucu, beyaz bir
siv1 ile dolmasi seklinde olmaktadir. Sonug olarak larvalar pupa evresine gecmeleri icin uygun
ortam saglansa bile koza drememektedir (Aydin vd., 2007). Baz1 bocekler ¢cok az miktarda
ipek salgilamay1 basarsalar bile sonra yere diismektedirler. Kelebeklerde ise pullarin
dokiilmesi, karin ve kanat pullarinda renk degisikligi, kanatlarda sekil bozuklugu gibi
makroskobik belirtiler goriilmektedir. (Akbay, 1986). N. bombycis’in yam sira ipek
boceklerinden birka¢ tane daha microsporidian cinsi bulunmustur (Bhat, Nataraju, 2007;
Govindan vd., 1998). Bu da arastirmalar arttik¢a hastalik etmenlerinin sayisinin da arttigini
gostermektedir. Microsporidian enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili oldugu deneylerle
kamtlanmis bir takim ilaglar vardir. Ornegin, albendazol ve fumagillin uygun dozlarda
kullanildiklarinda hastalik tamamiyla tedavi edilebilmektedir (Haque vd., 1993; Jason vd.,
2001). Bu nedenle ipekbdcegi gibi faydali boceklerdeki hastalik etmenlerinin tiir seviyesinde
teshisi ve tanimlanmasi cok Onemlidir. Boylelikle mevcut ilaglar yeni tiirler iizerinde

denenerek etkinlikleri ve gerekli dozlar belirlenebilir.

1.1.3.3. Hippodamia convergens’te Microsporidian Enfeksiyonu

Ugur bocekleri ¢ok yaygin olmalari, kolaylikla bulunabilmeleri ve yaprakbitleri ile
beslenmeleri gibi 6zellikleri nedeniyle bahgelerde biyolojik miicadele ajami olarak kullanilan
boceklerdir. Yakinsak ugur bocegi olarak da bilinen Hippodamia convergens Guérin-
Meéneville de Giiney Amerika’da siklikla bahgelerde biyolojik miicadele ajani olarak
kullanilan ve kisladiklar1 daglardan her yil 6zel olarak toplanip ticari olarak satilan bir ugur
bocegi tiiriidiir. Bu boceklerde, hastalik yapan tiirii belirlenememis bir microsporidian
patojeni bocegin genel hayatta kalma potansiyelini ve iiretkenligini yaklasik yar1 yariya
azaltmaktadir (Joudrey ve Bjgrnson, 2007). Bu da bocegin biyolojik miicadelede kullanimini
olumsuz etkilemektedir. Ayrica bazi microsporidian tiirlerinde oldugu gibi bu bocekte
bulunan microsporidian patojeni da yilizde yiiz yatay tasimma sahiptir (Joudrey ve Bjgrnson,

2007). Bu da hastalifin bir sonraki nesle mutlaka bulasacagi anlamina gelmektedir.
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Dolayisiyla popiilasyonda hastalikli bir bireyin bulunmasi daha sonraki nesilleri de olumsuz

etkileyeceginden biyolojik miicadelede basaris1 kayda deger bir sekilde azalacaktir.

1.1.4. R. grandis’in Uretimini Olumsuz Etkileyen istenmeyen Enfeksiyonlar

Faydali boceklerdeki istenmeyen enfeksiyonlarin ve ozellikle de microsporidian
enfeksiyonlarinin olumsuz etkileri yukarida da bahsedildigi gibi giincel bir konudur ve bu
konuda cesitli arastirmalar yapilmaktadir. Ozellikle biyolojik miicadele ajan1 olarak kullamlan
faydali boceklerde, hastalifa neden olan microsporidian patojenleri, bu tezin ilgi alanina
girmektedir. Yukaridaki ugur bocegi Orneginden de anlasilabilecegi gibi microsporidian
patojenleri Ozellikle biyolojik miicadelede kullanilan bir bocek i¢in siddetle istenmeyen bir
durumdur. Bal aris1 6rneginde oldugu gibi bu tiir hastaliklarla basa ¢ikmak miimkiindiir ancak
konu edilen microsporidian patojeninin tiir seviyesinde detayli olarak calisilmis olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle microsporidian tiirlerinin yapisi, biyolojisi ve taksonomisi

hakkinda detayli bir aragtirma yapilmistir.

1.1.5. Microsporidian Patojenlerinin Biyolojisi

Microsporidian patojenlerinin biyolojisi asagida iki baslik altinda detayli olarak
anlatilmaktadir. Microsporidian sitolojisi ve gelisiminin temelleri bagligi altinda yapilarin
sitolojik oOzellikleri ve gelisim dongiilerinin ayrintilar1 irdelenmektedir. Microsporidian
patojenlerinin elektron mikroskobundaki yapisi ve taksonomisi baslig1 altinda microsporidian
patojenlerinin en yaygin evrelerinin yani sporlarin detayli yapist ve bu yapilarin taksonomide

kullanimi anlatilmaktadir.

1.1.5.1. Microsporidian Sitolojisi ve Gelisiminin Temelleri

Microsporidian karakterizasyonu alaninda ilk calismalar Vavra (1976b,c) tarafindan
yapilmistir ve bu incelemelerdeki bilgiler halen gecerlidir. Microsporidian cekirdeginin
biyolojisi Raikov (1982) tarafindan incelenmistir.

Microsporidian enfeksiyonunun karakteristik sathasi spor yapisidir. Spor en uzun siireye

sahip gelisimsel evredir ve 151k mikroskobu seviyesinde bir microsporidiana ait oldugu
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kolayca belirlenebilen tek evredir. Sporlarin olmadigi durumlarda, bir uzman tarafindan bile

spor Oncesi evrelerin teshisi ¢cok zordur.

1.1.5.1.1. Spor

Sabitlenmemis microsporidian sporlar1 genellikle 2-7 pm uzunlugundadir, ancak
fiksasyon sirasinda kayda deger bir sekilde kiiciilmektedir. Cogu tiir oval veya kayik sekilli
sporlara sahiptir, ancak cubuk sekilli veya dairesel sporlar da bazi cinslerin karakteristik
ozellikleridir. Birkac cins, 6zgiin sekilli sporlara sahiptir (Sekil. 6). Istisnalar hari¢ dis yiizey
genellikle piiriizsiizdiir.

Spor duvan kalin, kitin iceren koruyucu bir tabakadir (Erickson ve Blanquet, 1969; Vavra,
1976b) Normalde ii¢ kisim ayirt edilebilir. En dista 10->200 nm kalinliginda, elektronca
yogun ekzospor vardir. Yart saydam orta tabaka, endospor bazi tiirlerde yoktur veya az
gelismistir. I¢ plazma zar1 7 nm kalinliginda tek katl bir zardir. Plazma zar1 ve ekzospor
(istisnalar haric) tiim spor ¢eperinde aym kalinliktadir. Endospor 6n kutupta dar bir tabakaya

doniisiir.

Sekil 6. Sekil cesitliligini gostermek i¢cin microsporidian sporlarinin
sematik goriiniimii A: kiiresel (Buxtehudea); B-D: oval (B-
Nosema, C-Inodosporus, D-Caudospora); E: fig1 seklinde
(Amblyospora); F. Parathelohania; G: Weiseria, H-K:
armut seklinde (H-Systenostrema, 1-Bohuslavia, K-
Pyrotheca); L-N: cubuk seklinde (L-Mrazekia, M-Jirovecia,
N-Toxoglugea Olcek: Sum). (Larsson, 1986°dan)
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Spor cogunlukla posterior bolgesinde bir veya iki ¢ekirdege sahiptir. Eslesmis ¢cekirdekler
bir diplokaryon seklinde siki sikiya birlesmislerdir (sensu Sprague ve Vernick, 1974).
Cekirdek alisilmis okaryotik tiptedir, cift katli zara sahiptir. Kiiresel veya oval nadiren de at
nal1 seklindedir (Vivier ve Schrevel, 1973; Larsson, 1982).

Sitoplazma serbest ribozomlara ve karakteristik bir sekilde konumlanmis endoplazmik
retikuluma sahiptir. Ust iiste yigilmis zar keseleri, keselerin arasinda sandvi¢ halinde
ribozomlarla sikistirdmustir. Yiginlarin dis yilizeyi tamamen ribozomlardan yoksun gibi
goriinmektedir. Ishihara ve Hayashi (1968), yaptiklar1 ¢aligmalarda ribozomlarin ¢ogunlukla
monoribozomlar oldugunu ve tortulagsma katsayilarinin 70S olmadugunu bulmuslardir. Bu da
okaryotik microsporidian patojenlerinin, prokaryotik o6zellikteki ribozomal RNA’ya sahip
olduklar1 anlamina gelmektedir. Microsporidian patojenleri sadece hiicre ici parazitler
oldugundan tiim gelisimsel evreler mitokondriden yoksundur. Ihra¢ etme aparati (polar
filament) microsporidian patojenine 6zgiidiir.

Polar filament sporun anterior kutbuna baglidir ve sporun posterior yarisinda genellikle iki
veya daha fazla katman olusturacak sekilde sarmal olusturmaktadir. Dis tarafindan tek kath
zar ile ¢evrelenmistir ve enine kesitlerinde degisken elektron-yogunluklu ve yari saydam
tabakalar goriilebilmektedir. (Weidner, 1976).

Anchoring aparatinin boyuna kesiti bir mantar1 andirmaktadir, filamentin kivrilmis
anchoring diski sapkasin1 ve filamentin s§ismis, sogansi eklenti kesiti de sapini
olusturmaktadir. Kesitlerde disk yan yana sirayla dizilmis elektronca yogun ve elektronca
saydam tabakalar seklinde goriiniir.

Anchoring disk, polar filamentin tek katli zarmin devami olan polar kese iginde
bulunmaktadir (Petri ve Schigdt, 1966). Polar kese polaroplastin anterior kismini
cevrelemektedir. Microsporidian patojenlerinin biiyilkk cogunlugunda polaroplast sporun
biiyiik bir kismin1 olusturmaktadir.

Cogu microsporidian sporunun posterior kutbuna yakin bir konumda, zarla cevrili,
posterior vakuol olarak adlandirilan yap1 bulunur. Vernick ve ¢alisma arkadaslar1 (1977) polar
filamentin bu yap1 tarafindan meydana getirildigini dogrulamistir. Her ne kadar bu alan klasik
Golgi aparatindan morfolojik olarak farkli olsa da, bu organele karsilik geldigi sonucuna

vartlmistir (Vernick vd., 1977).
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1.1.5.1.2. Polar Filament Cikarma ve Enfeksiyon

Microsporidian patojenleri yeni konaga degisik yollardan bulasabilir. En yaygin giris
sindirim sistemi yoluyla olandir. Ayrica yumurtalar yoluyla da bulasabilirler veya kiitikiiladan
bir takim vektorler yardimiyla giris yapabilirler (Kramer, 1976). Uygun bir konak igerisinde,
genellikle bagirsakta, spor polar filamentini ihra¢ eder. Bu islem sirasinda dogal konakta
mekanik (besinlerin Ogiitiilmesi gibi) ve kimyasal uyaranlarin (6rnegin; pH, ozmos veya
enzim ve katyonlarin kompozisyonu ve konsantrasyonu) etkin olduguna inanilmaktadir. Thrag
edilen polar filament esit genislikte bir bosaltim tiipii olusturur ancak boyu filamentten biraz
daha uzundur. Filament ¢ikarma isleminin, bir eldivenin parmag gibi ters ¢evrilerek meydana
geldigi diistiniilmektedir (Lom ve Vavra, 1963b).

Bosaltim tiipii bir epitelyum hiicresinin duvarindan gecer ve sporoplazma, bulasici hiicre,
tiip vasitasiyla enjekte edilir (Ishihara, 1968; Weidner, 1972). Sporoplazmanin plazma zari,
polaroplastin zarindan meydana gelmektedir (Weidner vd., 1984).

Polar filamentin deneysel olarak ihra¢ edilebildigi iyi bilinen pek ¢ok metot vardir. Bu
metotlar mekanik basin¢ uygulama, kurutup yeniden 1slatma, dondurup ¢6zdiirme veya cesitli

tuzlar, asitler veya bazlar ile muamele etmeyi igerir. (Dall, 1983; Weidner ve Byrd, 1982).

1.1.5.1.3. Cogalma

Microsporidian patojenlerinin gelisimi iki cogalma boliimiinii icerir: merogoni (vejetatif
cogalma) ve sporogoni (sporlarin olugmasi). Merogoni kisa bir siireye sahiptir ve dikkatli
irdelenmedigi siirece gozden kacabilir. Sporogoni ise kalici ve belirgin sporlar ile sonuglanir.
Dogadan toplanmis materyal ile yapilan ¢alismalarda elde edilen microsporidian patojenleri
genellikle spor asamasindadir.

Merogoni ve sporogoni terimleri Microspora’da Apicomplexa’da oldugundan daha genis
bir anlamda kullanilmaktadir. Levine (1971) merogoni ve sporogoniyi sizogonial ¢ogalma
olarak tammlamistir. Ancak, Microspora’da merogoni ve sporogoni ikili fizyon, plasmotomy
(¢ok cekirdekli bir hiicrenin arka arkaya boliinmesi) veya sizogoni (¢oklu tomurcuklanma)

seklinde meydana gelebilir (Sekil. 7).
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Sekil 7. Hiicre bolinme sekilleri A-ikili fizyon, B-Plasmotomi, C-
Schizogoni. (Larsson, 1986’dan).

Cogu microsporidian patojeninde biitiin sporoblastlar sizogoni ile ayn1 anda olugsmaktadir.
Boliinmelerin sekli, plazmodyumun bigimi ve meydana gelen yavru hiicre sayisi taksonomide
faydali olabilecek karakterlerdir,

Nosema apis (Gray vd.,1969)’in gelisiminde oldugu gibi merogoni ve sporogoni konakta
ayn1 dokuda bulunabilir veya; Culicosporella lunata (Hazard vd., 1984)’da oldugu gibi aym
konagin farkli dokularinda goriilebilir veyahut da; Amblyospora sp. (Andreadis, 1983)’te

oldugu gibi aym konak tiiriiniin farkli nesillerinde bulunabilir.

1.1.5.1.4. Cekirdek Boliinmesi ve Eseysel Islemler

Raikov (1982) tarafindan kullanilan siniflandirmaya goére, microsporidian patojenlerinin
cekirdegi biiyiik niikleoplazma bolgeleri ve ¢ogunlukla dagilmis kromatin iceren keseli bir
yapiya sahiptir. Microsporidian ¢ekirdeklerinde ¢ekirdekcik nadiren goriilmektedir.

Microsporidian mitozu genellikle boliinmekte olan sporontlar iizerinden calisilmistir.
Mitoz sirasinda g¢ekirdek zarfi korunur ve mitotik ig iplikcikleri hiicre i¢indedir (Raikov,
1982).

Mitoz ile iliskilendirilen yapilar mikrotiibiiller, merkezcil plakalar, kinetokorlar,

kromozomlar ve polar keselerdir. Mitozdaki ig ipliklerinin mikrotiibiillerinin c¢ap1 c. 15
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nm’dir. Tek bir tarafta bircogu kromozomlarin kinetokorlarina baglanmistir, diger taraflar ise
bir organizasyon merkezine baglhidir. Microsporidian patojenlerinin sentriolleri yoktur.
Merkezcil plaka dairesel bir yapidir. Kaydedilen ¢aplar 70 nm ile 400 nm’den daha biiyiik
degerler arasinda degismektedir. Sitoplazmada merkezcil plakalarin ¢evresinde kesecikler
toplanmaktadir.

Mitozun baslangicinda ¢ekirdegin tek bir plakasi vardir. Plaka, ig iplik¢ikleri ve
kromozomlar boliiniir ve iki yarim ig iplikgigi c¢ekirdegin farkli kutuplarina gog. Cift
cekirdekli niikleuslarda ig iplikciklerinin tiibiilleri niikleuslar arasindaki baglantiya paralel
olarak uzanirlar. Son olarak kromozomlar kutuplara cekilir ve cekirdek zarfi ikiye
bogumlanir.

Mayoz veya indirgeme boliinmesi genellik synaptonemal komplekslerin meydana gelmesi
ile ortaya c¢ikar. 90-100 nm genisligindeki kompleks, fibriller ile bir merkezi elemana
baglanmis iki yanal eleman ile birlikte ii¢ boliimlii bir yapiya sahiptir. Snaptonemal
kompleksler hem monokaryotik (tek ¢ekirdekli) hem de diplokaryotik sporontlarda
gozlemlenmistir.

Hazard ve calisma arkadaglar1 yakin zamanda microsporidian patojenlerinde eseysel
islemlerin gerceklestigini agiga cikarmislardir (Hazard vd., 1984, 1985). Hazard vd. yaptiklar
calismada, larvalarda bu microsporidian patojenlerinin sporlarimi besin yolu ile aldiktan bir
veya iki giin sonra gamont adi verilen monokaryotik hiicreler gozlemlenmistir. 3. ve 4.
giinlerde, gamet olarak yorumlanan evreler gdzlemlenmistir. Gamet adi verilen bu hiicreler
tekrar tekrar boliinerek kan hiicrelerini monokaryotik yavru hiicreler ile doldurmuslardir.
Sonunda hemositler pargalanmakta ve gametler plazmogami gecirdikleri ve ikiser ikiser
birlestikleri hemolenf icerisine birakilmaktadir. Bu sekilde meydana gelen, meront ad1 verilen,
hiicrelerde her biri bir gametten gelen iki c¢ekirdek, merkezi bir diplokaryon olusturacak

sekilde bir araya gelmektedir.

1.1.5.1.5. Gelisim Dongiileri

En azindan bes farkli gelisim dongiisii ayirt edilebilir, ancak bircok microsporidian tiirii
icin hayat dongiisiiniin yalnizca bir kismi bilinmektedir.
Dongii 1. Tiim gelisimsel evreler tek ¢ekirdekli (Sekil. 8A). Ornekler: Unikaryon,

Encephalitozoon, Pleistophora.
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Dongii 2. Tum gelisimsel evreler diplokaryonlar olarak ciftler halinde cekirdeklere sahip
(Sekil. 8B). Ornekler: Nosema, Caudospora, Octosporea.

Sekil 8. Microsporidian gelisim dongiilerinin sematik gosterimi A. Dongii I,
B. Dongii II, C. Dongii III, D. DongiilV (D-diplokaryon, M-
merogoni, S-sporogoni, SP-spor) (Larsson, 1986’dan).

Dongii 3. Merogonial evreler diplokaryotik. Diplokaryotik sporont izole c¢ekirdekli
sporogonial plazmodyumu olusturur ve sonra da tek cekirdekli sporoblastlar olusur (Sekil.
8C). Sporont ¢ekirdeginin ilk boliinmesi muhtemelen her zaman mayotiktir. Biiyiik ihtimalle
merogoninin sonunda niikleer fiizyon, karyogami ile gerceklesmektedir. Ornekler:
Thelohania, Systenostrema, Trichoduboscqia.

Dongii 4. 1ki farkli tip sporun iiretildigi dimorfik gelisim. Bir seride tiim evreler ciftler
halinde, diplokaryotik ¢ekirdeklere sahiptir. Bir bagka seride merogonial evreler ve sporont
diplokaryotiktir ve mayoz boliinmeden sonra monokaryotik sporoblastlar olusur (Sekil. 8D).
Bilyiik ihtimalle merogoninin sonunda karyogamiye sahiptir. Ornekler: Burenella,

Amblyospora (kismen), Culicosporella.
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Dongii 5. iki konakl1 yasam dongiisii. Diplokaryotik evreler ve monokaryotik evreler birbirini
izler. Ornek: Amblyospora.
Iki konakli hayat dongiisiine sahip microsporidian patojenlerinin varligma dair ilk bariz

kanit Sweeney vd. tarafindan 1985°te bildirilmistir.

1.1.5.1.6. Spor Oncesi Donemlerin Sitolojisi

Sporoplazmalar, merontlar ve merozoitler, biiyiilk merkezi ¢ekirdekli veya diplokaryonlu,
yuvarlaklagsmis veya hafifce yamuk sekilli hiicreler olarak morfolojik acidan birbirinin
aymdir. Hiicre zarf1 tek katli bir zardir. Sitoplazma homojen olarak graniilliidiir ayrica ¢ok
sayida serbest ribozoma ve az gelismis endoplazmik retikuluma sahiptir. Sik dizilmis
keseciklerin bulundugu alanlar ilkel Golgi kompleksleri olarak yorumlanmistir (Vavra, 1965).
Bunlar sporont evresinde daha belirgindir. Microsporidian gelisiminin tiim evreleri
mitokondriden yoksundur.

Merozoitten sporonta doniisiim esnasinda iki énemli degisiklik meydana gelir. Graniillii
endoplazmik retikulum artar ve cisternae cekirdek cevresinde ortak merkezli katmanlar
halinde dizilir. ikinci olarak plazma zarinmn kalinligi ve karmasikligi disaridan elektronca
yogun materyal eklenmesi ile birlikte artar. Geng¢ sporontlar hiicrenin cevresine yakin
keseciklere, yahut paramural cisimcikler veya scindozomlar olarak bilinen, hiicre duvarinin
olusumuna katkis1 oldugu varsayilan gegici yapilara sahiptirler (Vavra, 1976a).

Sporoblastin hiicre zarfi, plazma zarinin dis kisminda, ¢ogunlukla olgun sporun yiizey
tabakas1 olan ekzospor ile 6zdestir. Kitin igeren, olgun sporlarda belirgin olarak bulunan
endospor tabakasi, sporoblastin hiicre duvarinda baslangi¢ta bulunmamaktadir. Bu tabaka
sporun morfogenezinin ilerleyen sathalarinda olusturulmaktadir ve endosporun gelismesi spor
olgunlagmasini sonlandirmaktadir. Polar filament ve polaroplast, sporoblastlarda ve
olgunlagmamis sporlarda olusurlar. Sporogonial plazmodyumun merkezinde bir Golgi aparati
bulunabilir ve bu sporoblastlar arasinda boliisiiliir (Larsson, 1985). Bu yap1 hiicrenin posterior
kisminda, cogunlukla c¢ekirdege yakin bir yerde bulunur. Polar filament Golgi aparati
tarafindan olusturulmaktadir. Polar kese ileride olusacak taslak polar filamentin anterior
ucunda gelisir. Filamentin uzunlugu arttiginda u¢ kismi olgunlagsmamis sporun anterior
kutbuna dogru itilir. Kompleks anchoring aparati polar kesenin icerisinde gelisir ve

sonrasinda basit ilkel filament ¢ok katmanli bir organele doniisiir. Polaroplast sporoblastta ilk
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olarak polar filamentin anterior kismindan cikan tiibiiler ¢ikintilar halinde gelisir. Bunlar
kompleks ve odacikli veya lamelli bir organele genisler veya farklilagir.

Cok sayida microsporidian patojeni bir zarf i¢inde spor olusturur. Cogu tiir icin bu,
sporogoninin baslarinda sporontun hiicre duvarindan ¢ikintilar halinde meydana gelir. Cogu
microsporidiolojist, bu yap1 i¢in Gurley (1893) tarafindan Onerilen, Thélohan (1892)
tarafindan tiiretilen ‘pansporoblast’ terimini tercih eder. Microsporidian patojenlerinin spor

iceren keseleri i¢cin ‘Sporofor kesesi’ en uygun terim gibi goriinmektedir.

1.1.5.2. Microsporidian Patojenlerinin Elektron Mikroskobundaki Yapisi ve
Taksonomisi

Gecgen iki yiizyilda microsporidian patojenlerinin elektron mikroskobundaki yapisi ile
ilgili cok bilgi toplanmistir. Bu bilgiler sistematik bir bicimde sunulmamistir ve elektron
mikroskobu karakterleri tiir seviyesinin lizerindeki taksonomik calismalarda ¢ok yaygin

olarak kullanilmamistir.

1.1.5.2.1. Ekzospor

Ekzospor ¢ogunlukla basitge elektronca yogun bir tabaka olarak tanimlanir. Ancak
ekzosporlar goriiniim bakimindan basit katmanlasmamis yapilar ile karmasik cok tabakali
yapilar arasinda degiskenlik gosterirler.

Ekzospor sporont tarafindan iiretilir. Baz1 tiirlerde cok hizli bir sekilde son asamasina
farklilagir ve tamamen gelismis ekzospor sporoblastlar tomurcuklanarak ayrilmadan once
mevcuttur.

Suda sisen mucocalyx tabakasi (Lom ve Vavra, 1963a; Vavra ve Barker, 1980), elektron
mikrosobuyla ayri bir yap1 olarak goriintiilenemez.

Tamamen gelismis bir ekzosporun morfolojisi ve morfogenezi ile ilgili bilgiler
birlestirilerek, en azindan dort farkli morfolojik tip ayirt edilebilir. Bunlardan ikisi (II ve III)
muhtemelen filogenetik olarak akraba cinsleri karakterize etmektedir. Ozellesmemis
ekzosporlar yakindan akraba olmayan cinsler arasinda ortaktir. Son grup (IV) cok 6zellesmis
ekzosporlarin polifiletik bir toplulugudur, bu da az sayida cinsin karakteristigidir. Asagida
yaygin ekzospor tipleri maddeler halinde verilmektedir.

Tip 1. Ekzospor homojen elektronca yogun maddelerden olusmustur. Baz tiirlerde ekzospor

sporontun yiizeyinin {iistiinde birbirine esit uzaklikta paralel teller halinde uzanmaktadir
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(Barker, 1975; Canning vd., 1983). Olgun sporun ekzosporu homojen bir tabakadir. Eger bir
sporofor kesesi mevcutsa, kesenin zarf1 ekzospor ile baglantili degildir.

A. Ekzospor ince (genellikle 20 nm’den daha ince), projeksiyonsuzdur.
B. Ekzospor kalin (genellikle 40-60 nm arasi), projeksiyonsuzdur.
C. Tibiiler ve fibrilli projeksiyonlara sahip ekzospor.
D. Tip 1I. Ekzospor Onciilii graniiler veya tabakalagsmis maddelerin yastik benzeri
birikintileridir. Olgun sporun ekzosporu normalde homojen bir sekilde elektronca yogundur.
Sporofor kesesi mevcuttur, cogunlukla ekzosporla baglantilidir.
A. Ekzospor onciilii graniilerdir. Ozdes olgun ekzospordan ¢ikan tiibiiler projeksiyonlar
ekzosporu sporofor kesesinin zarfina baglar.
B. Ekzospor onciilii kat kat elektronca yogun madde icerir. Olgun sporun ekzosporu ince,
homojen, sporlar ciftler halinde birbirine baglayan graniilli elektronca yogun maddeden
yapilma yamalara sahiptir. Sporofor kesesinin katlanmis zarf1 ekzospora baglidir.
C. Ekzospor oOnciilii her yerde esit bir sekilde elektronca yogundur. Olgun sporlarin
ekzosporu homojen bir sekilde elektronca yogundur. Sporoblastlar ¢iftler halinde homojen,
elektronca yogun maddeden yapilma kalin tellerle birbirine baglanmistir. Olgun sporlar
genellikle ciftler halinde tekdiize maddeyle birbirine baglanmis veya ciftler halinde
elektronca yogun madde ile sarmalanmistir. Sporofor kesesinin zarf1 ekzospor ile dogrudan
veya tiibiiller vasitasiyla baghdir.

D. Sporontun ekzospor Onciilii geliserek siirekli ve ¢cok katmanli bir hiicre duvari olusturur.

Bazen dis katmanlar, elektronca yogun i¢ katmani1 homojen bir ekzospor halinde birakarak,

kismen ayrilir.

Tip I1II. Ekzospor onciilleri katmanli elektronca yogun maddelerin birlestigi alanlardir.

Tabakalardan biri tek kath zar1 andiran bir yapiya bolinmiistiir. Asagida bu yapidan ‘gift-

katman’ diye s6z edilmektedir.

A. Olgun sporun ekzosporu incedir (c. 20 nm) ve cift katmanin i¢ ve dig kisimlarinda

graniillii madde yogun olarak bir araya toplanmistir.

B-D alt gruplan i¢in ekzospor basit yapili bir i¢ cift katmana ve katmansiz veya elektron
yogunlugu bakimindan c¢ok az farkli yaygin katmanlara boliinmiis bir yiizey tabakasina
sahiptir ve toplam kalinhig c. 30 nm’dir. I¢ kisimlarda elektronca yogun madde yaygin bir
graniillenme veya ayrik katmanl yapilar seklinde eklenmektedir.

B. I¢ kismina bitisik graniillii madde eklenmis basit yapida ekzospor, toplam kalinlik c. 35

nm.
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C. Cift katmanin i¢ kismindaki elektronca yogun madde kalin ve fibrilli bir tabaka olusturur,

anterior kutupta bu yoktur. Toplam kalinlik 150->200 nm.

D. Cift katmanin i¢ kisminda iki ayr1 tabaka bulunur, toplam kalmlik c. 70 nm.
Tip 1IV. Karmasik ekzosporlarin heterojen ve polifiletik bir toplulugudur. Onciilleri ¢ok
katmanli yapilardir. Ekzospor, sporoblastlar serbest kalmadan once tamamen gelismis hale
gelebilir. Yiizey tabakas her tiir icin karakteristiktir.

A. Ekzospor yiizeyi sagak benzeri yapidadir.

B. Olgun sporlar kopiiklii 151n yayan yiizey tabakasina sahiptir.

C. Sporont safhasindan itibaren, ekzospor, kalin, bal petegini animsatan odacikli dig

tabakaya sahiptir. Yiizey tek kath zar1 animsatan bir yapi ile cevrilidir.

1.1.5.2.2. Polaroplast

Microsporidian tiirlerinin  hepsi belirgin bir polaroplasta sahip degildir. Cogu
microsporidian tiirlerinde polaroplast sporun anterior kisminda bulunan ¢ok katli bir yapidir.
Polaroplast ilk olarak sporoblast veya olgunlagmamis sporda polar filamentten ¢ikan vesikiiler
cikintilar seklinde olusmaktadir. Bu yapilar zarla c¢evrili keseler olusturacak sekilde
genisleyerek birbirlerine daha yakin, sikigik bir goriiniim kazanirlar. Tamamen gelistiginde,
polaroplast polar filamentin kivrimsiz kismini ¢evreler. Polaroplastlarin ¢ogu anterior kisimda
daha genistir ve polar filamentin ilk kivrimia dogru incelmektedir. Posterior sinir belirgindir
ve sporun uzunlamasina eksenine diktir.

Enine kesitlerde polaroplastin lamelleri ve keseleri ya radyal olarak biitiindiir ve her bir
kese polar filamenti tamamen c¢evreler (Larsson, 1980) veya daha dardirlar ve bir ¢igcegin
tagyapraklar gibi dizilmislerdir.

Cogu microsporidian tiirleri iki belirgin bolgeye ayrilmig polaroplasta sahiptir. Anterior
bolgede keseler yakin ve diizenli bir sekilde dizilmis lameller halinde sikigsmistir. Posteriorde
ise daha az diizlesmislerdir ve daha diizensiz yapidadirlar. Bu iki bolgeye genellikle lamelli
polaroplast ve stingersi veya vesikiiler polaroplast isimleri verilir.

Polaroplast degisken bir organeldir ve birkag farkl tiptir.

Tip I. Anterior kisim sik dosenmis lamellere sahiptir, posterior kisim daha genis ve daha
diizensiz dizilmis keseler veya lamellere sahiptir. Dar lameller daha genis olanlardan, iki
farkli grup olusturacak sekilde, kesin olarak ayrilmistir. Microsporidian tiirlerinde en sik

rastlanan polaroplast tipi budur.
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Tip II. Biitiin polaroplast alt bolme olmaksizin her yerde ayni yapida kompartimanlara veya
keselere sahiptir. Enine kesitlerde polaroplastin kompartimanlar1 polar filamentin etrafinda bir
mozaik gibi dizilmislerdir.

A. Kompartimanlar sikisik, kese benzeri yapidadir.

B. Kompartimanlar graniillii veya bazen temiz bosluklar da igeren genis keseler veya

odaciklardan olusmustur.
Tip III. Anterior kisimda polaroplast, graniillii madde ile dolu ve siklikla temiz bosluklara
sahip genis bolmelerden olusmaktadir; bolmeler posterior kisma yaklastikca giderek daha
sikisik bir hal alirlar.
Tip IV. Olgunlagsmamis sporda anterior kisim graniillii icerige sahip yuvarlaklasmis keselerden
olugmaktadir, posterior kisim lamellidir. Olgun sporun polaroplasti iki kisimdan
olugmaktadir: graniillii icerige sahip bir anterior kese ve lamelli bir posterior bolge.
Tip V. Tersine donmiis polaroplast diizenli bir sekilde dizilmis lamelli iki farkli bolgeye
sahiptir. Anterior lameller genis, posterior lameller ise, orta bolgelerde asamali gegis
olmaksizin, dardir. Bu tip bir polaroplast, kompartimanlarin anterior kisimdaki genis
bolmelerden kademe kademe daralarak posterior kismin dar lamellerine doniistiigii, III. tip

polaroplasttan tamamen farklidir.

1.1.5.2.3. Polar Filament

Taksonomide genis kullanima sahip karakterler arasinda izofilar ve anisofilar yapi, degisik
kisimlarin uzunluk ve kalinliklari, kiviimli kismin kapladigr alan, kivrimlarin yerlesimi ve
egiklik acgis1 gelmektedir.

Filament ya bastan uca kadar aym kalinlikta (uca dogru cok az incelme olabilir), veya bir
noktada aniden daralarak proksimal kisimda genis ve distal kisimda dardir. Weiser (1977) bu
iki durum igin sirasiyla izofilar ve anizofilar terimlerini 6nermistir.

Anterior filament kivriminin egiklik agis1 Burges ve calisma arkadaglart (1974) tarafindan
bir taksonomik karakter olarak one siiriilmiistiir. Dogru bir sekilde ol¢iilmiis egiklik agilari
aym tiirlin farkli sporlar i¢in yaklagik 10°’lik bir sapma gosterir. Kivrim sayisi, kivrim capi
ve anizofilarlik gibi 6zellikler olgun sporlardan elde edilmelidir.

Polar filament biitiin microsporidian tiirlerinde katmanli bir yapiya sahiptir. Temel
organizasyon en iyi, olgun sporun polar filamenti, sporoblastin ilkel filamenti ile

karsilastirildiginda anlasilabilmektedir.
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Polar filament sporoblastin Golgi aygiti tarafindan olusturulmaktadir. Elektronca yogun
madde geliserek yogun bir cekirdek ve dis kabuk arasinda graniillii veya fibrilli bir madde
iceren katmanl bir yap1 olusturur. Bu iki sekilde olabilir: ilk dnce koyu renkli merkez olusup,
daha sonra cevresel silindir eklenerek; veya katmanlar daha sonra tek baslarma kivrimlara
bolilnen bir retikulum seklinde eszamanli olarak meydana gelebilir. Sporoblastta veya
olgunlagsmamis sporda, kivrimlar daha diizenli bir sekilde yerlesirler ve kivrimin etrafinda tek
katli bir zar meydana gelir. Baz1 microsporidian patojenlerinde polar filamentin baskalagim
bu asamada kalir. Digerlerinde katmanlarin daha fazla alt katmana boéliinmesi s6z konusudur.

Olgun bir sporun filament kivrimlarinin enine kesitlerinde, i¢ten diga dogru sirasiyla
asagidaki tabakalar goriilebilir:

I. Elektronca yogun merkezden tiireyen tabakalar:

A. Orta yogunlukta bir tabaka, bazen merkezinde koyu renkli bir nokta igerir.

B. Az ¢ok elektronca yogun madde, baz tiirlerde iki dar tel seklinde goriinebilmektedir.

C. Dar, neredeyse seffaf bir bosluk.

D. I¢ ve disinda daginik cercevelere sahip orta yogunlukta bir halka. Dis cerceve kesitin

merkezinden yaklagik yarisi kadar uzakliktadir.

II. Aradaki bosluk. Seffaf veya orta elektron yogunluguna sahip tabaka, siklikla parlak
fibrillerden yapilma gibi goriiniir (Liu ve Davies, 1973).
III. En dis halka en degisken tabakadir ve ¢ogu tiirde alt boliimlere ayrilmistir. Vavra (1972)
ve digerleri (Takizawa vd., 1975) tarafindan bildirilen polisakkaritler bu tabakanin ic
cergevesinde yer aliyormus gibi goriiniirler.
IV. Tek kath zar.
Eger farkl: tiirlerin I ve III. tabakalar kargilagtirilacak olursa ¢ok belirgin farklar ortaya ¢ikar.
Daha karmagik hayat dongiisiine sahip microsporidian patojenleri daha fazla baskalasim

gosteren polar filamentlere sahip gibi goriinmektedir.
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1.1.5.2.4. Sporofor Kesesi

Canning ve Hazard (1982), pek ¢cok microsporidian tiiriinde gelismekte olan ve bazen de
gelismis sporlart gevreleyen kese benzeri yapiy1 ifade etmek icin ‘sporofor kesesi’ terimini
ortaya atmiglardir.

Cogu sporofor kesesi oval veya kiireseldir (Hazard ve Oldacre, 1975; Vévra vd., 1981).
Sekil her tiir i¢in sabittir. Keseler bazi tiirlerde dar, uzunlamasina, silindirik veya ig sekilli
olabilmektedir (Vivares vd., 1977; Hazard ve Oldacre, 1975; Larsson, 1984; Vivares, 1975)

Bazen kiiresel sporofor keseleri, dort veya daha fazla kese igeren gruplar olusturacak
sekilde birbirlerine yapisirlar.

Sporofor kesesi kismen kalicidir (Hazard ve Oldacre, 1975; Larsson, 1984). Diger
taraftan, alisilmadik sekilde kirillgan keseler de mevcuttur ve kese siklikla parcalanarak
sporlarin konak dokusunun i¢ine birakilmasina neden olur.

Bazi cinslerin sporofor keselerinin gelisimi essizdir clinkii kese olusumu merogoni
sirasinda baglar ve bunun sonucu olarak kese i¢inde birden fazla sporonta ait sporlar bulunur
(Canning vd., 1979; Canning ve Nicholas, 1980; Canning ve Hazard, 1982). Merontun plazma
zarinin digia elektron yogunlugu fazla bir madde salgilanir, bu madde biiyliyerek kalin,
yogun, amorf bir tabaka olusturur. Sporogoni esnasinda, sporogonial plazmodyum geri
cekilerek amorf tabakanin sporofor kesesinin zarfi gibi goriinmesine neden olur.

Sporofor kesesi genellikle sporont veya sporogonial plazmodyum tarafindan olusturulur,
bu da kesenin tek bir sporontun biitiin sporlarimi igerdigi anlamina gelir. Olusum baska
sekillerde de olabilir. Baz1 tiirlerde sporontun plazma zart c¢ogalarak iki katli hale gelir
(Loubes ve Maurand, 1975; Codreanu ve Vavra, 1970; Larsson, 1981a; Canning vd., 1982).
Dis tabaka sporont ile bagini yitirir ve sporofor kesesinin zarf1 haline gelir.

Bazi cinslerde sporofor kesesinin zarfi sporogoni esnasinda bdliiniir ve her bir spor
kendine ait bir kese ile ¢evrelenir (Larsson, 1983; Larsson, 1981b).

Bazi microsporidian patojenleri, bazen kist olarak da isimlendirilen, kalin ve karmasik bir
sporofor kesesine sahiptir. Bu kistler konak hiicre kaynakli parazitofor keseleri gibi
goriinmektedir (Sprague vd. 1972; Vivier ve Schrevel, 1973; Purrini ve Weiser, 1984, 1985).
Kalin duvarh kese sporogonial plazmodyumun zariin dis kisminda olusur. Plazma zar1 duvar
icine dahil olmus olabilir (6rn. bakiniz Ormieres ve Sprague, 1973; Purrini ve Weiser, 1985).

Sporoblastlarin olusumundan arta kalan fazlaliklar cesitli igerikler seklinde episporontal

boslukta kalir. Bunlar fibrilli, tiibiiler, kristalimsi veya graniiler olabilir. Bu tiir igerikler
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sporoblast olusumunun erken evresinde cok sayidadir ve bu madde sporogoni sirasinda

kismen kullanilir. Olgun sporlar iceren keselerde sadece birkag kiiciik graniil kalmaktadir.
Taksonomide kullanilabilecek belirgin tiplerde sporofor keseleri vardir. Asagida se¢ilmis

bes tip, sistematik ¢alismalarinin yalnizca ilk adimi olarak degerlendirilmelidir.

Tip I. Sporofor kesesinin zarf1 kalin, 0.5->1 pum, direk olarak sporogonial plazmodyumunun

plazma zarinin iistiinde olusur. Sitoplazma zarftan uzaklasir ve sporoblastlar plazmotomi ile

meydana gelir.

A. Zarf farkli morfolojiye sahip 2-3 katmana ayrilabilir. En i¢ katman elektronca en yogun

olandir.

B. i¢ kisimlarda az ¢ok katmanli madde igeren veya her yerde esit sekilde elektronca yogun

zarf vardir. Yiizey tabakasi poligonal plakalara boliinebilir. Zarfin i¢ kisimlarinda yogun

alanlar halinde sitoplazma kalintilar1 bulunabilir.

Tip II. Zarf kalindir 40-150 nm, az ¢ok katmanlidir; merogoni sirasinda gelismeye baslar ve

sporogoni esnasinda farklilagir.

Tip IIlI. Zarf onciilii kalict olan bir tek kath zar veya daha kalin bir zarf olacak sekilde

degismis gibi goriinmektedir.

A. Sporofor kesesinin zarfi kalici tek katli zar ozelligindedir; episporontal bosluk cesitli

sekillerde tiibiiler yapilar icermektedir.

B. Zarf c. 20 nm kalinliginda, ii¢ kath bir yapiya doniisiir; episporontal bosluk az ¢ok ¢ikik

tiibiiler yapilar icermektedir.

Tip 1V. Zarf incedir, c. 5 nm. homojen elektron yogunluguna sahiptir. Sporogoni esnasinda

zarf boliinerek her bir sporu kendine ait bir kese igine alir.

A. Episporontal bosluk tiibiiler yapilardan yoksundur ancak ekzosporun yiizey tabakalarindan

olugmus gecici veya kalic1 extrasporal kilifa sahiptir.

B. Episporontal bosluk c. 20 nm c¢apindadir, ince tiibiiler yapilar igerir, bunlar zarfin altinda

bir retikulum olusturur.

C. Episporontal bosluk 65-75 nm genisliginde retikulum olusturmayan tiibiiler yapilara

sahiptir.

D. Zarf iki kath gibi goriiniir ve ekzospora noktasal olarak baglanmistir. D1g katman homojen

elektron yogunluguna sahiptir, c. 5 nm kalinligindadir. i¢ katman yan yana dizilmis, c. 20 nm

capinda tiibiillerden olusmustur.

Tip V. Olgun sporlar ¢evreleyen keselerin zarflart her yerde esit sekilde elektronca yogun, 5-

30 nm kalinhiginda, sporont tarafindan olusturulan tiim sporlar tek bir kese i¢inde bulunur.

Siklikla lifli, tiibiiler, graniiler veya kristalimsi yapilara sahiptir.
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A. Episporontal bosluk sadece ince tiibiiler yapilar igerir.

B. Episporontal boslugun i¢inden ekzospordan gelen az sayidaki (2-6) kalin lifli projeksiyon
gecmektedir.

C. Episporontal bosluk c. 20 nm ¢apinda dar tiibiillere sahiptir.

D. Episporontal bosluk 60 nm’den daha genis ¢aplarda, bazen dar da olabilen, genellikle
septali tiibiillere sahiptir.

E. Episporontal bosluk sporogoni esnasinda ¢ok sayida kristal benzeri yapiya sahipken
sporun olgunlagmasiyla beraber bunlar genellikle say1 ve boyut olarak kiiciiliir.

F. Episporontal boslugun materyali sporogoninin baslangicinda lamellidir. Sporlar
olgunlagtiginda materyal sekil degistirerek tiibiiller haline gelir.

G. Episporontal boslugun tiibiilleri yay kivrimlar1 benzeri goriiniime sahiptir.
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1.2. Tezin Amaci

Yukarida detayh bir sekilde anlatildig lizere tilkemizde de énemli bir kabuk zararlis1 olan
D. micans ile miicadelede halen aktif bir sekilde kullanilmakta olan tiire 6zgii predatorii R.
grandis’in lretilerek biyolojik miicadele ajani olarak kullanilmasin1 olumsuz etkileyebilecek
parazit ve patojenlerinin arastirilmasi son derece onemlidir. Bu tezin amaci bdcek yetistirilen
laboratuarlarda yayilmasi halinde R. grandis’in iiretimini olumsuz etkileyebilecek parazit ve
patojenleri belirleyerek bunlara kars1 iireticileri uyarmaktir. Bal aris1 Apis mellifera ve ipek
bocegi Bombyx mori’de goriilen microsporidian hastaliklar1 bu faydali boceklerin
yetistirilmesini yukarida da anlatildigi gibi olumsuz yonde etkilemektedir. Bunlara benzer bir
sekilde R. grandis’te de hastalik yapan bir microsporidian patojeni olmasi ihtimali s6z
konusudur. Microsporidian hastaliklar diger baz1 parazit ve patojenlerin aksine daha oldiiriicii
ve bulasic1 olabilmektedir. Bu nedenle bu calismada microsporidian tiirlerine daha fazla

agirlik verilmektedir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Boceklerin Elde Edilmesi

2006 — 2008 yillar1 arasinda yapilan bu calismada incelenen R. grandis erginleri iki
sekilde elde edildi. Boceklerin bir kisma iiretildikleri laboratuarlardan talep edildi ve bir kismi
da dogal ortamlarindan; ladin agaclarindaki D. micans galerilerinden bizzat toplandi.

Bir kisim R. grandis ergini Tirkiye Orman Bakanlig tarafindan dort ilde kurulmus bes
farkli laboratuardan alindi. Bu laboratuarlar D. micans’in yaygin oldugu ve biyolojik
miicadele icin R. grandis’lerin iretildigi Artvin, Giresun, Ordu ve Trabzon illerinde
bulunmaktadir. Bu laboratuarlarda yukarida anlatildign gibi kiiltiirlerde iiretilmis olan R.
grandis’ler kullanilacaklar1 zamana kadar uygun kosullarda saklanmaktadir.

Araziden toplanan bocekler temiz ve kuru tiipler icerisine konuldu. Numunelerin 6lmesini
ve kagmasini Onlemek i¢in 6zel delikli tipalar kullanildi. Kontaminasyonu ve bocekler arasi
bulagsmay1 onlemek amaciyla, bir tiipte sadece bir numune bulundurmaya 6zen gosterildi.
Numuneler serin ve kuru bir yerde saklandi; bakteri tiremesi microsporidian sporlar1 harig
diger evrelerini bozabilecegi icin, numuneler en kisa zamanda laboratuara ulastirildi.
Laboratuara getirilen bocekler ya hemen incelendi veya 4°C’de kuru ve karanlik bir ortamda

saklandi.

2.2. Makroskobik incelemeler

Baz1 makroskobik olarak gozlemlenebilen semptomlar microsporidian enfeksiyonlariyla
iliskilendirilebilir, Ornegin renk degisiklikleri, asir1 biiylimiis dokular, deri degistirme
anormallikleri veya Kkiitikiil iizerinden goriilebilen renk degisiklikleri. Baz1 microsporidian
patojenleri konaklarinin davramislarini ve verimliliklerini de gozle goriilir bir sekilde
etkileyebilmektedir. Ancak bu calismada kayda deger makroskobik semptomlar gézlenmedi.
Sadece diseksiyon sirasinda hemolenfin belirgin beyaz renk almasi diger enfeksiyonlarda
oldugu gibi yogun microsporidian enfeksiyonu i¢in de bir belirti sayilabilir. Buna ragmen bazi
boceklerde bir mantar tiirii de hemolenfe aym beyaz goriiniimii verebildiginden, beyaz renk

goriilen bocekte microsporidian enfeksiyonu varligina kesin goziiyle bakilamamaktadir.
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2.3. Mikroskobik Incelemeler

Bu calismada yapilan mikroskobik incelemeler iki bagslik altinda detayli bir sekilde
anlatilmaktadir. Microsporidian enfeksiyonu belirtileri ilk olarak 151k mikroskobu ile tespit
edilmektedir ancak Giemsa boyamasit olmadan kesin olarak microsporidian enfeksiyonu
varhig teshis edilemez. Ikinci asamada elektron mikroskobu c¢alismalari microsporidian
sporlarinin morfolojik 6zellikleri ve tiir teshisinde de kullanilan karakteristik 6zelliklerinin

belirlenmesi i¢in 6nemlidir.

2.3.1. Isik Mikroskobu ile Yapilan Calismalar

Isik mikroskobu altinda microsporidian patojeninin hayat safhalarn faz kontrast
mikroskobisi ile gozlemlenebilmektedir. En belirgin hayat safhasi spordur, sporlar 1sik
mikroskobu ile rahatlikla fark edilebilmektedir. Yuvarlak, cogunlukla ¢ok ¢ekirdekli vejetatif
safhalar (merontlar) faz kontrast ile nadiren de olsa goriilebilmektedir. Giriste ayrintili bir
sekilde anlatildigr gibi spor sekil ve boyutlar tiirlere gore degisebilir; ancak, bir tiir icersinde
goreceli olarak bir ornektirler. Faz kontrastta serbest sporlar 15181 kendine 6zgii bir sekilde

kirarlar. Tiiriine gore tek basina sporlar halinde ve/veya spor keseleri i¢cinde bulunabilirler.

2.3.1.1. Taze Preparatlarin Hazirlanmasi ve incelenmesi

Taze preparat hazirlanmasi sirasinda Oncelikle bocek iki esit parcaya ayrildi, parcalardan
biri Ringer’s soliisyonu icinde disekte edildi. Enfeksiyon gozlenmesi halinde bocegin geri
kalan parcalar1 elektron mikroskobu ¢aligmalarinda kullanilmak iizere hazirland1 veya daha
sonra kullanilmak iizere -2°C’de saklandi. Ringer’s soliisyonu bocek dokulari i¢in en ideal
izotonik ortami olusturdugu icin diseksiyon yapilirken bu soliisyon kullanildi. 8,0 gr Sodyum
kloriir (NaCl), 0,25 gr Kalsiyum kloriir (CaCl,), 0,25 gr Potasyum kloriir (KCl) ve 0,25 gr
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) 1000 ml distil su iginde c¢oziilerek Ringer’s soliisyonu
hazirlandi. Disekte edilen bocek dokulari ezme preparat hazirlamak icin kullanildi. Taze
preparatlar 151k mikroskobu (Olympus CX41) altinda 40-1000x biiyiitme ile incelendi.
Bulunan enfeksiyonlarin 6l¢timleri DP-25 dijital kamera ve DP2-BSW resim sistemli aparata
sahip Olympus BX51 151k mikroskobu kullanilarak yapildi ve resimleri ¢ekildi (Yaman ve
Radek, 2007).
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2.3.1.2. Microspordian Patojeninin Giemsa ile Boyanmasi

Pek ¢ok parazitin gelisim agsamalarinin ¢alisilmasi icin agik havada kurutulmus numuneler
Giemsa boyasi ile boyanir. Giemsa boyasi cekirdek ve sitoplazmadaki yapilarin ayirt
edilebilmesine olanak saglayacak ozellikte bir boyadir. Microsporidian patojenlerinin
teshisinde sporlarin ¢ekirdegini boyayip spor duvarinin beyaz kalmasini saglayarak énemli bir
rol oynamaktadir. Microsporidian tiirlerinin vejetatif safhalar1 da Giemsa boyamasi ile aciga
cikarilabilir. Ozellikle tiir teshisi yapilmasi gereken durumlarda hayat safhalarinin Giemsa
boyali preparatlarda aydinlatilip fotograflanmas1 6nemlidir.

Boyama yapilmadan ©nce numune hazirlandi. Eger numune 1slaksa, fazla suyu
uzaklastinlmalidir. Taze materyal ince bir tabaka halinde lamin {izerine yayildi. Lam dogal
yollardan acgik havada oda sicakliginda tamamen kurumaya birakildi. Hazirlanan slayt,
numune tarafi yukarida kalacak sekilde boyanacaklar rafina kondu. Metil alkol’de
coziinmeyecek sekilde etiketlendirildi. Slayt, numune tarafi bosta kalacak sekilde metil alkol
kiivetine konuldu. 3 dakika boyunca saf metil alkol igerisinde bekletildi. Metil alkolden
cikarildi oda sicakliginda a¢ik havada kurumaya birakildi. Distil su icinde %5’lik Giemsa
boyasi hazirlandi. Boyaya koymadan dnce numunenin hidroklorik asit (HCI) ile muamele
edilmesi spor duvarini incelterek boyanin spor icerisine daha iyi bir sekilde girmesine ve
boylelikle spor icindeki ¢ekirdegin daha belirgin bir sekilde boyanmasina yardimci olur. Bazi
numunelerde bu islem uygulandi. Slayt 10 saat boyunca Giemsa boyasi igerisinde bekletildi.
Bekleme siiresi numunenin tiiriine ve boyamin yogunluguna gore degistirildi. Ornegin,
numune hidroklorik asit ile muamele edildiginde bu siire kisaltildi. Slaytlar musluk suyuyla
yikandi. Eger boya c¢ok koyu ise, su ile yikama siiresi uzatilarak boya azaltildi. Oda
sicakliginda acgik havada kurumaya birakildi. Boyay1 korumak amaciyla slaydin iizerine lamel
kapatilabilir. Boyama islemi sonucunda sitoplazma mavimsi mor boyanirken ¢ekirdek kirmizi

boyandi. (Becnel, 1997)

2.3.2. Elektron Mikroskobu ile Yapilan Calismalar

2.3.2.1. Diseksiyon ve Fiksasyon

Incelenen bocekler diskte edilirken thorax ve abdomenleri iki esit parcaya ayrildi,

parcgalardan biri taze preparat hazirlanmasi i¢in kullanildi ve 151k mikroskobu altinda inceledi.



36

Geri kalan kisim enfeksiyona rastlanmasi durumunda elektron mikroskobu numuneleri
hazirlamak i¢in saklandi. Isik mikroskobu ile enfeksiyon varligi tespit edilen boceklerin
elektron mikroskobu i¢in saklanan kisimlar1 pH’1 7,2 olacak sekilde ayarlamak i¢in 0.1 M
cacodylate tamponu ve %2,5 gluteraldehit ¢ozeltisinde iki saat siireyle fikse edildi. Daha
sonra 0,1 M cacodylate tampon ¢ozeltisiyle (pH 7,2) her sefer 10 dakika olmak {iizere
(toplamda 30 dakika) 3 kere yikandi. Durulamalarin ilk fiksatifle fiksasyon sonrasi
kimyasallar1 arasinda reaksiyon gerceklesmemesi i¢in titizlikle yapilmasina dikkat edildi.
Fiksasyon sonrasinda numuneler %2 OsOy ile %3 K4{Fe(CNp)} cozeltilerinin 1:1 karigim
icinde yaklasik 2 saat siireyle bekletilerek zayiflatildi (Karnovsky, 1971). Bu asamada tiipler
aliiminyum folyo ile sarildi. Her biri 10 dakika olmak iizere 3 kere toplam 30 dakika siireyle

0,1 M cacodylate tampon ¢ozeltisi ile yikandi. Dehidrasyon islemine baslandi. (Becnel, 1997)

2.3.2.2. Dehidrasyon

Dehidrasyon, materyali giderek artan alkol serisinden gecirerek saf alkole, daha sonra da
saf asetona transfer etmek anlamina gelir. Bu sonuca asagidaki islemler sirayla uygulanarak
ulagildi. Numuneler sirasiyla 15 dakika, %30 etanol; 15 dakika, %50 etanol; 15 dakika, %70
etanol icinde bekletildi. Daha sonra 3 kere 10’ar dakika, %90 etanol; 3 kere 10’ar dakika,
%96 etanol ve 3 kere 10’ar dakika, %100 etanol icinde bekletildi. Ertesi giine birakilmasi
gerektiginde ya da 1-2 giin ara verilecegi zaman numuneler %70 etanolde veya %25 resinde

brrakildi. (Becnel, 1997)

2.3.2.3. infiltrasyon ve Gémme

Numuneler dehidrasyon materyali tamamen gomme materyaliyle yer degistirinceye kadar
bir dizi soliisyondan gecirilmek suretiyle gomme materyaliyle infiltre edildi. Gomme
materyali olarak Spurr’s resin kullanildi (Spurr, 1969). Bu islem kiiciik tiipler i¢inde bir
karistiricida yapildi. Biitiin seyreltmelerde aktivatoriin mutlaka bulunmasina 6zen gosterildi
ve saf resinden sonra, dokular kapsiillere aktarildi, saf resin ile dolduruldu ve bir firinda
polimerize edildi. Oncelikle numuneler 1:1 resin, etanol karisimi iginde 1 saat kadar
bekletildi, daha sonra 1:3 resin etanol karisimi icinde 4 saat, son olarak saf resin i¢inde biitiin
gece bekletildi. Bu islemlerden sonra numuneler Beem kapsiillerine gomiildii ve etiketlendi.

Etiivde, 70°C’de ortalama 48 saat siireyle sertlesmeye birakildi. Daha iyi infiltrasyon icin,
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ozellikle sporlar i¢in, numunenin saf resinde bekleme siiresi bir veya birkac giin daha uzatildi
ancak saf resin her giin degistirildi. Daha sonra normal gdmme islemi uygulandi. Resinlerden
ultra mikrotom kullanilarak kesitler alindi, bu kesitler Pioloform kapli bakir 1zgaralar lizerine
yerlestirildi, doymus uranil asetat ve Reynold’s kursun sitrat (Reynolds, 1963) boyalarn ile
boyandi. Boyama i¢in sirasiyla nce bir damla uranil asetat bir petri kabi igerisinde bir parga
temiz parafilm ilizerine damlatildi. Pioloform kapli bakir 1zgara damlanin iizerinde yiizecek
sekilde, numunenin oldugu taraf altta kalmak suretiyle birakildi. 5-10 dakika sonra, 1zgara
distil su icine daldirilmak suretiyle yikandi ve oda sicaklifinda kurumaya birakildi. Daha
sonra bir damla kursun sitrat boyas1 bir petri kab1 i¢inde temiz bir ylizeye damlatildi, 1zgara
numunenin oldugu taraf iistte kalacak sekilde icine yerlestirildi ve 5 dakika siireyle boyandi
(Becnel, 1997). Boyanan kesitler Almanya’da Philips JM 280 transmisyon -elektron
mikroskobu kullanilarak incelendi ve fotograflandi (Yaman ve Radek, 2007).

2.3.2.4. Microsporidian Patojeninin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Microsporidian tiirleri i¢in en belirgin hayat evresi spor oldugundan sporun morfolojik
ozelliklerine dayanarak smiflandirma yapilir. Siiflandirmada kullamilan  morfolojik
ozelliklerin ¢ogu ancak elektron mikroskobuyla gozlemlenebilir. Elektron mikroskobu ile
belirlenebilen morfolojik 6zellikler spor boyutlari, sekli ve varsa kese igindeki spor sayisi;
spor kesesine sahip olup olmama, konak sitoplazmasiyla dogrudan temas etme veya etmeme;
cekirdek sayisi, hayat dongiisii evrelerindeki cekirdek sayilari; spor duvar yapisi; endospor ve
ekzospor kalinliklart; polar filament kivrim sayisi, kalinligi, katman sayisi, izofilar veya

anizofilar olusu ve ayrica polaroplast ve posterior vakuoliin morfolojileridir.



3. BULGULAR

3.1. R. grandis’te Microsporidian Enfeksiyonunun Belirlenmesi

R. grandis’te microsporidian enfeksiyounun belirlenmesi asagidaki standart ydntem
sonucu tesadiif eseri gerceklesmistir. Burada bahsedilen bu faydali predatér bocekte daha
once hicbir microsporidian patojeni bulunmamis oldugu i¢in bdyle bir enfeksiyonun var
olabilecegi ©Onceden kesin olarak bilinmemekle beraber olasiliklar arasinda
degerlendirilmistir. Bocekler tek tek disekte edilerek taze preparatlar hazirlandiktan sonra 151k
mikroskobu altinda 400x biiyiitme ile microsporidian enfeksiyounun en belirgin evresi olan
sporlarin varligr arastirllmistir. Isik mikroskobu ile enfeksiyon varligi tespit edildiginde
fiksasyon ve Giemsa boyamasi yapilarak kuru yayma preparatlar hazirlanmistir. Bu
preparatlar 1s1k mikroskobunda incelenerek enfeksiyon teyit edilmistir. Son olarak
enfeksiyonun belirlendigi bdceklerin dokular1 gluteraldehit igersinde fikse edildikten sonra
dehidrasyon, infiltrasyon, gomme, kesit alma ve boyama islemleri sonucu -elektron
mikroskobu ile incelenerek resimleri ¢ekilen microsporidian patojeninin teshisi, tanimlanmasi

ve isimlendirmesi yapilmistir.

3.2. Microsporidian Enfeksiyonunun Makroskobik Goriiniimii

Microsporidian enfeksiyonlariyla iligkilendirilebilecek baz1i makroskobik olarak
gozlemlenebilen semptomlar; renk degisiklikleri, asirn biiylimiis dokular, deri degistirme
anormallikleri veya kiitikiil tizerinden goriilebilen renk degisiklikleri olarak siralanabilir.
Hatta bazi microsporidian enfeksiyonlarinda boceklerin davraniglarinda ve genel
canliliklarinda farkliliklar goriilebilmektedir. Literatiirde disi boceklerin verimliliginde de
azalmaya neden olabilen microsporidian enfeksiyonlarina ornekler vardir (Joudrey ve
Bjgrnson, 2007). Ancak bu calismadaki microsporidian enfeksiyonunun belirgin makroskobik
semptomlart gozlemlenmemistir. Diseksiyon sirasinda bazi béceklerin hemolenfinin beyaz bir
renk aldig1 gézlemlendi. Bu durum yogun microsporidian enfeksiyonu belirtisi varligina isaret
edebilir. Buna ragmen bir mantar tiirii de hemolenfe ayni1 beyaz goriiniimii verebilmektedir,
bu nedenle hemolenfinde beyaz renk goriillen boceklerde microsporidian enfeksiyonu

varligina kesin goziiyle bakilamamaktadir.
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3.3. Microsporidian Enfeksiyonunun Mikroskobik Olarak Belirlenmesi

Bu calismada yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen bulgular iki baslik
altinda detayli bir sekilde anlatilmaktadir. Ilk olarak 151k mikroskobu kullamilarak taze ve kuru
preparatlar incelenmistir. Isik mikroskobunda microsporidian enfeksiyonu 1s181 farkli bir
sekilde kiran sporlarin 400x biiyiitmede gozlemlenmesi ile tespit edilmistir. Daha sonra
microsporidian enfeksiyonunun varligim1 kesin olarak kanitlamak icin gerekli olan Giemsa
boyamasi yapilmistir. Ikinci baslik altinda ise TEM calismalarinda elde edilen bulgular
detayli olarak anlatilmaktadir. Transmisyon Elektron mikroskobu ¢aligsmalari, Microsporidian
patojeninin sporlarinin morfolojik 6zellikleri ve tiir teshisinde de kullanilan karakteristik

ozelliklerinin belirlenebilmesi icin yapilmistir.

3.3.1. Isik Mikroskobu Calismalar:

Isik mikroskobu incelemeleri sirasinda taze preparatlarda faz kontrast mikroskobisi ile
microsporidian patojeninin hayat safhalar1 aranmistir. En belirgin hayat sathasi olan sporlar
151k mikroskobu altinda 400-1000x biiyiitmede gdzlemlenmistir. Laboraturalardan ve araziden
alinan toplam 2963 R. grandis ergini ve larvasi incelenmistir. Enfeksiyona yalnizca Trabzon
ve Artvin kitle tiretim laboratuarlarindan elde edilen orneklerde rastlanmistir. Enfeksiyon
orani ortalama olarak % 0,16 olarak bulunmustur. Enfeksiyon 2007 nin Ekim ayinda Artvin

ilinde % 10’a yiikselmistir.

Sekil 9. Microsporidian sporlarinin taze preparatlarinin 151k mikroskobu fotograflar1 A.
400x biiyiitme (Bar: 50 pm), B. 1000x biiyiitme (Bar: 20 um).
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Gozlemlenen yapilarin microsporidian patojenine ait spor evreleri oldugu; 15181
kendilerine has bir sekilde kirmalar ve yaklasik ayni sekil ve ebatlara sahip olmalar
sayesinde dogrulanmistir (Sekil 9). Sporlar genis ovaldir, sekil ve boyutlar1 birbirine ¢ok
yakin olan sporlarin boylar1 3,75 + 0,27 (2,91 — 4,24) um (n = 32) x 2,48 + 0,13 (2,25 - 2.,9)
um (n = 34) olarak ol¢iilmiistiir.

Sporlarin baska bir mantara degil microsporidian patojenine ait oldugunu kanitlamak i¢in
Giemsa boyamasi yapilmistir. Fiksasyon ve boyama islemlerinden sonra yapilan dl¢iimlerde
sporlarin boylart 3,68 £ 0,26 (3,18 — 4,17) um (n = 32) ve enleri 2,29 + 0,21 (2 — 2,79) um (n
= 33) olarak kaydedilmistir. Giemsa ile boyali sporlarin bilyiikk cogunlugunda merkezi tek
cekirdegin belirgin bir sekilde koyu mavi renkte oldugu gozlemlenmistir (Sekil 10). Boyal
preparatlarda gozlenebilen bir diger yap1 da sporun posterior kutbunda degisik bir renkte
boyanmus tanecikler seklinde goze carpan Golgi aygitinin kalintilaridir. incelenen bocekler
oli oldugu i¢in bakteriler tarafindan ¢cogu yok edilmis olan merogoni evrelerine, Giemsa ile
boyanmis yayma preparatlarda rastlanmamistir. Geng¢ sporlar ve sporoblastlar genis oval
sekildedir ve ¢ekirdekleri boyanmistir. Nadiren rastlanan genis oval sekilli sporoblastlar bir
arada bulunduran morula-benzeri evrelerin gegici sporofor keseleri oldugu tahmin

edilmektedir. Sporlar bu yapilardan olgunlagsmanin erken safhalarinda saliverilirler.
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Sekil 10. Giemsa boyal1 microsporidian sporlarinin 151k mikroskobu fotograflar1 (Bar: 20 pm).

3.3.2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Cahsmalari

Yukarida detayli bir sekilde anlatildigi gibi elektron mikroskobu i¢in hazirlanarak kesit

alinan numunelerde sporlar daha zarif, uzun oval sekilde goriilmektedir. Spor duvar1 200-280

nm kalinliginda, elektron yogunlugu fazla dalgali bir ekzospor (60-80 nm) (Sekil 11, 12, e) ve
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elektron yogunlugu diisiik piiriizsiiz bir endospordan (200-210 nm) meydana gelmis bir
yapidir. Sporun apikal ucunda polar filamentin subapikal birlesme noktasinda endospor 80
nm’ye incelir (Sekil 11-D, Ok). Sporun igerigi bir plazma zar ile ¢cevrelenmistir (Sekil 11-A,
p)- Anchoring disk (A) ince bir zar ile cevrelenmis, vakuollli, kalin bir ¢erceveye sahip
hacimli bir kdseye benzetilebilir. Polaroplast (Sekil 11, P) ti¢ yap1 icermektedir. En iist tabaka
(Py) birbirine karisan loblu bir kiitledir, orta kisim (P,) 8 ile 10 arasi bir dizi yogun lamelden
meydana gelir ve posterior tiibiiler kistm (P3) sporun orta kismina kadar yayilan daha genis
halka ve tabakalardan meydana gelmistir. Polar filament (F) bazal, manubrial kisminda sogan
benzeri bir yap1 (Sekil 11, Fb) ile anchoring diske baglanir ve 150-160 nm ¢apinda diiz bir
boru seklinde, sporun posterior kismina ilerler orada derin bir aci ile biikiilerek 10-11
anisofilar kivrim yapacak sekilde doner (Sekil 11-B). Ilk yedi kivrim, icyapilarinin eksiksiz
bir sekilde goriilebildigi enine kesitlerde, polar filamentin duvari iginde 20-23 parlak fibrile
sahiptir. Polar filamentin bu kisimda ¢ap1 150-160 nm’dir. Filamentin son ii¢ veya dort
kivrimi sadece 60-80 nm c¢apindadir ve fibrillerden olusmus bir halka yapisina sahip degildir,
sadece polar tiipiin amorf yiizey tabakalar1 goriilebilmektedir. Yanal goriiniimdeki, elektron
yogunlugu diisiik fibriller filament boyunca gevsek kivrimlar ile dolanan tespih benzeri bir
yapidan (Sekil 11-B,D, f) meydana gelmektedir. Apikal ucta fibriller ¢ift katli siki bir
bulbustan olusmustur (Sekil 11-A,D, Fb). Polar filament Golgi sistemiyle baglantili bir polar
kese igerisinde meydana gelmektedir (Sekil 11-B, ps). Geng sporlarda polar filament polar
kese ile astarlanmis vakuoller icinde olusmaktadir (Sekil 11-B, ps), daha sonra polar kese,
kivrimlanan polar filamente yapisik halde kalmaktadir (Sekil 11-B, ps).

Kiiresel bir sekle sahip olan cekirdek, sporun merkezinde bulunmaktadir (Sekil 11, 12, N).
Sporun posterior kisminda Golgi (G) aygitinin, Giemsa ile boyali preparatlarda farkl
boyanmis bir graniil olarak goze ¢arpan, yuvarlak kiitlesi bulunmaktadir (Sekil 11, 12, G). Bu
yapi polar filamentin u¢ kismini ¢cevreleyen lameller ile baglantilidir (Sekil 12-A, g).

Olgun sporlar graniillii salgilardan olusmus kopriiler ile birbirlerine baglanmaktadir (Sekil
11-C, sg). Bunlar bocegin viicudunda sporlar ile dolu parazitofor kesesinin icini dolduran ince
graniilliit maddenin kurumus kalintilaridir. Olgun spor yogunlugunun arasinda, geng sporlar ve
ileri sporoblastlardan olusan, 30 veya daha fazla iiyenin sporofor keseleri i¢inde bir arada
bulundugu gruplar vardir (Sekil 12). Bu gruplar kalic1 bir duvara sahip degildir. Sporlarin
olgunlagmas1 sirasinda elektron yogunlugu diisiik endospor meydana gelmeden 6nce kaybolan
sporofor kesesinin kalintilart Sekil 12, sv’de goriilebilmektedir. Bu gruplarin kesitlerinde
sporoblastlar birbirlerine yapisik halde yumusak ve deforme olmus haldedir. Sporoblastlar,

nihayetinde merkezi Golgi sarmalinin (G) yapilariyla birlesen, 30 nm kalinliginda, graniillii,
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elektron yogunlugu yiiksek bir ekzospor (Sekil 12-A, e) altinda, Golgi membranlarinin bir ile
iic arasinda degisen elektron yogunlugu fazla tabakalarini (Sekil 12-A, g) icermektedir.

Bunlar polar filamentin meydana geldigi polar keseyi (ps) beslemektedirler.

Sekil 11. Microsporidian sporlarinin elektron mikroskobu fotograflart 1 A. Olgun sporun
enine kesiti normal (F;) ve ince (F;) filament Kkivrimlarinin tamami
goriilebilmektedir. B. Bir baska kesitte polar filament kivrimlarinin biiyiitiilmiis
goriinimii. C. Gen¢ sporun yanal Kkesitinde c¢ekirdek belirgin olarak
goriilebilmektedir. D. Bir baska kesitte anchoring diskin biiyiitiilmiis goriiniimii.
(Olgekler: A ve C: 1000 pm, B ve D: 500 pum. A: anchoring disk, Fy, F,: polar
filament, Py, P,, P5: polaroplast bolgeleri, E: endospor, Fb: filament tutunma
bolgesi, e: ekzospor, f: filament fibrilleri, sg: graniillii salg1 kopriileri, N: niikleus,
G: golgi, ps: polar kese, p: plazma zar1).



Sekil 12.
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Microsporidian sporlarinin elektron mikroskobu fotograflar1 2 A. Sporofor kesesi
icinde filamentin olusumu asamasindaki sporoblastlar. B. Olgunlagmakta olan
sporlar ile spor Oncesi evreler, sporofor kesesinin duvan parcalanmis. C. Olgun
sporun orta kismimin yakindan goriiniimii. D. Polar filament kivrimlarinin
yakindan goriiniimii. (Olgekler: A: 50 um, B: 1000 pm, C: 200 pm, D: 500 pm. N-
cekirdek, A-anchoring disk, F-polar filament, G-Golgi aygiti, g-Golgi
membranlari, E-endospor, e-ekzospor, P;,P,,Ps-polaroplast bolgeleri, sv-sporofor
kesesi, nm-¢ekirdek zari, ps-polar kese, r-ribozomlar, f-filament fibrilleri)



4. TARTISMA

Incelenen ergin R. grandis’ler arasinda enfeksiyona yalnizca laboratuarlardan elde edilen
0li boceklerde rastlandi. Araziden toplanan canli boceklerde 2006 — 2008 yillar1 arasindaki
tez caligmalar1 siiresince microsporidian enfeksiyonuna rastlanmadi. Bunun nedeni
muhtemelen araziden toplanan bocek sayisinin az olmasidir, ¢iinkii bu ¢alismada iiretim
laboratuarlarindaki bocekler tizerine yogunlasilmistir. Bu nedenle bu c¢aligsma siiresince canli
dokuda enfeksiyonun etkiledigi dokular1 ve patojenin hayat safhalarmin bir kismini
gozlemlemek miimkiin olmadi. Ancak, bundan sonra doktora caligmalar1 sirasinda arazi
incelemeleri siirdiiriilecek buna ek olarak patojenin enfekte ettigi dokular, merogoni evreleri
ve konak spektrumu, bioassay deneyleri yapilarak aydinlatilacaktir. Sporlarin konak dokuya
ait kalintilar icermeyen parazitofor keseleri (pv) icinde yogunlasmis oldugu gozlendi. Bu
durum sistematikte kullanilabilecek ¢ok Snemli bir karakteristik 6zelliktir. TEM kesitlerinde
goriildigti kadariyla igyapilarinin detaylarindan sporlarin enfeksiyon yapma ozelliklerini
kaybetmedikleri anlagilmaktadir. Enfeksiyonun son evresi sporlarin, aralarinda ince graniillii
bir salgi ile birlikte, konak dokusunun bazi kisimlarini bir biitiin halinde istila ettigi evredir.
Kesitlerde ince graniillii bir salgi icersinde 30 veya daha fazla bireyin bir arada bulundugu
geng spor gruplari seklinde tekli sporogoni evreleri gozlemlendi. Bu nedenle enfeksiyonun R.
grandis’te son evrelerine kadar ilerlemis oldugu tahmin edilmektedir. Merogoni evrelerinin
gozlemlenememesinin muhtemelen enfeksiyonun ilerlemis olmasi ile aciklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Sporontlar polar filamentlerini, endosporlarini olusturmadan 6nce meydana
getirirler bu da sporlarin sismesine neden olur. Sekil 12-D’deki gibi tek basina duran pek ¢ok
olgun sporun ¢ok sayida spor iceren bir sporofor kesesi (pansporoblast) icinde meydana
geldigine dair herhangi bir kanit yoktur. Geng sporlar endospor olusamadan deforme olup
enfeksiyon olusturma 6zelliklerini kaybetmislerdir. Orijinal bir kese zarinin kalintilar1 serbest
sporlarla temas bolgesinde pansporoblastlarin iizerinde goriilebilmektedir (Sekil 12-B, sv).
Geng sporlarda polar filamentin olusmasi elektronca yogun Golgi zarlarmin (g) yapisik
oldugu polar kesenin (Sekil 12-C, ps) icinde bos bir bolgede olmaktadir. Bu durum polar
kesenin meydana gelen filament ile birlikte spiral sekilde dolandiginin kanitidir. Polar
filamentin normal kivrimi olgun sporun kati boslugunda olugmaktadir. Filamentin enine
kesitlerinde goriilen elektron yogunlugu diisiik parcaciklar, polar tiiptin duvari i¢inde kivrilan
uzunlamasina fibrilli yapilardir. Bunlar boru benzeri bir yapi icinde bulunan kiiresel

parcaciklardan meydana gelmektedir (Sekil 12-C, f). Filamentin yapisi Vavra ve Larsson,
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1999 tarafindan verilen bilgilerle tutarlidir. Ipliklerin spiral yerlesimi Thiery (1972) tarafindan
yapilan Nosema whitei’nin ve Artemia salina’dan izole edilen bir bagka microsporidian
patojeninin fibrillerinin karbonhidrat reaksiyonu ile ilgili calismalar sayesinde dogrulanmistir.
Sekil 11-B ve 11-C’deki kesitler Vavra ve Larsson’a gore polar kesenin meydana gelmesi ile
ilgili daha fazla detay barindirmaktadir. Polar kese sporun dis kenarlarinda polar filamentin
kivrimint gevreler (Sekil 11-B, ps).

Biitiin enfekte bocekler 6li oldugu i¢in R. grandis’te microsporidian patojeninin enfekte
ettigi dokular tespit edilememistir. Bu nedenle parazitin hayat dongiisiiniin merogonial
evreleri calisilamamustir. Literatiirde R. grandis’te daha once microsporidian enfeksiyonuna
rastlandigina dair bir kayit bulunmamaktadir ve bu bocekten bu giine kadar bildirilen tek diger
patojen Yaman ve Radek (2007) tarafindan bildirilen Helicosporidium sp.’dir. Bu patojen
ayni1 zamanda R. grandis’in 6zgiin avi D. micans’ta da hastalik yapmaktadir. Yaman ve Radek
(2007) Helicosporidium’un her iki bocek i¢in ortak bir patojen oldugunu 6ne siirmektedir.
Helicosporidium’un tasinimi detaylar acisindan microsporidian tiirlerinin taginimindan
farklidir, bu da muhtemelen D. micans’tan heniiz bir microsporidian patojeni
bulunamamasinin sebebidir. Pek c¢ok microsporidian tiirli oldukca genis bir konak
spektrumuna sahiptir ve 6zdes ekolojik kosullara sahip farkli zoo-cografi bolgelerde ortaya
cikarlar. Bu patojenler istilaya ugramis agaclardaki eski galerilerde genellikle yeni
yumurtadan ¢ikmig boceklerin olgunlagmas: siirecinde, eski ve yeni galeri sistemlerinin i¢ ice
gectigi kalabalik kosullar altinda, bir bocekten 6tekine bulasirlar. Bulagma igin bir bagka firsat
da ugus zamanlar1 ve hayvanlarin hasarli agaglarda kiimelenmesidir. Farkli kabuk bocegi
tiirleri ayn1 agacin farkli bolgelerinde yasarlar ve enfeksiyonlarin bir konak tiiriinden bir baska
konak tiiriine gegme ihtimali vardir. Buna benzer bir durum D. micans ve R. grandis icin de
s0z konusudur ve Helicosporidium’un her iki bocekte de bulunmast da bunu
desteklemektedir.

Diger Dendroctonus tiirlerindeki microsporidium patojenlerinin varligi arastirildiginda
karsimiza iki kayit ¢ikmaktadir. Knell ve Allan (1978) Dendroctonus frontalis’ten Unikaryon
minutum olarak isimlendirdikleri bir microsporidian patojeni tanimlamislardir, bu tiir daha
sonra Unikaryonidae familyasina ait Canningia cinsine dahil edilmistir. U. minutum
muhtemelen bu tez calismasinda tanimlanan microsporidian patojeni ile yakin akrabadir.
Weiser (1970) Dendroctonus pseudotsugae’den iki microsporidian patojeni bildirilmistir:
Nosema dendroctoni ve Chytridiopsis typographi. N. dendroctoni ¢ekirdeginin diplokaryotik
olmasi, C. typographi ise sporlarmin sekli nedeniyle bu caligmada bulunan patojenden

kolaylikla ayirt edilebilir.
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Degisik kabuk boceklerinden bugiine kadar 18’den fazla microsporidia tanimlanmaistir.
Bunlardan, Unikaryonidae familyasinda bulunan ve kabuk boceklerini enfekte eden tek
cekirdekli patojenler, bu calismada kaydedilen microsporidian patojeni ile benzerlik
gosterirler, karsilastirma Tablo 1°de verilmektedir. Tablo 1’de acikca goriilebildigi gibi, R.
grandis’te enfeksiyona yol agan microsporidian patojeni, diger kabuk boceklerinden
bulunmus Unikaryonidae familyasi dahilindeki microsporidian tiirlerinden, polar filament

kivrim sayis1 ve spor ebatlart bakimindan farklilik gosterir.

Tablo 1. Kabuk boceklerini enfekte eden bazi tek ¢ekirdekli microsporidian tiirleri

Patojen Konak Kivrim Spor ebatlar Referanslar
say1sl (nm)
Unikaryon montanum Ips typographus 7-8 ve 5-6 2x1velSx1 Weiser vd. 1998
Unikaryon amitini Ips amitinus 5-6 1.8x1 Hindel 2001

Unikaryon polygraphi | Polygraphus poligraphus 6-7 ve 5-6 28x1ve22x1 Weiser vd. 2002

Unikaryon minutum Dendroctonus frontalis 6-7 2.2x0.9 Knell ve Allen 1978
Larssoniella duplicati Ips duplicatus 6-7 ve 5-6 35x2ve2x1.5 Weiser vd. 2006
Canningia tomici Tomicus piniperda 5-6 ve 4-5 2.8x1.4ve3.8x2 | Kohlmayr vd. 2003
Canningia spinidentis Pityokteines spinidens 5-6 1.9x0.9 Weiser vd. 1995
Canningia rhizophagi Rhizophagus grandis 10-11 42x24 Bu calisma

4.1. Taksonomi

Polar filamenti subapikal bir sekilde tutunmus tek ¢ekirdekli sporlar Weiser vd., 1995
tarafindan 6nerildigi gibi Canningia cinsi i¢in tipik bir 6zelliktir. D. frontalis’ten tanimlanan
Unikaryon minutum (Canningia minuta) (Knell ve Allen, 1978) ve Tomicus piniperda’dan
tanimlanan Canningia tomici (Kohlmayr vd., 2003), Pityocteines spinidens’ten tanimlanan
Canningia spinidentis (Weiser vd., 1995) tiptiiriiniin yam sira Canningia cinsine dahil olan
diger microsporidian tiirleridir. Bu {i¢ microsporidian tiirii de kabuk bdceklerinin
patojenleridir. Patojenler farkli agaglardaki degisik konaklar1 enfekte ederler ve enfeksiyonun
etkiledigi organ ve dokular arasinda orta bagirsak, Malpighi tiipleri, kas ve yag dokusu
bulunmaktadir. Canningia cinsine ait microsporidian tiirlerinin ortak 6zelliklerinin en goze
carpan1 polar filamentin subapikal baglanma bolgesidir. Diger bir ortak 6zellik ise anchoring
diskin kalinlasmis cerceveye sahip ciisseli bir yapir olmasidir. Polaroplastin iic bolgeden

olusmasi da Canningia cinsi icin karakteristiktir: apikal uca yakin amorf bolge, orta kisimda
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bir dizi yogun tabaka ve posterior bolgede genis tabakalar olusturan tiibiiler yapilar.
Canningia cinsine ait tiirlerin yuvarlak g¢ekirdekleri sporun ikinci yarisinda polaroplastin
arkasinda bulunmaktadir. Bu yapilar R. grandis’teki de dahil biitiin iiyeleri karakterize
etmektedir. Bu konak aslinda spesifik avi olan Dendroctonus tiiriine yakin bir tiirdiir. Ayrica
Yaman ve Radek (2007)’in kaydinda bahsedildigi gibi Helicosporidium’un iki bocek
arasidaki olas1 taginimi, microsporidian patojeni icin de benzer bir gegis olabilecegine isaret
etmektedir.

Weiser vd. (1995) Canningia cinsini tamimlarken asagidaki ortak ozellikler iizerinde
durmuslardir.

Sizogoni tek cekirdekli, merontlar tek baslarina, konak sitoplazmasiyla dogrudan temas
halinde, sporofor kesesi yok. Sporontlarin etrafindaki elektronca yogun kilif ince. Sporlar
uzun oval ile cubugumsu, polar filament isofilar, 5-7 kiviimli, subapikal, yanal bir konumda
baglanmis. Anchoring disk globiiler. Polaroplast iki boliimlii, lamelli anterior kisim anchoring
diske yapisik ince tabakalar halinde dizilmis, basik keselerden yapilma. Posterior kisim daha
kisa ve genis lamelli. Endospor duvari anchoring kuytusunda incelmis. Kabuk boceklerinin
parazitleri (Weiser vd., 1995).

Bu calismadaki microsporidian patojeni sizogoni evrelerinde tek cekirdekli olmasi,
sporlarin sekilleri, polar filamentin subapikal, yanal baglant1 sekli, anchoring diskin yapis1 ve
endospor duvarinin baglanti bolgesindeki incelmesi bakimindan Canningia cinsinin ortak
ozelliklerini tasimaktadir. Ancak, bu ¢alismada bulunan microsporidian patojeni 10-11 kivrim
yapan anisofilar polar filamente, sporofor kesesiyle cevrili sporogoni evrelerine ve kabuk
bocegi olmayan bir konaga sahip olmasi nedeniyle Canningia cinsine ait diger tiirlerden
farklilik gostermektedir. Bu nedenle daha kesin bir taksonomi i¢in molekiiler caligmalara ve
enfekte ettigi dokularin, merogoni evrelerinin, konak spektrumunun caligilmasi icin bioassay
deneylerine ihtiyag duyulmaktadir. Bu c¢aligmalar ileriki donemlerde bizim tarafimizdan
yapilacaktir ve doktora calismalarimin temelini olusturacaktir.

Bu calismada tamimlanan Canningia tirii gruptaki diger tiirlerden ve bugiine kadar
tanimlanan diger microsporidian tiirlerinden farklidir. Genel olarak bakildiginda bu ¢alismada
tanimlanan microsporidian patojeninin farkli olan 6zellikleri spor boyut ve sekilleri, elektron
mikroskobundaki yapisinin detaylarn ve konagidir. Bu nedenle yeni bir tiir oldugu sonucuna
varilmistir. Tiirkiye’de R. grandis’te enfeksiyona neden olan microsporidian patojeni i¢in
Canningia rhizophagi n. sp. binomeni onerilmektedir.

Teshis: Sporlart ovaldir, boylar1 3,75 + 0,27 (2,91 — 4,24) um (n = 32) ve enleri 2,48 +
0,13 (2,25 - 2,9) um (n = 34) ortalamaya sahiptir, tek ¢ekirdeklidir, polar filament subapikal,
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yanal bir sekilde baglanmistir. Anisofilar polar filament 7 normal 3-4 dar kivrim
yapamaktadir. Polaroplast; amorf bolge, yogun tabakalar ve sporun orta kismina kadar ulasan
lamelli-tiibiiler bolge olmak iizere ii¢ bolgeden olusmustur.

Tip konak: Rhizophagus grandis Gyll. (Coleoptera, Rhizophagidae)

Konak lokalitesi: Trabzon ve Artvin’deki R. grandis tiretim laboratuarlari

Tip materyal: Giemsa-boyali kuru yayma preparatlar ve elektron mikrokobu i¢in hazirlanmig
kesitler Karadeniz Teknik Universitesi, Biyoloji Boliimii, Trabzon, Tiirkiye’de
saklanmaktadir.

Etimoloji: Tiir ismi enfekte konagin cins ismi olan Rhizophagus’tan yola ¢ikilarak

belirlenmistir.



5. SONUCLAR

Bu yiiksek lisans tezi ¢calismalart sonucunda elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde

verilmektedir:

1.

R. grandis kitle iretim laboratuarlarinda yetistirilmeyi ve biyolojik miicadele
calismalarimt olumsuz etkileyebilecek olasi bir enfeksiyonun varligim1 arastirmak
amaciyla bu laboratuarlardan ve araziden elde edilen 2963 adet R. grandis ergini ve
larvasi disekte edilerek 151k mikroskobu altinda incelendi.

Isik mikroskobu caligmalan ile R. grandis’te yeni bir microsporidian patojeni varlig
belirlendi.

Tespit edilen microsporidian enfeksiyonunun oval sekilli sporlarinin boylari, 151k
mikroskobu altinda, 3,75 + 0,27 (2,91 — 4,24) um (n = 32) ve enleri ise 2,48 + 0,13
(2,25 - 2,9) um (n = 34) olarak ol¢iildii.

Bulunan microsporidian patojeni Giemsa boyama yoOntemi ile teyit edildi. Giemsa
boyali preparatlarda sporlarin boylar1 3,68 + 0,26 (3,18 — 4,17) um (n = 32) ve enleri
2,29 £0,21 (2 -2,79) um (n = 33) olarak 6lgiildii.

Elektron mikroskobu ile R. grandis’teki microsporidian patojeninin detayli morfolojisi
calisild.

Isik ve elektron mikroskobu calismalariyla elde edilen bilgiler 1s18inda karakteristik
ozellikleri literatiirdeki diger kabuk boceklerini enfekte eden microsporidian tiirleriyle
karsilastirllarak R. grandis’teki microsporidian patojeninin yeni bir tiir oldugu
sonucuna varildi.

R. grandis’teki microsporidian patojeni morfolojik oOzelliklere ve diger bulgulara
dayanarak tanimlandi.

Bu tez caligmasinda bulunan microsporidian patojeninin taksonomisi literatiirdeki

diger kabuk bdcegi patojeni microsporidian tiirleriyle karsilastirilarak yapildi.



6. ONERILER

Bu tez icin yapilan calismalar sirasinda R. grandis Kkitle tretim laboratuarlarinda
kullanilan yontemler diger iilkelerde kullanilan yontemler ile kiyaslanmistir. Sonradan
gelistirilmis ve Ingiltere’de hala kullanilmakta olan modern yontemlerin, iilkemizde de
kullanilmasi, verimi artirmak, yer, kiitiik ve larva ihtiyacim1 azaltmak ve hastaliklar {izerinde
daha etkili bir kontrol saglamak amaciyla Onerilmektedir. Bildigimiz kadariyla iiretimde
kullanilacak R. grandis erginleri iiretim laboratuarlarindan elde edilmektedir. Bu nedenle
iretimde kullamlacak R. grandis erginlerinin alinacagi laboratuarlardaki bocek
popiilasyonlarinin  tarafimizdan incelenerek hastalik oranlariin  en diisiikk oldugu
laboratuarlarin belirlenmesi 6nerilmektedir. Boylelikle saglikli bireylerden iiretilecek nesiller
de saglikl olacaktir.

Bu calismada tanimlanan, R. grandis’te enfeksiyona neden olan microsporidian patojeni
icin, Canningia rhizophagi sp. n. binomeni onerilmektedir. Patojen yeni bir tiir oldugu i¢in
biyolojisi, konaga bulagma sekilleri, konak iizerindeki etkisi ve histopatolojisi
bilinmemektedir. Bundan sonra bu bilinmeyenlerin aydinlatilmasi hem R. grandis iiretimine,
hem de diinya literatiiriine katki saglayacaktir. Ayrica, molekiiler ¢aligmalar ile yeni tiiriin

taksonomisinin kesinlestirilmesi de 6neriler arasindadir.
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