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ONSOZ

“Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera, Chrysomelidae)’mn Bir Mikrosporidium
Patojeninin Karakterizasyonu ve Varlig” adli bu tez, patates boceginin kontroltnde
mikrospor kullamminin dlkemizde uygulanan ilk ¢alismasidir. Gergeklestirilen bu biyolojik
mucadele 6n ¢calismasinin Ulkemize yararl sonuglar saglamasin tmit ediyorum.

Tez calismalan slresince damsmanligimi Ustlenerek konu segimimde yardimar olan
ve bu ¢alismanin ortaya ¢ikmasi i¢in imkanlarindan snirsiz sekilde yararlanmam saglayan,
Almanya da gergeklestirdigi elektron mikroskobu calismalariyla bu yiksek lisans tezine
buylk katkida bulunan, benden engin bilgi ve tecriibesini esirgemeyen cok degerli hocam
Doc. Dr. Mustafa YAMAN’a, eektron mikroskobu calismalarina imkan saglayan ve
bilgileriyle destek veren sayin Dog. Dr. Renate RADEK’ g, tezin calisilmasi ve sonuglarinin
degerlendirilmesinde degerli goris ve katkilarindan dolay:r Prof. Dr. Jerzy J. LIPA ve
Andreas LINDE'ye, fikirleriyle ve yardimlartyla bana destek olan laboratuar calisma
arkadaslarim Onur TOSUN, Cigcek ERDOGAN, Funda ERASLAN, Hilal BAKI ve F. Pinar
GUNGOR'e, tez calismalarimin sonucglandirimasna imkan saglayan KTU Arastirma
Fonu'na (Proje No: 2005.111.004.4) ve beni destekleyen sevgili arkadaslarima, maddi ve

manevi anlamda her zaman yarumda olan degerli aileme sonsuz tesekkirlerimi sunarim.

NejlaOZCAN
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OZET

Patates bitkisi dinyanin bir¢ok tlkesinde oldugu gibi Glkemizde de 6énemli bir besin
kaynagidir. Zengin igerig, bircok iklim kosuluna gosterdigi uyum ve ¢ok cesitli kullamm
alam ile en cok tercih edilen tarnm Urdnlerinden biridir. Bu nedenle ekonomik agdan da
kayda deger bir Gneme sahiptir.

Patates bocegi, Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae), en 6nemli
patates zararlilarindan biridir. Bu zararli ile micadelede cogunlukla kimyasal ilaclar
kullamlmaktadir. Uygulanan kimyasalarin yan etkileri, zararlinin kontrolinu gittikce
guclestirmektedir. Hazirlanan bu ¢alismada Leptinotarsa decemlineata’ da enfeksiyon yapan
bir mikrosporidium patojeninin karakterizasyonu ve varligi ortaya konmustur. Trabzon’un
dort lokalitesinden (Akgaabat, Pdlitli, Yesiltepe ve Yomra) periyodik olarak toplanan L.
decemlineata ergin ve larvalar1 disekte edilip 151k mikroskobu altinda incelenmistir ve
mikrospor enfeksiyonuna rastlanmistir. Elektron mikroskobu (TEM) calismalar: sonucunda
tespit edilen bu patojenin Nosema cinsine ait, Nosema leptinotarsae Lipa, 1968
(Dissociodihaplophasida: Nosematidae) oldugu belirlenmistir. Patojenin sporlar1 4,54 + 0,5
(n= 4809) um x 2,46 + 0,3 (n=4878) um'dir. N. leptinotarsae enfeksiyonu bagirsakta,
malpigi tuplerinde ve hemolenfte gézlenmistir.

Akcaabat’ tan toplanan 248 larvanin 4’ Giinde (% 1,61), 271 erginin 28 inde (% 10,33),
Pelitli’ den toplanan 238 larvanin 5’inde (% 2,1), 146 erginin 7’sinde (% 4,79), Y esiltepe’ den
toplanan 294 larvada hi¢ bulunmazken, 317 erginin 9 unda (% 2,83), Y omra dan toplanan
206 larvanin 15'inde (% 7,28), 47 erginin 2'sinde (% 4,25) N. leptinotarsae enfeksiyonu
kaydedilmistir.

Arazi caismalann sonucunda elde edilen erginler ile gerceklestirilen mikrospor

biyoassay deneyleri sonucunda % 62,8 oraninda enfeksiyon tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler : Nosema leptinotarsae, Patates bécegi, Microsporidium, Patojen



SUMMARY

CHARACTERIZATION AND OCCURENCE OF A MICROSPORIDIUM
PATHOGEN OF LEPTINOTARSA DECEMLINEATA (COLEOPTERA:
CHRYSOMELIDAE)

Potato is an important nutrition source in our country as well as in many countries of the
world. It's one of the most preferred agricultural products because of its rich content, consistence
of several climate conditions and various area of usage. Therefore it has also a significant
economical importance.

Colarodo potato beetle, Leptinotarsae decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) is one
of the serious pests of potato. Chemical pesticides are used for control of this pest. Side-effects
of these chemical pesticides complicate control of the beetles increasingly. In this study,
characterization and occurrence of a microsporidium pathogen that infects L. decemlineata and
its potential usage against Colarado potato beetle as a biological agent is revealed.

The adults and larvae of L. decemlineata collected from four different localization of
Trabzon (Akcaabat, Pelitli, Yesiltepe and Yomra) were dissected and observed under light
microscope. At the end of the studies a microsporidium infection is determined. As a result of
the TEM studies, it is defined that observed pathogen in this study is Nosema leptinotarsae
belonging Nosema genus. Spores of this pathogen are measured as 4.54 + 0.5 (n= 4809) um in
length, 246 = 0.3 (n=4878) pm in width. N. leptinotarsae infection is observed in gut,
mal pighian tubules and hemolymph of the pest.

4 (1.61%) of 248 larvae, 28 (10.33%) of 271 adults from Akgaabat, 5 (2.1%) of 238
larvae and 7 (4,79%) of 146 adults from Pelitli, 9 (2.83%) of 317 adults from Yesiltepe, 15
(7.28%) of 206 larvae and 2 (4.25%) of 47 adults from Yomra areinfected by N. leptinotarsae.

According to results of bioassay experiments realized by adults of L.decemlineata
obtained from field studies, N.leptinotarsae infection was recorded. The rate of this infection is
62.8%.

Key Words: Nosema leptinotarsae, Colarado potato beetle, Microsporidium, Pathogen
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SEMBOLLER DiZiNi

TEM : Transmisyon Elektron Mikroskobu

Hm : Mikrometre



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Dunyanin birgok tlkesinde yetistirilmekte olan patatesbitkisi, tarim Urdnleri arasnda
Uretim miktan bakimindan ilk sraarda yer almaktadir. igerdigi karbonhidrat, protein,
mineradler ve vitaminlerle, 6zellikle gelir dizeyi fazla olmayan Ulkelerde ¢cok 6nemli bir
besin kaynagi olma6zelligi tasimaktadir.

Temelde cesitli yontemlerle hazirlanip tUketilen patates, gelismis Ulkelerde sanayi
alaninda konserve, dondurulmus gida, cips, pure, granul ve toz formlarda islenip
pazarlanmaktadir. Bunun disinda yan trtin olarak alkol, nisasta ve hayvan yemi yapinunda
da kullanilmaktadir (Onaran vd., 2000).

Ulkemizde patates, cesitli iklim kosullarina gosterdigi uyum 6zellig ile tercih edilen,
yaygin olarak tiiketilen ve ihracat1 yapilan bir bitkidir. Tirkiye Istatistik Kurumu verilerine
gbre 2006 yilinda 1,579,084 dekarlik alanda 2765 kg/dekar verimle 4,366,180 ton, 2007
yilinda 1,525,975 dekarlik alanda 2771 kg/dekar verimle 4,227,726 ton, 2008 yilinda,
1,478,883 dekarlhk alanda, 2838 kg/dekar verimle yaklasik 4,196,522 ton patates
Uretilmistir (TUIK, 2009). Bu veriler patates bitkisinin tlkemiz ekonomisine ne denli
Onemli bir katki sagladigim ortaya koymaktadir. Tarim ve ekonomi agisindan bu kadar
buylk 6neme sahip olan patatesin Uretimini etkileyen olumsuz etmenler mevcuttur. Bu
olumsuzluklar icersinde verimsiz adanlarda yapilan ekim islemleri, bitkinin dogal
hastaliklari, olumsuz iklim kosullari ve 6zellikle blyik kayiplara neden olan zararh
bocekler yer amaktadir.

Patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata), en dnemli patates zararlilarindan biridir.
Bdcegin larva ve erginleri patates bitkisinin yapraklar ile besenmektedir. Zararlinin
patates bitkisindeki beslenme islemi, bitkinin tim yapraklari yok olana kadar devam
etmektedir. Patates bdcesi, zarar goren bitkinin yapraklar: tikendikten sonra beslenmeye
devam etmek icin yeni bitkilere gegcmekte ve hizli bir sekilde ¢ok genis bir alana
yayilabilmektedir. Ucabilen erginler yakinlardaki tarlalara gecmekte ve zararin
yayilmasina neden olmaktadir. Yapraklarim kaybeden patates bitkisi gelisimi igin gerekli
151k ve nem gibi hayati unsurlardan yoksun kalmakta ve gelisimini tamamlayamamaktachr
(Onaran vd., 2000). Bu durumda patates tretimindeki verim, olumsuz yénde blyuk 6lcude
etkilenmektedir.



Turkiye' de ve dinyada patates boceginin verdigi zarar engellemek icin buyik caba
ve maddi guc sarf edilmektedir. Zararli bocek micadelesinde diger tanmsal Urlnlerde
oldugu gibi kimyasal ilaclar yaygin olarak kullaniimaktadir. Kimyasal ilaglarin zararl:
bocekler Uzerindeki etkisinin disinda ¢cevreye ve dolayli olarak insan sagligina oldukca
buyUk zararlart mevcuttur. Kimyasal ilag kullanim ile hedeflenen bdcek disinda, ortamda
bulunan birgcok yararli hayvan da zarar gormektedir. Yagmur rizgar gibi abiyotik
etmenlerle kimyasallar topraga, ekim alanindaki tarim Urdnlerine ve hatta akarsular
araclig ile icme sularina bulasmakta ve insan sagligin tehdit etmektedir (Ecevit, 1988).

Ne yazik ki kullanlan kimyasal ilaglar bu bdcekler Uzerinde beklenen etkiyi
saglamamaktadir. CUnkl L. decemlineata insektisitlere kars1 ¢ok cabuk direng kazanan bir
bocektir. Kazandigi diren¢ sayesinde bocegin yeni jenerasyonu kullanilan kimyasal
insektisitlerden etkilenmemektedir. L. decemlineata, en ¢ok insektisit direnci gelistiren 13
bocek ve akar tUrinden bir tanesidir (Weisz vd., 1994). Bu nedenle yeni biyolojik
mucadele yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir (Martin, 2004). Kimyasal miicadele
yontemlerinde insektisit kullamminin bu olumsuzluklarindan dolay: birgok bilim adami ve
devlet calisanlart dternatif micadele teknikleri Uzerinde yogunlagsmaktadir. Alternatif
micadele tekniklerinin basinda cevreye ve insanlara olan zararli etkisinin mini mum,
maliyetinin distk oldugu yontemler tercih edilmelidir. Bu amagla son yillarda biyolojik
mucadele yontemleri 6nem kazanmaktadir. Biyolojik micadele yontemlerinde zararli
bocek Uzerinde dogal hastalik olusturan etmenler ilgi odag: olmustur.

Bu yiksek lisans tezinde dinyada 6nemli bir tarim zararlisi olan L. decemlineata
zararlisina kars1 micadele amacl olarak kimyasal kullanimim azaltacak ekonomiye ve
cevreye daha duyarli mucadele yontemleri arastirilmistir. Bu kapsamda bocekte dogal
hastalik olusturan bir patojenin, dogadan izolasyonu, zararli bocek popilasyonundaki
varlig ve dagiliminin, arastirilip gelistirilmesi amaglanmustir.



1.2. Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) (Patates Bocegi)

Alem: Animalia (Hayvanlar)
Sube: Arthropoda (Eklembacaklilar)
Alt Sube: Hexapoda
Sinif : insecta (Bocekler)
Takim: Coleoptera (Kinkanatlilar)
Familya: Chrysomelidae (Y aprak bocegigiller)
Cins. Leptinotarsa
TUr: Leptinotarsa decemlineata Say, 1824

1.2.1. Biyolojisi

Patates boceginin erginleri, 10-11 mm uzunlugunda, siskin, oval ve oldukca
konvekstir. Tki sar1 kanat kabugunun her birinin Gstiinde 5 ince siyah cizgi bulunur. Bas ve
gbgsiin Ustinde yaklasik bir dizine kiglk siyah noktalar vardir. Bacaklarin ucu koyu
kahverengi ya da siyahtir (Sekil 1 A). Ust kanatlarin altinda yalnizca ucarken goriilebilen
bir cift pembe kanat gorulir (EPPO Council, 2009). Kis1 ergin olarak topraga gomuli
sekilde geciren patates boceginin ¢ikist Mayis ayinda baslar. Bulundugu iklim kosullarina
bagli olarak 1-3 ddl verir.

Patates boceginin yumurtalan sari ya da agik turuncu renkte, uzun-oval, yaklasik 1,2
mm uzunlugundadir ve patates yaprag: atinda bir arada bulunur (Sekil 1 B). Ergin disi
bireyler, tek seferde 10-30 tane olmak Uzere ve yapragin alt ylzeyine oldukc¢a dizgin bir
sekilde yumurtalarim birakirlar. Yumurta birakma siiresi boyunca disi bireyler 500-3000
yumurta birakabilir. (EPPO Council, 2009).

Normal mevsim sartlar altinda, yumurtadan larva ¢ikist yumurta birakildiktan 5 giin
sonra gerceklesir. Larvalar genis bir abdomene ve kavidli bir viicuda sahiptir. Birinci instar
kiraz kirmizisi renginde, parlak bas ve ayaklara sahiptir. Sonraki instarlar kademeli olarak
havug rengi ve ucuk portakal rengindedir. Vicutlarinin her iki yaninda siyah noktalardan
olusan seritler mevcuttur (Sekil 1 C).

Yumurtadan c¢ikan larvalar hemen besenmeye baslar. Deri degistirme donemleri
haricinde beslenmeyi nadiren birakirlar. Larvalar guiclii ve olumsuz hava kosullarina karsi

dayanikli olsalar da asir yagis ve gucli rizgarlar, 6zellikle genc instarlarda 6lum oranin



arttirabilir. Aym grup yumurtalarinin larvalan ilk deri degisimine kadar alt yaprak
ylzeyinde bir arada dururlar; daha sonra tomurcuklann dip kisimlarina hareket ederler. 4.
instar evresinde larvaar yaprak saplari ve gbvdelere saldirir (EPPO Council, 2009).

Larvalar dort kez gomlek degistirir. Gelisen larva toprak Uzerinde birkag gin
prepupa halinde kalir. Dorduncti gémlegi degistirdikten sonra topragin 1-14 cm derinine
gomulerek pupa olusturur (Sekil 1 D). 5-10 giin icinde ergin hale geger. iklim kosullarina
bagli olarak yilda 1-3 ddl veririler.

Sekil 1. Leptinotarsa decemlineata’ya ait ergin, yumurta, larva ve pupa safhalarn A:
Ergin, B: Yumurta, C: Larva, D: Pupa(Fotograf: Nejla OZCAN)



1.2.2. Zarar Sekli, Ekonomik Onemi ve Yayihs1

Patates boceginin ergin ve larvalan bitkinin yapraklari, gbvdesini ve nadiren de olsa
yumrularyla beslenerek zarar verir. Son yillarda Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya da
gerceklesen zarar 16 milyon km®dir ve bu rakam gittikce artmaktadir (Alyokhin vd.,
2008).

Patates bocegi, kendisine en yakin patates tarlasina kisa bir yurtyUs ya da ugus
sonucunda ulasir. Genis alanlara yayilmasinin esas yolu, ¢6zellikle bahar jenerasyonunun
ruzgarla yaptig1 goctur.

Ergin ve larvalar, patates bitkis ve yumrularn Uzerinde ve paketlenmis tim
formlannda kolaylikla tasinabilir. Kiglayan bocegin barinagi olan, patates, patlican ve
domates gibi taze tarla sebzeleri, ulusararas pazardaki en yaygin tasinim araglarchr
(EPPO Council, 2009).



Sekil 2. Leptinotarsa decemlineata’ mn patates tarlalarindaki zarar durumu. A: Zarar
gormemis patates ekili alan, B: Bocegin saldirnsna ugrams alan. (Fotograf:
Nejla OZCAN)

1.2.3. Dogal Diismanlari ve Miicadele Yontemleri

Dunyada ve Ulkemizde L. decemlineata’ mn mucadelesinde yogun olarak kimyasal
ilaclar kullamlmaktadir. Bunun yanminda bu zararlimin birgok dogal dismam ve doga
hastaliklart mevcuttur, bu nedenle bu zararlimin micadelesinde biyolojik micadele
gjanlannin kullanimi mumkunddr. L. decemlineata’ mn birgok eklembacakl1 predatorleri ve
parazitleri mevcuttur. Carabus hampei, Chrysomelobia labidomerae, Chrysoperla carnea,
C. sinica, Edovum puttleri, Euthyrhynchus floridanus, Lebia grandis, Myiopharus

doryphorae, Oplomus dichrous, Perillus bioculatus, Podisus maculiventris, Rhynocoris Sp.



Buna ilaveten nematod, Heterorhabditis heliothidis, Hexamermis $p., Pristonchus
uniformis, Steinernema feltiae, S. glaseri; mantar Beauveria bassiana, B. tenella,
Paecilomyces farinosus, Penicillium funiculosum; bakteri Bacillus thuringiensismve
iridovirisler patates bocegine karst kullanilmistir (EPPO Council, 2009).

Patates bocegi populasyonlarim kontrol etmek icin genellikle insektisitler kullanlir.
Ancak bu zararlinin insektisit direnci hizla gelisir (Wilkerson vd., 2005). L. decemlineata,
en cok insektisit direnci gelistiren 13 bocek ve akar tlrinden bir tanesidir (Weisz vd.,
1994).

Son yizyilin ortasindan bu yana, patates bocegi tim buyuk insektisit ¢esitlerinin 52
degisik bilesimine diren¢ gelistirmistir (Alyokhin vd., 2008). Patates bocegi, modern
insektisit endustrisinin ortaya ¢cikmasinda blyik 6l¢tde sorumlu oldugu distnulmektedir
(Gauthier vd., 1981). 1864'ten beri yuzlerce bilesik bu zararliya karst denenmis ve bu
kimyasallarin tasinmalarina yardima olmak icin uygulama ekipmam olusturulmustur
(Gauthier vd., 1981).

1939 yilinin baslarinda gerceklestirilen ilk uygulamalarla birlikte, DDT’in ilk
hedeflerinden biri de olmuslardir (Hitchner, 1952; Gauthier vd., 1981). 1952'de DDT ig¢in
yapilan kayit, patates boceginin sentetik organik pestisitlere gosterdigi direncin ilk
ornegidir (Quinton, 1955). Dieldrine direng 1958 de rapor edilmistir, bunu diger klorlu
hidrokarbonlar takip etmistir (Hofmaster vd., 1967). Sonraki yillarda basarisz sonuclar
elde edilen insektisit gruplar: rapor edilmistir (Tablo 1).



Tablo 1. Arazi ya da laboratuar ¢alismalari sonucunda patates boceginin direng gelistirdigi
insektisitler (Whalon vd., 2008)

Kimyasal grup Yaygin isimleri

Karbamat Aldikarp, karbaril, karbofuran,
kloetokarp, dioksakarp, oksamil,
propoksur

Organofosfataz Azametifos, azinfosetil,

azinfosmetil, klorfenvinfos,
malatyon, metamidofos,
metidatyon, monokrotofos,
paratiyon, paratiyon-metil, forat,
fosmet, foksim, kuinalfos,
tetraklorvinfos, triklorfon

DDT, metoksiklor

Aldrin, klordan, dieldrin,
endosulfan, endrin, HCH-gamma,

Organoklorinler
Kiklodiyen Organoklorinler

toksafen
Organotinler Azosiklotin
Inorganikler Hidrojen siyanid

Piretroidler, Piretrinler Sipermetrin, deltametrin,

esfenvalerat, fenvalerat, permetrin

| soflavonlar Rotenon

Neonikotinoidler Tiamethoksam, asetamiprid,
klotianidin, dinotefuran,
imidakloprid, N-desmetiltiamethoksam,
N-methilimidaklopridnitenpiram,

thiakloprid
Makrosiklik laktonlar (avermektinler) Abamektin
Nereistoksin analoglar Kartap
Spinosinler Spinosad
Bacillus thuringiensis SUbsp.tenebrionis Bt
endotoksinler

Hala biyolojisinde sinirlt bilgilerin olmasi, degisken hayat dongusti patates bocesinin
insektisitlere kars1 gosterdigi direncin kontrolini engellemektedir (Alyokhin vd., 2008).
Patates bitkisinin yaprak ve sirginlerinde meydana gelen kaybi belli oranda tolere
edebildigi bilinmektedir (Ferro vd., 1983). Bu durumda patates bitkisinde zarar yapan L.
decemlineta boceginin popllasyon yogunlugunun belli bir oramin atina cekilmesi,
micadelesinde yeterli olmaktadir. Bu durumda L. decemlineata’ mn dogal patojen ve
parazitlerinin tespiti ve popilasyonunun kontrol altina alinmast micadelede en basarili

sonucu verecektir.



Bu yiksek lisans tezinde L. decemlineata bbceginde doga hastalik olusturan bir
mikrosporidium patojeni tespit edilmis ve zararli bocegin populasyonundaki dagilinu ve
populasyona olan etkisi calisilmigtir.

1.3. Mikrosporidia

Fungus alemine ait olan, Okaryotik mikrosporodiaar, zorunlu hiicre ici parazitlerdir.
Mitokondrileri bulunmayan mikrospordiaar, hiicre disinda kalin protein ve kitin yamda
duvarla cevrili sporlar halinde bulunurlar. Sarmal yapida polar filament icerirler (Vavra,
1976 a, b).

Mikrosporlarin gelisimi, merogoni ve sporogoni safhalarint igerir. Merogoni
sayesinde vejetatif cogalma gerceklesirken, sporogoni ile sporlar meydana gelir. Merogoni
ile sporogoni asamalar1 ve hayat dongusindeki evrelerin ¢ekirdek sayilari, tlrden tire
degisiklik gosterir.

Mikrosporlar iki ¢esit spor olustururlar. Bunlardan ilki daha kalin spor duvarina
sahip olan eksternal sporlardir. ikincisi ise konak icinde farkl: dokulara bulasmaya yarayan
internal sporlardir. Eksternal sporlar konak tarafindan viicuda agiz yoluyla aimir. Besin
yoluyla alinan bu tastmm vertikal tasimm olarak adlandirilir. internal sporlar ise hastalikl
disi tarafindan yumurta araciligiyla bulastinilir. Sporlarin bu yolla bulastinlmasina
horizontal tasinim denir.

Genellikle tek tip olan sporlart c¢ok kuguktir (1-20 pm). Mikrosporlar 151k
mikroskobunda 1s1@1 kiran, neredeyse aym boyut ve sekilde ¢ok sayida spor ile kendini
belli eder. Spor sekil ve boyutlar: tirden tire degismekle birlikte, cogu 2-7 pum
araligindadir ve genellikle oval sekle sahiptir.

Mikrosporaait sporlar, konak tarafindan vicut icine alimp bagirsaga ulastiktan sonra
polar filamentlerini disar1 cikarip polar tip olustururlar ve konagin hiicre zarim delerek
icine girerler. Mikrosporidialar konak hiicrenin tim bagisiklik sistemini bu sekilde asarlar.
Sporun icindeki cekirdek ve sitoplazmadan olusan sporoplazma tlp vasitasiyla konak
hiicre icine aktanlir (Hazard vd., 1984, 1985).

Konak hicreyi enfekte eden mikrosporlarin ilk vejetatif hayat safhas, meront
safhagdir. Kure seklinden oval sekle degisiklik gosteren merontlar ince bir hticre duvarina
sahiptir. Merontlar hizla ve gok sayida mitoz bdllinme gegirerek sporontlart olustururlar.

Kure ya da uzun sekilli sporontlarin hiicre duvarimin kainlasmaya basladigi gozlenir. Bir
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sonraki safhada organelleri belirginlesen hiicre duvari oldukca kalin sporoblastlar goze
carpar. Sporoblastlar, patojenin tanimlanmasinda kararkteristik 6zellige sahip olan olgun
sporlar1 olusturan son vejetatif safhadir.

Mikrosporlar, konak spesifitesi olan canlilardir, yani dogada tek bir konag: tercih
ederler. Bununla birlikte enfeksiyon gerceklestirdikleri zararlinin 6lUmuine sebep olmazlar.
Bunun yerine bulunduklar1 konagin hayat stresinin kisalmasini, canliliklarimn azalmasin,
istah ve kilo kaybini ve aym zamanda Greme potansiyellerinin azalmas: gibi belirtileri olan
kronik bir hastaliga yol acarlar. Mikrosporidialar genel olarak tek bir konaga 6zgi olmalari
nedeniyle biyolojik micadelede kullantma uygun patojenlerdir. Boylelikle sadece hedef
organizmay: etkilerler, cevreye ve diger organizmalara zarar vermezler. Bu ozellikleri ile
tercih edilmesi gereken biyolojik micadele gjanlaridir.

Insanlarda da hastaliga sebep olabildikleri icin mikrosporidialarin teshis edilmesi ve
karakterizasyonu son derece onemlidir. Mikrosporidialarin kesin teshisi icin Giemsa
boyamas yontemi kullanilir. Boyanan sporlar kayda deger bir kigilmeye maruz kalirlar
ancak cekirdegin oldukca belirgin bir sekilde boyamas: sayesinde bu yontem cok etkilidir.
Giemsa boyama yontemiyle teshis edilen mikrosporlarin elektron mikroskobu calismalari

sayesinde detaylh karakterizasyonunu yapmak mumkuinddr.
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1.4 Tezin Amaci

Hazirlanan bu yiksek lisans tezinde, en 6nemli patates zararlis olan, Coleoptera
takimina ait patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata Say, Col; Chrysomelidae)' nde
dogal bir sekilde hastalik olusturan bir mikrospor patojeninin tespiti, izolasyonu ve cesitli

metotlar araciligiyla karakterizasyonunun gerceklestirilmes amaglanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

Tez caismaart boyunca patates boceginin dagilim: ve bu bocekte Nosema
leptinotarsae enfeksiyonunun varligr arastirilmustir. Arazi calismalar her lokalite icin ayn
zaman diliminde gerceklestirilmistir. N. leptinotarsae’ nin patates boceginden izolasyonu,
patates boceginin ergin ve larvasina gecisi ve Ozelliklerinin belirlenmes icin cesitli

deneyler yapilmustir.

2.1. Boceklerin Elde Edilmesi

Bu calismanmin konusunu olusturan L. decemlineata’ mn ergin ve larvaari, 2009 yil1
MayisTemmuz aylann arasinda, Trabzon'un Akcaabat, Yesiltepe, Pditli ve Yomra
lokalitel erinden toplanmustir.

Arazi calismalan srasinda bocekler dikkatle steril kaplara toplanmustir. Enfeksiyon
dagilim oraninm etkilememek ve muhtemel kontaminasyonu engellemek icin her lokalitenin
ergin ve larvalan ayn kaplarda toplanmistir. Bocegin elde edildigi yer, tarih ve 6nemli
olarak nitelendirilen 6zellikler ait olduklar: kaplara etiketlenmis ve toplanan bireyler en
kisa stirede, guivenli bir sekilde laboratuara getirilmistir.

Laboratuar ortamina getirilen bdcekler temiz ve besinleri yenilenmis kaplara
konmustur. 18 saat aydinlik, 6 saat karanlik ortami saglayacak sekilde ayarlanmis Binder
marka iklimlendirme dolabinda, 24°C sicaklikta ve % 60 oranindaki nemli ortamda
bulundurulmuslardir.

Enfeksiyon oranini, bolgesel dagilim disinda, disi-erkek bakimindan da ele alabilmek
icin, cinsiyet ayrimi yapilmistir. Patates boceklerinin erkek bireyleri genellikle disi
bireylerden kuguktlr. Bu sayede makroskobik olarak bir ayrim yapilmas mumkunddr.
Ancak bu ayrimin daha saglikli yapilabilmes ve kesin sonug elde edilebilmesi igin
erginlerin cingiyetine diseksiyon esnasinda karar verilmistir ve sonuglar bu sekilde
kaydedilmistir.
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2.2. Mikroskobik Calismalar

L. decemlineata’ mn ergin ve larvalarinda enfeksiyon gerceklestirdigi belirlenen N.
leptinotarsae’ nin morfolojik, anatomik ve histopatolojik 6zelliklerini ortaya koymak icin
151k ve elektron mikroskobu (TEM) calismalar: yapilmustir.

2.2.1 Isstk Mikroskobu Calismalan

Arazi calismalann sonucunda elde edilen ergin ve larvaar, hazirlanan Ringer
soliisyonu icinde disekte edilmistir. Diseksiyon, abdomenin bdcegin vicudundan
ayrnlmasiyla yapilmistir. Tim doku ve organlan igcerecek sekilde hazirlanan preparat 1sik
mikroskobu (Olympus CX41) dtinda 40x’ten 1000x’e kadar olan buyltmelerle
incelenmistir. Enfeksiyon tespit edilen preparatlar, DP-25 dijital kamera ve DP2-BSW
resm sistemine sahip Olympus BX51 mikroskobuyla yeniden incelenmis, patojenin
fotograflar gekilmis ve karakterizasyonu icin gerekli olan 6lcimler yapilmistir.

Bdcek dokulariyla hazirlanan preparatlarda, enfeksiyon yapan patojenler cogu
zaman, preparatta mevcut olan besin artiklari ile morfolojik bakimdan benzerlik
gosterebilir. Ortaya cikabilecek bu karisikligi gidermek icin Giemsa boyama teknigi
kullamlmustir. Tespit edilen tim mikrospor enfeksiyonlu preparatlar gerekli islemlerden
gecirilerek Giemsa ile boyanmistir. Boyanan preparatlar incelenmis ve var olan sporlar

boyanma sekilleri ile ayirt edilip 6lglimleri tekrar yapil migtir.

2.2.1.1. Giemsa Boyama

Giemsa boyasi sayesinde hticrenin sitoplazmast ve gekirdeg farkli renklere boyanir.
Sitoplazmik kisim agik mavi ve kirmiziya boyanirken niklear kissm pembe renkte boyanir.
Boylece detayli bir inceleme ortami sgglanarak patojen ya da parazitin hayat dongusi
safhalanyla birlikte ortaya konulur. Bununla birlikte Giemsa boyasi spor duvarin
boyamadig1 icin tespit ve teshis de cok 6nemli bir rol oynar.

Enfeksiyon tespit edilen preparatlarin boyama islemi srasiyla su asamalardan
gecirilerek yapilmistir: oncelikle preparat oda sicakliginda kurutulmus, %100 [0k metil
alkolde 3 dakika bekletilerek olasi kontaminasyon engellenmis, tekrar oda sicakliginda
kurutulup saf suyla hazirlanan % 5'lik Giemsa boyasinda 16 saat boyamaya birakilmustir.
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Boyanan preparat steril suyla yikanip kurutulmus ve incelemeye hazir hale getirilmistir.
Immersiyon yag: ile birlikte 100x’lik blyiitmede incelenmistir (Toguebaye vd., 1988;
Undeen ve Vavra, 1997).

2.2.2. Elektron Mikroskobu Caliymalan

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) calismalari, incelenmesi istenen yapilarin
morfoloji ve igyapilarinin ayrintil1 bir sekilde aciga ¢ikarilmas: bakinundan ¢ok énemlidir.
Bu tez caismalar1 sirasinda tespit edilen mikrosporun, N. Ileptinotarsae oldugunun
kanmitlanmasinda elektron mikroskobunun katkisi buyuktir. Patates boceklerinden izole
edilen N. leptinotarsae'nin detayl1 yapisi Almanya, Berlin Universitesi Laboratuar:’ nda
Philips JM 208 el ektron mikroskobunda incelenmis ve fotograflanmustir.

2.2.2.1. Resine Gomme Islemi ve Elektron Mikroskobu Calismasi

Istk mikroskobu atinda enfeksiyon oldugu tespit edilen preparattaki dokular
dikkatlice alinarak birtakim islemden gecirilmis ve Resine gdmulmistir. Boylece dokular
elektron mikroskobunda incelenmek icin hazir hale getirilmistir.

Y ukarida bahsedilen asamalar sunlardir: ayrilan doku materyali pH 7,2'de 0,1M
kakodilat tamponu ile seyreltilen % 2,5'lik glutaraldehit icinde iki saat boyunca fiske
edilmis, pH 7,2'de 0,1 M cacodylate tamponu icerisinde li¢ kez 10’ ar dakika yikanmustir.
Daha sonra OO, ile 2 saat sireyle muamele edilmis, yeniden pH 7,2'de 0,1 M cacodylate
tamponu igerisinde U¢ kez 10" ar dakika ytkanmustir.

Numuneler sirasiyla % 30'luk, % 50'lik ve % 70’lik etanolle 15 er dakika, % 90| 1k,
% 96'lik ve % 100'luk etanol ile 10'ar dakika Uger kez muamee edilip dehidrasyona
ugratilmistir. Daha sonra 1:1 oraminda hazirlanan ERL: etanol karisim: ile 1 saat, 3:1
oraninda hazirlanan ERL : etanol karisimi ile 4 saat muamele edilen numuneye Epoxy resin
emdirilmistir. Saf ERL icerisinde bir gece boyu bekletilmistir. Taze saf ERL ile beem
tUplerine aktanlms ve ortalama 48 saat 70°C’ de etliv icersinde sertlesmeye birakilmustir.
Resinlerden ultra mikrotom kullanilarak kesitler alinmus, bu kesitler uranil asetat ve kursun
sitrat ile boyanmustir (Radek ve Fabel, 2000).
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2.2.3 Leptinotarsa decemlineata’ya Uygulanan Mikrospor Biyoassay Deneyleri

Patates bocegine Nosema leptinotarsae’ nin hangi yolla enfekte oldugu ve bugtine
kadar yeterince aydinlatilamamis olan, enfeksiyonun gerceklestigi dokularin hangileri
oldugu gerceklestirilen iki biyoassay deneyi ile ortaya konmustur.

Araziden toplamp laboratuara getirilen ergin bireylerden, saglikli gorinen ve
hareketli olanlar ayrilmistir. Her iki deneyde 3'er deney grubu ile 1'er kontrol grubu
hazirlanmistir. Tlk deney icin her gruba 20'ser birey, ikinci deneyde kontrol grubu ve
birinci deney grubuna 20, ikinci ve Uclincli deney grubuna 15'er birey yerlestirilmistir.
Basaril1 bir deney uygulamasi gerceklestirmek icin deney grubundaki tim ergin bireyler
bir gtin stireyle a¢ birakilmistir (Sekil 3 A).

Arazi diseksiyonlari sonucu izole edilen ve saflastirilan mikropsor numuneleri esit
boyutlardaki patates yapraklarina damlatilmis, yaprak yizeyine dagitilmis ve kurumaya
birakilmustir (Sekil 3 B, C, D ve E). Daha sonra kontrol grubu haricindeki deney gruplarina
bu yapraklar verilmistir (Sekil 3 F). Kontrol grubundaki bireyler temiz ve enfeksiyon
bulunmayan yapraklarla bedenmistir. Sonraki guinlerde besinlerini tiketen tim gruplarnn
bulunduklar: kaplar yenilenmis ve bireyler temiz ve slispansiyon bulunmayan patates
yapraklariyla gunlik olarak beslenmistir (Sekil 3 G, H vel).

21 gunluk deney suresince tim gruplar, 24°C scaklik ve % 60 oranindaki neme
ayarlanmus iklim dolabinda bulundurulmuslardr.

Deney esnasinda 6len larvalar hemen aimp diseksiyonlan yapilarak mikroskop
atinda incelenmis ve 6lim oram gunlik olarak kaydedilerek, deney sonunda oranlar

asagida belirtilen Abbott (1925) formili ile hesaplanmustir.

Abbott formilt : 100 x (Test grubundaki 6lUm yizdesi — Kontrol grubundaki 6ltm
yuzdesi) / (%100 - Kontrol grubundaki 6ltm yizdesi)
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Sekil 3. Leptinotarsa decemlineata erginlerine uygulanan mikrospor biyoassay
deneyi. A: Bir giin boyunca a¢ birakilan erginler, B: Temizlenmis patates
yapraklar, C: Mikrospor slspansiyonu damlatilmis yapraklar, D:
Slspansiyonun yaprak ylzeyine dagitilmas, E: Uygulanan stispansiyonun
kurutulmasi, F: Slspansiyonlu yapraklarin erginlere verilisi, G: Mikrospor
stispansiyonlu yapraklar tiketen erginler, H: Ergin bireylerin temizlenmis,
taze yapraklarla beslenmesi, |: Deney gruplarimn genel gorinUs.
(Fotograflar: Nejla OZCAN)



3. BULGULAR

Patates bitkisinin en dnemli zararlilarindan biri olan Coleoptera takimina ait, patates
bocegi (Leptinotarsa decemlineata) ile mucadelede kullanmak amaciyla zararlimn dogal
dismani olan mikrosporidium patojeninin varlig arastirilmustir. Bu amagla yapilan arazi
calismalarinda bocegin ergin ve larvalar: Trabzon: Akgaabat, Pelitli, Y esiltepe ve Yomra
ilcelerinden Mayis ve Temmuz aylar1 arasinda periyodik olarak toplanmistir. TUm
lokalitelerden toplanan patates bocegi ergin ve larvalarinda mikrospor enfeksiyonuna
rastlanmistir. Tez stiresince bu patojenin patates bocegindeki varligi, dagilimi ve biyoassay
deney calismalart yapilmistir. Tespit edilen mikrosporidium patojeni ilgili ayrintilt bilgi
asagida verilmektedir.

3.1. Leptinotarsa decemlineata’da Mikrospor Enfeksiyonunun Belirlenmesi

Bu ylksek lisans tezinde Turkiye tarim alanlarinda Uretilen patates bitkisinde btiyuk
zarara neden olan patates bocegi L. decemlineata’ da enfeksiyon yapan patojenlerin varligi
calisilmistir. Uzun yillar 6nce bahsi gecen zararlida, mikrosporidium patojeni Lipa (1968)
tarafindan tespit edilmis ve o ginden bu yana bu patojenle ilgili herhangi bir kayda
rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismalar srasinda 6zellikle mikrosporidium patojeni varligi
Uzerinde titizlikle durulmustur. Tespit edilen mikrosporidium patojeni icin 1s1k mikroskobu
ve elektron mikroskobu calismalan gerceklestirilmistir ve L. decemlineata

populasyonundaki dagil imi ¢aligilmustr.

3.1.1. Mikrospor Enfeksiyonunun Makroskobik Goriiniimii

Mikrospor enfeksiyonunun konagi Uzerinde makroskobik olarak gozlenebilen birkag
semptom mevcuttur. Bu belirtiler arasinda asir1 genislemis vicut kiamlari, deride renk
degisimi, hareket yeteneginde azama, istahsizlik, katikdl Gzerinde belirgin leke benzeri
renklenmeler ve larvalann instar degisimlerindeki anormallikler sayilebilir. Ayrica disi
boceklerin yumurtlama veriminde azalmanin gergeklestigi de bilinmektedir (Joudrey ve
Bjarnson, 2007). Calismalar sirasinda biyoassay deneylerinde, enfekte olmus boceklerin
besdenmelerinde istahsizhk g6zlenmistir. Ayrica oOrneklerin  diseksiyonu sirasinda,
boceklerin hemolenfinin preparat Uzerinde mat beyaz renk biraktigi tespit edilmistir.
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Mikrospor enfeksiyonunun preparat tUizerinde konakg: hemolenfini mat sit beyazi bir renge
donustardagt bilinmektedir. Her ne kadar stphelenilen enfeksiyonun belirlenmesinde
makroskobik bulgular 6nemli olsa da, kesin yargiya varabilmek icin mikroskobik
diizeydeki bulgularin 6nemi blyUktdr.

3.1.2. Mikrospor Enfeksiyonunun Mikroskobik Olarak Belirlenmesi

Bu tez caismasinda tespit edilen mikrospor patojeninin mikroskobik olarak
incelemeleri: 151k mikroskobu calismaan ile direkt olarak dokunun incelenmesi,
enfeksiyon belirtisi gésteren numunelerin Giemsa boyama teknikleri ile incelenmesi ve
tespit edilen enfeksiyonun elektron mikroskobu (TEM) incelenmes seklinde
gerceklestirilmistir. Tespit edilen mikrospor patojeni, 6nce 1sik mikroskobu atinda
incelenmistir. Taze preparatlardaki mikrospor patojeninin karakteristik hayat safhasi olan
veis1@ farkli agidan kiran sporlar incelenmistir. Daha sonra entomopatojenlerin detayl1 bir
sekilde ele ainmasinda yaygin olarak kullanmlan Giemsa boyama teknigi ile spor yapilar
tekrar incelenmis ve mikrospor varligi teyit edilmistir. TEM calismalar1 ile mikrospor
patojeninin ultrastriktirel yapis ortaya cikarilmis ve karakteristik 6zelliklerinin
belirlenmesi agisindan detayli olarak irdelenmistir. Bu c¢alismalar sayesinde tur tespiti
saglanmuistir.

3.1.2.1 Isk Mikroskobu Cahsmalann ile Mikrospor Enfeksiyonunun
Belirlenmesi

Isitk mikroskobu calismalarinda incelenmek Uzere diseksiyonu yapilan 6rneklerde
mikrospor patojenine ait 6nemli hayat safhalan dikkatli sekilde tespit edilmeye
calisilmistir. Dogrudan taze dokularin incelenmesi srasinda, mikrospor enfeksiyonunun
bulundugu dokulardaki morfolojik farklihiklar, normal dokular ile karsilastirilarak
enfeksiyon varligi saptanmistir. Teze preparatlarda konagin dokularinda gerceklesen
tahribat gozlemlenmistir. Isik  mikroskobu caligmalarn  sonucunda  mikrospor
enfeksiyonunun bocegin bagirsak dokusunda, malpigi tlplerinde ve hemolenfinde
enfeksiyon yaptig1 belirlenmistir (Sekil 4). Ozel kamera ve resim sistemlerine sahip
mikroskop kullanilarak, daha 6nce 151k mikroskobunda tespit edilen mikrosporlarin enfekte
ettigi dokular fotograflanmis ve sporlarinin 6lgimi yapil mistir.
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Mikrospor patojeninin karakteristik ozelliklerini tasiyan sporlar 118 farkli sekilde
kirmalari, aym boyut ve sekle sahip olmaarn konakginin diger dokularindan ayirt
edilmektedir. Taze praperatlarda 151k mikroskobu ile tespit edilen patojenin sporlar 4,54 +
0,5 (n=4809) um x 2,46 + 0,3 (n=4878) pum 0l clistindedir.

Sekil 4. Mikrospor patojenin L. decemlineata dokularindaki yaptigi enfeksiyon. Isik
mikroskobu gorinimu A, B: Bagirsak epiteli; C: Hemolenf; D: Malpigi
tupleri (Bar: 10 um).

Bdceklerde enfeksiyona neden olan entomopatojenler 1sik mikroskobu altinda
morfolgjik olarak birbirlerine benzemektedir. Cesitli patojen tdrleri farkli 6zellikteki
yapilarimin varlig: ile karakterize edilebilmektedir. Ozellikle birgok mantar tirti morfolojik
yapilar1 ile mikrospor patojeninin karakteristik spor safhasina benzerlik gostermektedir.
Isik mikroskobu calismalarinda patojenlerinin neden olabilecegi karisikligi gidermek ve
mikrospor patojenini diger dokulardan ve patojenlerden ayirt edebilmek icin gesitli boyama
teknikleri kullamlmaktadir. Entomopatojenlerin tespitinde yaygin olarak kullanilan Giemsa
boyas ile preparatlar boyanarak mikrospor patojeninin karakteristik safhasi olan sporlar ile
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hayat dongusiindeki diger meront, sporont ve sporoblast gibi karakteristik 6neme sahip
safhalar boyanarak tespit edildi (Sekil 5, 6, 7, 8). Giemsa boyama metodu ile enfeksiyon
kapmus bocek dokularinda mikrospor enfeksiyonu teyit edilmistir.

Giemsa ile boyanan numunelerde cift cekirdekli sporlar, kalin spor duvarlar: nedeni
ile renksiz veya oldukga agik renkte, sporun posterior kutbu, farkli bir renkte, tanecikler
seklinde gbze carpan Golgi aygitinin kalintilan da koyu mavi renkte boyanmustir. Hayat
safhaamin diger 6nemli safhalarinda sitoplazmamin belirgin mavi renkte, cekirdeklerin
koyu mor renkte boyandig gozlenmistir.

Mikrospor patojeninin tanimlanmasinda karakteristik safhas spor safhasidir. Sporlar
oval sekillidir (Sekil 5). Giemsa ile boyama isleminden sonra mikrospor patojeninine ait
sporlar tekrar 6l¢tldu, 6lgimler sonraanda sporlarin boyu 3,80 + 0,4 (n=535) pm, eni ise
2,18 + 0,2 (n=586) pum’dir.
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Sekil 5. Giemsa boyali Nosema leptinotarsae'mn hayat dongusli, spor safhas
(Bar:10 pm).
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Tespit edilen mikrospor patojenine ait ilk hayat safhast meront safhasidir. Giemsaile
boyanan numunelerde bulunan merontlarin sitoplazmas kismen mavi renkte, nukleuslar
ise belirgin mor renkte boyanmistir. Tek bir diplokaryona sahip merontlar kiresel veya
oval sekillidir (Sekil 6). Kire seklindeki merontlar 4,08 x 4,28 um, ova sekle sahip
merontlar ise2,82 x 5,79 um olarak olculmuistdr.

Sekil 6. Giemsa boya1 Nosema leptinotarsae'min hayat dongusi, meront safhasi
(Bar: 10 um).
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Mikrospor patojeninin merontlart birgok bdlinme gecirerek sporontlart meydana
getirir. Giemsa ile boyanan sporontlarin sitoplazmalari, merontlara oranla daha acik mavi
renkte, nuklleuslar: ise mor renkte boyanmistir. Sporontlar kiresel sekilden uzamis sekle
degisen yamdadir (Sekil 7 A). Boyali numunelerde gézlemlenen sporontlar 3,48 — 4,68 um
arasinda degi sen olculere sahiptir. Diplokaryotik sporlar sporoblastlar: olusturmak icin tek
bir boltinme gecirirler (Sekil 7 B).
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Sekil 7. Giemsa boyal1 Nosema leptinotarsae'mn hayat dongust sporont safhas, A:
sporont; B: bdlinmekte olan sporont (Bar: 10 pm).

Olgun sporlar olusturacak olan spordblast safhasi, mikrosporun hayat dongusinin
son vejetatif safhasidir. Giemsa ile boyandiktan sonra sporoblastlarin sitoplazmalan c¢ok
acik mavi, nukleuslarn agik mor renkte gbzlemlenmistir. Tespit edilen sporoblastlar uzams
sekildedir. Giemsa boyali numunelerde sporoblastlar 2,9 x 6,23 um boyutlannda
olculmuiglerdir (Sekil 8).

B ——

A

Sekil 8. Giemsaboyali Nosema leptinotarsae'nin hayat dongusi sporoblast safhasi A,
B: sporoblast (Bar: 10 pm).
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3.1.2.2 Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile Mikrospor Patojeninin
Incelenmesi

Y ukarida bahsedildigi gibi L. decemlineata boceginde hastalik olusturan patojenin
151k ve giemsa boyal1 incelemeleri sonrasi patojenin mikrospor oldugu tespit edilmistir.
TEM calismalarnn sayesinde tespit edilen patojenin diger patojenlerden ayirt edilmes
gerceklesmis ve tir seviyesinde tespiti yapilmistir. Onemli hayat safhalar: olan meront,
sporont, sporoblast ve spor safhalart gozlemlenmis ve fotograflanmistir. Tem calismalarin
sonucunda bu tez calismasinda L. decemlineata bbceginde hastalik olusturan mikrospor
patojeninin Nosema cinsine ait olan Nosema leptinotarsae oldugu teyit edilmistir. TEM
incelemelerinde Onemli bir karakteristik bulgu olarak gorlarin  konak hicrenin
sitoplazmasyla dogrudan baglantil1 oldugu teyit edilmistir (Sekil 13-16).

L. decemlineata boceginde enfeksiyon yapan Nosema leptinotarsae' nin hayat
donguslindeki ilk safha meront safhasidir. Giemsa boyal1 numunelerde tespit edildigi gibi
merontlar oval sekildedir (Sekil 9).

Sekil 9. Nosema leptinotarsae'min meront safhasimn TEM’ deki goranuma.
N: nukleus (Bar: 10 pm)
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Meront safhasini sporont safhasi takip eder. Kire biciminden uzun sekle kadar
degiskenlik gosteren sporontlar, her safhada oldugu gibi diplokaryondur (Sekil 10).

Sekil 10. Nosema leptinotarsae'nin sporont safhasimn TEM’ deki goruntusi.
N: nukleus (Bar: 10 pum)
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Diplokaryotik sporontlar boliinerek olgun sporlan olusturacak olan sporoblastlar:

meydana getirir.

Sekil 11. Nosema leptinotarsae'mn sporoblast safhasinin TEM’ deki gorintusu.
N: nukleus (Bar: 10 pm)

Sporoblast safhasindan sonra sporlar olusur. Ova sekle sahip olan sporlar cift
cekirdeklidir (Sekil 12-14). Spor duvar: kalin ve 180-250 nm d&lc¢lsindedir. Spor duvari
belirgin bir endospora (130-170 nm) ve elektronca yogun bir ekzospora (50-80 nm)
sahiptir. Ekzospor homojendir (Sekil 15-16). Polar filament izofilardir ve 15-16 polar
filament halkasina sahiptir (Sekil 13-15) ve esmerkezli 4 tabakayla cevrelenmis merkezi
bir cekirdek bulunur (Sekil 15). Polar filamentin son kisimlarindaki bazi halkalar
olgunlasmamustir ve bu yizden kucuk gorantrler (Sekil 13-14). Olgun halkalarin ¢cap 125-

160 nm olarak ol¢ulmustir. Endoplazmik retikulumun dizenli iplikgikleri diplokaryonun
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her iki tarafina dizilmistir (Sekil 14-15). iyi gelismis polaroplast ince tabakalara sahip bir
doku barindirir (Sekil 13,16).

Sekil 12. Nosema leptinotarsae¢mn ¢ift cekirdekli spor safhasimn TEM’deki
gbrintist. N: nukleus, pf: polar filament, en: endospor, ex: ekzospor,
(Bar: 10 um)
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Sekil 13. Nosema leptinotarsae'nmn, ¢ift gcekirdekli, 15-16 polar filamentli spor
safhasimin TEM’ deki gorunimu. N: nukleus (Bar: 10 pm).
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Sekil 14. Nosema leptinotarsae sporlarimin polar filamentlerinin TEM’ deki
goruntmu. pf: polar filament, N: nukleus (Bar: 10 pm).
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Sekil 15. Nosema leptinotarsae'mn polar filamentlerinin enine kesiti. pf: polar
filament, en: endospor, ex: ekzospor (Bar: 10 pm).
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Polar filamentin Anchoring disk yapisi, elektron mikroskobu calismalar: sayesinde
net bir sekilde goruntlenmistir (Sekil 16).

Sekil 16. Nosema leptinotarsae'mn Anchoring disk yapisinin TEM’ deki gorintusu.
ad: anchoring disk, en: endospor, ex: ekzospor, pl: polaroplast (Bar: 10 um).
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3.2. Leptinotarsa decemlineata’da Mikrospor Patojeninin Varhg:

Araziden elde edilen bocekler toplandiklan hafta icerisinde disekte edilmis, 151k
mikroskobu altinda incelenmis ve sonugclar diizenli bir sekilde kaydedilmistir. Calismalar
boyunca toplam 984 larva, disekte edilmistir. Disekte edilen larvalarin 24’ tinde (% 2,43)
mikrospor enfeksiyonu tespit edilmistir. Arazi calismalarindan elde edilen larvalardaki
enfeksiyon oram Akcaabat'ta % 1,61, Pditli'de % 2,1, Yomrada % 7,28dir.
Y esiltepe’ den toplanan larval arda enfeksiyona rastlanmarmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Araziden toplanan L. decemlineata larvalarindaki mikrospor enfeksiyonu.

Toplandigi Tarih Disekte Edilen Enfekte Olmus Mikrospor

Yer Larva Sayisi Larva Sayisi (%)
30.05.09 26 - -

AKCAABAT _21.06.09 117 2 1,71
30.06.09 52 - -

07.07.09 53 2 3,77

18.06.09 136 2 1,47

PELITLI  29.06.09 70 3 4,28
08.07.09 32 - -
27.05.09 82 - -
11.06.09 32 - -
YESILTEPE 21.06.09 117 - -
30.06.09 50 - -
07.07.09 13 - -

30.05.09 21 10 47,6

21.06.09 71 3 4,23

YOMRA 30.06.09 66 2 3,03
08.07.09 48 - -

TOPLAM 986 24 2,43
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Dort farkl: lokalitedeki patates tarlalarindan temin edilen toplam 768 ergin bireyin
33 unde (% 4,30) mikrospor enfeksiyonu kaydedilmistir. En yiksek enfeksiyon oram %
10,33 ile Akgaabat arazisinin erginlerinde tespit edilmistir. Bu oran Pelitli'de % 4,79,
Y esiltepe’ de % 2,83, Yomra da % 4,25'tir (Tablo 3).

Tablo 3. Araziden toplanan L. decemlineata erginlerindeki mikrospor enfeksiyonu.

Toplandigi . Disekte Edilen Enfekte Olmu .
pYer i Tarih Ergin Sayisi Ergin Say1s1s Mikrospor (%)
11.05.09 4 - -
30.05.09 30 1 3,33
AKGAABAT 751 06.00 94 2 2,13
30.06.09 67 15 22,39
07.07.09 76 10 13,15
18.06.09 3 1 33,33
PELITLI  29.06.09 67 1 1,49
08.07.09 76 5 6,57
04.05.09 23 4 17,39
08.05.09 31 1 3,23
YESILTEPE 21.06.09 137 2 1,46
30.06.09 72 - -
07.07.09 54 2 3,70
30.05.09 19 - -
01.06.09 4 - -
YOMRA 21.06.09 5 - -
30.06.09 19 2 10,53

TOPLAM 768 33 4,30
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Mikrospor enfeksiyonunun disi ve erkekte ne sekilde bir dagilim gosterdigini
belirlemek icin toplanan erginlerin diseksiyon sirasinda cinsiyet ayrimi yapilmistir. Bu
sayede dogal hastalik etmeni olan bu patojenin disi-erkek ayrimi gozetip gozetmedigi de
arastinlmistir.  Araziden toplanan erginlerin 4781 disi, 290'1 erkektir. Disilerdeki
enfeksiyon, % 5,57 iken erkek bireylerde bu oran % 5,69 dur. Bu sonuclar mikrospor
patojeninin cinsiyete bagli olmadan enfeksiyon gerceklestirdigini ortaya koymaktadir
(Tablo 4).

Tablo 4. Araziden toplanan L. decemlineata’ mn enfekte olmus disi ve erkek bireyleri

Toplandigi Tarih a3 £
Yer D E Y D E Y
110509 2 i i 6 i i
300500 14 i i 16 1 625
AKGAABAT =51 0600 69 2 290 25 i i
300609 38 11 2895 29 4 1379
07.07.09 32 6 1875 44 4 909
. 180609 2 1 5000 1 i i
PELITLL  —5506.00 45 1 22 2 i i
0807.00 48 1 208 28 4 1428
040509 10 1 1000 13 3 2308
. 080500 22 1 455 9 i i
YESILTEPE =51 0600 90 2 222 47 i i
300600 37 i § 35 i i
07.07.00 34 i i 20 2 1000
300500 13 i i 6 i i
010600 4 i i i i i
YOMRA  21.0609 4 i i 1 i i
300600 15 2 1333 4 i i
0807.09 23 i i 10 i i
TOPLAM 502 28 557 316 18 569

D: Disekte edilen ergin sayisi, E: Enfekte olmus ergin sayisi, Y: Enfeksiyon yizdes

Arazi caismalan sirasinda elde edilen bir baska dikkat c¢ekici bulgu da toplanan
yumurtalardan elde edilen larva ve yine bu larvalardan gelismis pupalarda mikrospor
enfeksiyonuna rastlannmis olmasdir. 82 larvamin 7'sinde (% 8,5), 6 pupamn 1'inde (%
16,6) enfeksiyon kaydedilmistir. Bu durum bu patojenin vertikal bulasma yoluyla
enfeksiyon yaptigi gozlenmistir.
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3.3. Leptinotarsa decemlineata’ya Uygulanan Mikrospor Biyoassay Deneyleri

Arazi caligsmalar siiresince toplanan bdceklerden izole edilen mikrospor patojeni L.
decemlineata erginlerine uygulanmistir. Yapilan bu biyoassay deneyleri ile uygulanan
mikrospor patojeninin, patates boceginde gerceklestirecegi enfeksiyonun zararliyr ne
sekilde etkileyecegi ve bu bdcegin verdigi zararin patates bitkisinin tolere edebilecegi
orana cekilip cekilemeyecegi ortaya konmaya calisilmistir. Biyoassay deneylerinin
sonuclarina goére, birinci deney grubundaki 40 erginden 28’inde (% 58,6), ikinci deney
grubundaki 35 erginin 29" unda (% 80,8), Uglinct deney grubundaki 35 erginin 25’ inde (%
60,5) Nosema leptinotarsae patojenine rastlanmistir. Toplamda 110 erginin 82 sinde (%
62,8) enfeksiyon gozlenmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Mikrospor biyoassay deneylerinin sonucu

DISEKTE OLAN | ENFEKTE OLAN | MIKROSPOR (%)
1. GRUP 40 28 58,6
2. GRUP 35 29 80,8
3. GRUP 35 25 60,5
TOPLAM 110 82 62,8

Y Urttlen deneyin sonuclari, Abbott (1925) formull kullanarak da elea inmistir. Bu

formule gore mikrospor enfeksiyon oram toplamda % 62,8 olarak belirlenmistir.




4. TARTISMA

Hazirlanan bu yiksek lisans tezinde 6nemli bir patates zararlisi olan Coleoptera
takimina ait patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata Col; Chrysomelidae)'nin bir
mikrosporodium patojeninin karakterizasyonu, varligi ve biyolojik miicadele potansiyeli
ele ainmstir. YUritdlen caligmalar sonucunda Trabzon'un dort farkl: lokalitesinden
(Akcaabat, Pelitli, Yesiltepe, Yomra) toplanan L. decemlineata ergin ve larvalarinda
mikrosporidium patojenine rastlanmuistir. Giemsa boyama ve elektron mikroskobu
calismalan neticesinde, gerek hayat dongusl gerekse ultrastriktirel 6zellikleri dikkate
alindiginda bu mikrosporodium patojeninin Nosema cinsine ait, Nosema leptinotarsae
(Lipa, 1968) oldugu belirlenmistir. Kaydedilen patojen diplokaryotik safhalarin varligi,
homojen ekzospor ve spor duvart kalinligr (Larsson, 1986, 1988, 1999) gibi Nosema
cinsinin tipik 6zelliklerine sahiptir.

Bircok Nosema turinun ultrastroktirel yaps tammlanmustir (Sato vd., 1982, Avery
ve Anthony, 1983, Toguebaye ve Marchand, 1984, Toguebaye ve Marchand, 1986,
Toguebaye ve Bouix, 1989, Canning ve Véavra, 2000, Yaman ve Radek, 2003, Y aman vd.,
20053, b, Ovcharenko ve Wita, 2005, Yaman vd., 2008). Bu galismalar, Nosema cinsinin
tammlanmasinda faydal1 bilgiler saglamaktadir. Nosema sporlannin  ultrastrikttrel
Ozellikleri Sato vd. (1982) ve Canning ve Vavra (2000) tarafindan belirlenmistir.

Bugine kadar L. decemlineata’ da kaydedilen tek mikrospor patojeni Nosema
leptinotarsae Lipa 1968'dir. Simdiye kadar L. decemlineata’dan bu onemli patojen ve
herhangi bir diplokaryotik mikrospor tirt kaydedilmemistir. Sovyetler Birligi’'nde Lipa
(1968), ergin boceklerin hemositlerinde bu tird tespit etmistir ve spor morfolojisini 1s1k
mikroskobu caligmalar ile tammlamustir. Ancak bu gorsel materyaller ileriki caligmalar
aciandan aydinlatici degildir (Brooks vd., 1988). Bu tez calismasi, Lipa (1968) nin
yayinindan sonraki ilk kayittir.

Yaman vd. (2008)'ye gore, simdiye kadar Chrysomelidae simifindan Nosema
cinsine ait 11 tur kaydedilmistir; bu turleri birbirinden ayiran ¢zellikleri Tablo 6'da
gosterilmistir. Bu tez caismalar1 siresince tespit edilen mikrospor patojeni, N.
leptinotarsae’ ye spor Olglsl ve enfekte ettigi konak tlrlyle benzerlik gostermekte ve diger

Nosema turlerinden ayrilmaktadr.



Tablo 6. Chrysomelidae (Coleoptera) Familyasinda Kaydedilen Nosema Turleri

Nosema Tiirii Spor Olgiisii Enfekte Ettigi Organ Konak Yer

Nosema phyllotretae Weiser, 4,2 X 2-3 um Y ag doku Phyllotreta atra ingiltere

1961 Phyllotreta undulata

Nosema gastroideae 3-4,8x 2,5-3um Genel enfestasyon Gastrophysa polygoni ve bircok deneysel Cekoslovakya
Hostounsky ve Weiser, 1973 konak

Nosema polygrammae 4,8x 2,05 um Bagirsak Polygramma undecimlineata Kiba
Hostounsky ve Weiser, 1975

Nosema equestris Hostounsky 4-5x 3 um Genel enfestasyon Gastrophysa viridula Cekoslovakya
ve Weiser, 1980 Leptinotarsa decemlineata

Nosema couilloudi Toguebaye 3,4 -4x 1-1,5um Bagirsak Nisotra sp. Senegal

ve Marchand, 1984

Nosema birgii 6.2x 3,5 um Yumurtave genel enfestasyon, Mesoplatys cincta Senegal
Toguebaye ve Marchand, 1986 larvave imago

Nosema nisotrae Toguebaye 5,8 x 3,1 um Genel enfestasyon Nisotra sp. Senegal

ve Marchand, 1989

Nosema galerucellae 4,95x 2,89 um  Ozellikle bagirsak, yag doku Galerucella luteola Fransa
Toguebaye ve Bouix, 1989 kaslar, trake ve Malpigi tupleri

Nosema chaetocnemae 352x 2,09 um  Bagirsak, trake, kaslar ve Chaetocnema tibialis Samsun,

Y aman ve Radek, 2003 Malpigi tipleri Turkiye
Nosema tokati Y aman vd. 3.82x1,3um Malpigi tipleri Chaetocnema tibialis Tokat, Turkiye
2008

Nosema leptinotarsae Lipa, 2-5x1,9-3,3um Hemolenf Leptinotarsa decemlineata SSCB

1968

Nosema leptinotarsae Tez 4,69x2,43um  Genel enfestasyon Leptinotarsa decemlineata Trabzon,

calismas

Turkiye

9€
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Son yillarda yapilan calismalardaki Mikrospor cinderini tanimlamadaki anahtar
ultrastriktarel ozellikleri (6zellikle sporlann 6zellikleri) icermektedir (Larsson, 1986,
1988, 1999, Y aman ve Radek, 2003, Y aman vd., 2008, 2009). Spor, her zaman var olan ve
degerlendirme agiandan belirleyici Ozellikler saglayan en ©6nemli hayat safhasidir
(Larsson, 1999). Lipa tarafindan 1sik mikroskobu ile spor morfolojis tammlanan,
Chrysomelidae familyasim enfekte eden diger mikrosporlardan farkli ultrastriktirel
Ozelliklere sahip N. leptinotarsae’nin bulunup bulunmadigini anlamak icin, sporlarinin
ultrastriktir yapia ortaya konmustur ve Chrysomelidae (Coleoptera) familyasina ait
patojenik Nosema trleri ile karsilagtirilmgtir.

Simdiye kadar elektron mikroskobu kullamlarak Chrysomelidae (Coleoptera)
familyasindan 11 Nosema tUrinden 7'si galisilmistir; ayirt edici ultrastrukttrel ozellikleri
Tablo 7'de gosterilmistir. Tablo 7°de goruldigu gibi, N. leptinotarsae ultrastrikttrel
ozellikleri bakimindan diger tim Nosema tirlerinden ayrilmaktadir. Bununla birlikte polar
halka sayia da turlerin farkliligini ortaya koymak igin yararlt bir taksonomik olguttir
(Cheung ve Wang 1995). Tarumlanan patojenin polar halkalarimin sayisi (15-16), dort
Chrysomelid paraziti Nosema galerucellae (7-9 haka), N. couilloudi (8-10 haka), N.
birgii (12-14 hadka), N. chaetocnemae (13 halka), N. phyllotretae (13-15 halka) ve N.
tokati (8-10 halka)'nin halka sayisindan farklidir. N.leptinotarsae’ nin polar halka sayisi
(15-16) N. nisotrae' nin haka sayisi ile hemen hemen aynidir, ancak N.leptinotarsae,
polaroplast sekli, spor duvar kainligi, spor olclsl, enfekte ettigi konak turt ve konak
populasyon lokalitesi bakimindan N. nisotrae’ den farklidir (Tablo 7). Chrysomelidae
familyasim enfekte eden tim Nosema tirleriyle karsilastirildiginda N. leptinotarsae en
kalin spor duvarnina sahip olan tirdir (180-250 nm). N. [leptinotarsae polar filament
bakimindan da chrysomdidleri enfekte eden diger mikrospor turlerinden farklihik gosterir. N.
leptinotarsae en kalin polar filamenti de icermektedir (125-160 nm capinda). N.
chaetocnemae (Yaman ve Radek, 2003)'da polar filament ¢ap1 115 nm, N. phyllotretae
(Yaman vd., 2005)'da 120 nm, N. tokati (Y aman vd., 2008)’ de 90-100 nm’ dir.



Tablo 7. Chrysomelidae Familyasinda Tanimlanan Nosema Tirleri ve Morfolojik ve Ultrastriiktiirel Ozellikleri

Ultrastritktiirel Ozd likler

Spor Olgtileri
Nosema TUrii K onak Spor duvar: : Referans
(Hm) Polaroplast Polar filament
(nm)
Toguebaye ve
Nosema couilloudi Nisotra sp. 34~4x1~-15 Lamdlar 60 8~10 kivriml1
Marchand, 1984
Lamellar ve Toguebaye ve
Nosema birgii Mesoplatys cincta 6,2 X 3,5 _ --- 12~14 kiviimh
vezikuler Marchand, 1986
Toguebaye ve
Nosema nisotrae Nisotra sp. 58x3,1 Tubuler 65~155 15~18 kiviiml
Marchand, 1989
Nosema galerucellae Galerucella 495 x 2,89 Laméllar 80~100 7~9 kivrimh Toguebaye ve Bouix,
luteola 1989
Nosema chaetocnemae Chaetocnema 3,52 x 2,09 Nispeten 176.5~213 13 kivriml1 Y aman ve Radek, 2003
tibialis vezikiler
Nosema phyllotretae Phyllotreta atra 4,08 x 2,53 Lamdlar 110~-175 13~15 kivrimh  Yaman vd., 2005
Chaetocnema
Nosema tokati 382x1,3 Lamellar 85~100 8~10kivrimli  Yaman vd., 2008
tibialis
Leptinotarsa
Nosema leptinotarsae 4,69x 243 Lamellar 180~250 15~16 kiviimli - Tez calismasi

decemlineata

8¢
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N. leptinotarsae’'nin  tannmlanmast  spor morfolojisine  dayanmaktadir ve
ultrastriktirel detaylardan yoksundur (Lipa, 1968). Bununla birlikte daha 6nce spor
morfolojisini esas aan ve ultrastriktirel detaylan agklanmamis mikrosporidium
tammlamalar ¢ogu zaman yeni tlr agisindan gereksiz bir calisma olarak sonuclanmistir
(Malone ve Mclvor, 1995).

Lipa mikrospor enfeksiyonunu yalnizca 1sik mikroskobu ile tespit etmistir. Tez
calisgmalan esnaanda gerek Giemsa boyama gerekse TEM calismalar ile sporun hayat
safhalan aydinlatilmis ve ultrastriktirel ozellikleri belirlenmistir. Bu sonuclar, Lipa mn
1968 wyilinda tanimlamis oldugu mikrosporu onaylamaktadir. Ortaya cikarilan N.
leptinotarsae’ nin spor ultrastriktirel yapisi, bu patojenin Chrysomelidae familyasina ait
boceklerde tespit edilen diger Nosema turleri ile karsilastirilmasinda faydali olacaktir.

Lipa 1968 yilinda yaptigi calismada N. leptinotarsae enfeksiyonunu bocegin
hemositlerinde gbzlemlemistir. Tez calismalarimn sonuclari, enfeksiyonun bocegin
bagirsak dokusunda, hemolenfinde ve malpigi tiplerinde oldugunu gostermektedir. Bu
sonug, enfeksiyonun yalmiz tek bir dokuda gerceklesmedigini tim dokulara yayildigin
ortaya koymaktadr.

Bu calismada kaydedilen toplam enfeksiyon oram dustk gorinmesine ragmen,
enfeksiyon bazi bolgelerde % 30'un Uzerine c¢ikmaktacir (Tablo 2, 3). Lipa (1968)
L.decemlineata erginlerinde en fazla % 20 oramnda enfeksiyon kaydetmistir. Bu sonuclar
karsilastirildiginda Turkiye deki N. leptinotarsae enfeksiyonu dnemli 6lclide yuksektir.

Arazi calismalart kapsaminda mikrospor enfeksiyon orant sonuglari bolgesel olarak
ele alindiginda en yiksek oramn Y omra dan, en disUk oranminsa Y esiltepe’ den kaydedildigi
gorulmektedir (Sekil 17). Bununla birlikte enfeksiyon orammn en yiuksek oldugu zaman

Mayis ay1 iken, en disik enfeksiyon orami Temmuz ayina aittir (Sekil 18).
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Mikrospor Enfeksivon Oram (%)
8 6,64
7
6 4,79
=
4
3 1.6 %!
2
1
0
Akcaabat Pelitli Yesiltepe Yomra
®Larva ®Ergin

Sekil 17. Mikrospor enfeksiyon oranlarinin bolgesel dagilimu

H Larva

B Ergin

[2%) w = wv [=3] ~ (0]
i

Mayis Haziran Temmuz

Sekil 18. Mikrospor enfeksiyon orammin aylara gore dagilimu

Hazirlanan bu yiksek lisans tezinin bir baska énemli sonucu, mikrospor enfeksiyon
oramnin L. decemlineata erkek ve disilerinde 6énemli bir farkliliga sahip olmamas: ve N.
leptinotarsae' nin cinsiyet ayrimi yapmamasidir (Sekil 19). Buna ilaveten tez calismalar:
siresnce N. leptinotarsae patojeni, L. decemlineata’in ergin ve larvalaninda
kaydedilmistir. Lipa (1968), mikrospor enfeksiyonunu yalmizca ergin boceklerde
gbzlemlemistir. Bu sonu¢ 1siginda L. decemlineata’mn biyolojik micadelesinin, zararl
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heniiz larva safhasindayken baslatilabilecegi ve N. leptinotarsae nin, L. decemlineata’ mn
dogal ve etkili bir baskilayici faktorli olabilecegi agkca gorilmektedir. Araziden elde
edilen yumurtalardan c¢ikan larva ve yine bu larvalardan gelisen pupalarda da enfeksiyon
tespit edilmesi, vertikal bulasma saglayarak zararl1 ile micadele yontemi igin kayda deger
bir sonuctur.

Mikrospor Enfeksivonu (%)

= Disi = Erkek

Sekil 19. L. decemlineata’ daki mikrospor enfeksiyon oraninin disi ve erkek
bireylerdeki dagil imi

Ferro vd. (1983), patates bitkisinin yapraklarinda patates boceginin neden oldugu
zarann % 20'sinin tolere edilebildigini ortaya koymustur. Bu oran bitkinin fenolojik
dénemine ve gelisimine bagh olarak % 40'a kadar ¢ikmaktachir (URL-1). Kedici vd.
(1998)' nin zarar1 tolere etmis patates bitkisinin Grin verimliliginde bir azalma olmadigina
dair yaptiklar: tespit, bu gorisi desteklemektedir. Gerek arazi diseksiyonlari, gerekse
biyoassay deneylerinin sonuclari, N. leptinotarsae’nin patates boceg populasyonlarint
azalttigint gostermektedir. Bu azalmaya bagli olarak, bocegin zararina maruz kalan patates
bitkisinin yukarida belirtilen tolerasyon oramint saglamasi ve urtine verilen zarann en aza

indirgenmesi mimkun olacaktir (Tablo 2, 3).



5. SONUCLAR

Bu yuksek lisans tezi siresince elde edilen sonuclar asagida maddeler halinde
verilmistir.
1. Coleoptera takimina ait olan patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata Col:
Chrysomelidae) ile biyolojik micadelede kullamlmak Uzere doga hastalik etmeni
mikrospor patojeninin varligr arastirilmis ve 2009 yilimn, Mayis ve Temmuz aylarn
arasinda, Trabzon'un dort farkli lokalitesinden (Akcaabat, Pelitli, Yesiltepe, Yomra)
toplanan ergin, larva ve yumurtalardan gelisen larva ve pupalarda bir mikrosporidium
patojenine rastlanmustir.
2. L. decemlineata’da tespit edilen mikrosporun morfolojik ve ultrastrikttrel
ozellikleri, 151k mikroskobu, Giemsa boyama ve elektron mikroskobu (TEM) calismalari
ile belirlenmis ve bu patojenin Nosema cinsine ait Nosema leptinotarsae oldugu
Saptanmugtir.
3. Giemsa boyama yontemi ve elektron mikroskobu ¢alismalari sonucunda elde edilen
hayat dongusl safhalan ve ultrastriktirel yapi bulgulan tespit edilen bu mikrospor
patojeninin diger Nosema turlerinden farkli oldugunu gostermis ve daha dnce Lipa (1968)
tarafindan tammlanan N. leptinotarsae oldugu kamtlanmistir. Bu tez calismast Lipa dan
sonra, patates bocezinde tespit edilen mikrospor patojeninin dinya ve Turkiye igin ilk
kaydidhr.
4. Arazi ¢alismalarindan elde edilen ergin ve larvalarin diseksiyonu sonucunda % 30’ a
varan mikrospor enfeksiyon orani, biyoassay deneylerinin sonucunda % 60’ a gikmistir.
5. Mikrospor patojeninin konak spesifitesinin yiksek olmasi, dogal hastalik olusturup
cevreye ve diger canlilara zarar vermeden, ekolojik dengeyi koruyarak yalnizca hedef
zararli populasyon yogunlugunu azaltmasi, biyolojik micadelede bu patojenlerin tercih
edilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.
6. Bu yiuksek lisans tez calismasi ile Tarkiye icin ilk kez patates bdcegi Leptinotarsa
decemlineata' da dogal hastalik olusturan bir mikrosporidium patojeni tespit edilmekte,
karakterizasyonu ve varli g1 agiklanmaktadir.



6. ONERILER

Alan zararlilariyla micadel ede Ulkemizde tamamen kimyasal ilaclarla yapilmaktadir.
Kimyasallarin hedef zararli disinda, cevreye, dogadaki diger yararli canhlara ve insan
sagligina olumsuz yondeki etkileri endise verici bir durumdur. istenmeyen bu etkileri
ortadan kaldirmak ya da minimum seviyeye indirmek icin aternatif miicadele yontemleri
gelistirilmektedir. Cevreye duyarl1, yalmizca kontrol altina alinmas: ve etkisinin azaltiimasi
gereken zaarliya etki eden biyolojik mucadele yontemi, tercih edilmesi gereken
yontemlerin basinda gelir. Bu yiksek lisans tez calismalar1 sirasinda tespit edilen M.
decemlineata patojeni, Ulkemiz icin 6nemli bir besin kaynagi olan patates bitkisinde ¢ok
ciddi zarar yapan patates bocegi, L. decemlineata’ ya kars1 kimyasal miicadeleye aternatif
olarak kullamimalidir. Bu amagla bu mikrosporidium patojeninin kitle tretimi yapilarak,
ekin Ureticilerine ticari sekilde sunulmalidir. S6z konusu patojenin kullamimasyla zararli
ile biyolojik micadele gerceklestirilmis ve ayni zamanda kimyasal ilaglarin cevreye ve
canlilara verdigi zararl etkiler de 6nlenmis olacaktir. Tek ilin dort farkl: lokalitesinde
gerceklestirilen bu calismamin kapsami gelistirilerek Karadeniz Bdlgesi'nde ve hatta
Turkiye' de patates ekimi yapilan bolgelerdeki zarar yapan boceklerde patojen varligi
arsgtinlabilir. Patojenin larva gelisimine, beslenmeye ve yumurta birakma gibi
fadliyetlerine etkis arastirnnimalidir. Tespit edilen patojenin molekiler karakterizasyonu
gerceklestirilmelidir. Yamizca zararlimin erginlerine uygulanan biyoassay deneyleri, yine
bu zararlimn larvalanna da uygulanabilir. Vertikal yolla bulasma 06zelligi belirlenen
patojenin, horizontal yolla bulasma potansiyeli arastirilabilir. Ayni zamanda bu patojenin
Chrysomelidae familyasina ait tirlerde enfeksiyon gerceklestirip gerceklestirmedigi de
caligilabilecek konular arasindadir. Bu tez ¢alismasinin tlkemiz igin ilk kayit olmas, bu
alanda yapilacak olan diger calismalara kaynak olacaktir. Bu calisma aracilig ile sunulan
bilgiler kullamilarak diger tarimsal zararlilarla miicadelede yeni patojenik gjanlarin tespiti

muUmkin ol abilir.
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