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Yiksek Lisans Tezi
OZET

NOSEMA LYMANTRIAE ENFEKSTYONUNUN iZLENMESI VE SICAKLIGIN
LYMANTRIA DISPAR’'IN GELISIMINE VE NOSEMA LYMANTRIAE 1LE
ENFEKSIYONUNA ETKIiSININ BELIRLENMES]

Emine ARAS

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman: Dog. Dr. Kazim SEZEN
2011, 79 (Tez Sayfa)
Kir tirtih, Lymantria dispar Tiirkiye’de ve diinyada genis yaprakli orman agaclari, siis
bitkileri, visne ve erik gibi meyve agaclar1 ve findik {izerinde ekonomik kayiplara sebep
olan polifag zararhidir. Nosema lymantriae patojenik bir mikrosporidium olup orman
zararhilarma kars1 biyolojik kontrol ajani olarak kullanilabilme potansiyeline sahiptir.
Sicaklik N. lymantriae enfeksiyonu lizerinde 6nemli bir etki olusturmaktadir. Bu ¢alismada
sabit ve degisken sicakligin enfeksiyon tlizerindeki etkisinin belirlenmesi amaci ile 22+1C°
sabit ve 18C°/24+1C° degisken ve yine 22C°+1C sabit ve 14C°26C°+1C degisken
sicakliklardan olusan 2 deney grubu kuruldu ve larvalar bu sicakliklara ayarlanmis
inkiibatorlerde 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik 151k periyodunda biiyiitiildii. Larvalar her
giin kontrol edilip deri degistirme, pupa ve 6liim zamanlari ile agirlik 6lgtimleri kaydedildi.
Elde edilen degerler SPSS 11.05 programi ile analiz edilerek sicakligin enfeksiyon iizerine
ve enfeksiyonun zararh ilizerine olan etkisi tespit edilmeye calisildi.Elde edilen analizler
sonucunda N. lymantriae enfeksiyonun kir tirtili izerinde %83-100 arasinda insektisidal
etkisinin oldugu, enfeksiyonun larvalarin gelisimini yavaslattigi, 22C° sabit sicaklikta
biiyliyen disi larvalarin kadavralarindan elde edilen spor miktarmin 18C°24C° degisken
sicakliga gore daha az oldugu (p=0,021) ve larvalarin 6liim giinleri ile kadavra agirligi

arasinda 1y1 bir korelasyon oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Nosema l[ymantriae, Lymantria dispar, Sicaklik
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Master Thesis

SUMMARY

Monitoring the Infection of Nosema lymantriae and Determination the Effect of
Temperature on Development of Lymantria dispar and Infection with Nosema lymantriae

Emine ARAS

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Kazim SEZEN
2011, 79 Pages

Gypsymoth, Lymantria dispar is a polifag pest which causes economic losses on broad-
leaved forest trees, ornamental plants, like cherry and plum trees and nut. Nosema
lymantriae is a pathogenic microsporidium and possess the potential for biological control
of forest defoliators. Temperature has a significant effect on the course of infection.In the
present study, two different groupstemperature was used for determine the effect of
constant fluctuant temperatures on the infection. One of them consist of 22+1C° constant
and 18C°/24+1C° fluctuant temperatures and the other one consist of again 22+1C°
constant and 14C°/26+1C° fluctuant temperatures. Larvae were reared incubator that
adjusted these constant and fluctuant temperatures at 16h light/8h dark period. Larvae were
checked every day and taken note time of molting, pupation, and death. Statistical analyses
were carried out with SPSS11.05 As a resultof the evaluation is determined that the
infectionof N. lymantriae has 83-100% mortality on gyspy moth,the infection slow down
the development of larvae, spore counting from dead infected female larvae which are
reared at 22+1C° constant temperature has lower spore number than that of the larvae
reared at18C°24+1C° fluctuant temperature (p=0,021) and there are significantly

correlation between the death of day and the fresh mass of cadavers for infected larvae.

Key Words: Nosema lymantriae, Lymantria dispar, Temperature
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Lymantria dispar yaprak zararlis1 bir bocek olup, Amerika birlesik devletlerinde
450, Rusya’da 300, Romanya’da 270 bitki tiirtinde, Tiirkiye’de ise bircok meyve ve genis
yaprakli orman agaglar1 ile siis bitkilerinde zarara neden olmaktadir (Wellenstein ve
Schwenke, 1978; URL-1, 2011). Lymantria dispar ormancilikta basta mese olmak {iizere
giirgen, kaym ve kestane zararlis1 olarak onem tasimaktadir (URL-2, 2011). Karadeniz
Bolgesinde ise en c¢ok zararli oldugu bitki findiktir (URL-1, 2011). L. dispar larvalar1
genelde 5-7 yilda bir yorede cok fazla ¢ogalarak agaglar1 tamamen yapraksiz hale
getirebilmekte, yaprak kayiplar1 iki yil st lste tekrarlandiginda agaglarin biiylik kismi
olebilmektedir (URL-3, 2011). Ulkemizde genellikle yapraklilar1 (6zellikle mese) tercih
eden bocek yoremizde ibreli plantasyonlarinda da zararh olmaktadir. Bu konudaki ilk kayit
Cenedag1 agaclandirma sahasinda 1981 yilinda Pinus radiata ve Pinus nigra’larda tespit
edilmistir (URL-4, 2011). 2003 yilinda Kocaeli Yarmmadasi’nda ¢ok yaygin olan ve
populasyon patlamasi yapan zararli, meselerde %50-100 arasinda yaprak kaybina yol
acmustir. Ayni1 zamanda yorede yaygin olan ibreli plantasyonlar bu zararlardan da

etkilenmislerdir.

1.1.1. Tamm, Yasayisi, Yayihis1 ve Zarari

Tanimi: Lepidoptera takimin bir iiyesi olan L. dispar’in yasam evreleri genel
cizgileriyle 5 asamalidir. Bu asamalar yumurta, larva, prepupa, pupa ve ergin evrelerdir.
Yasaminin en uzun dénemini olusturan yumurta evresinden sonra gelen larva evresi
beslenmek amaciyla yapraklarin tiiketildigi ve dolayisiyla zararm gerceklestirildigi

donemdir (URL-3, 2011).

Yumurta: Grimsi yesil renkli, 1.1 mm c¢apinda, basik kiire seklindedir (Sekil 1a).
Toplu halde konulur, iizeri sarmmsi tiiylerle kaplhdir. Yumurta toplulugu disindan
bakildiginda siingere benzediginden kelebege siinger oOriiciisii de denilmektedir (URL-2,

2011). Bir yumurta kiimesinde ortalama 481 (260-721) adet yumurta bulunur. Kis1



yumurta halinde gecirir (Anonim, 2008). Mart ve Nisan aylarinda yumurtadan larva ¢ikis1
baslar, 8-15 giinde tamamlanir. Beslenme sicakliga bagl olarak 6-10 hafta kadar siirer

(URL-2, 2011).

Larva: Yumurta zarmin ilkbaharda asimetrik olarak ¢atlamasiyla ¢ikan larvalar erkek
fertleri olusturacak sekilde olanlar1 5, disi fertleri olusturacak olanlar ise 6 kez gomlek
degistirmektedir (Oymen, 1985). Larvalar koyu kahverengi goriiniimliidiir (Sekil 1b). Sirt
kismimda boydan boya sarimsi beyaz serit vardir ve viicudun her segmenti tiiylerle
kaphdir. Sirttaki 11 ¢ift sigilden ilk 5 ¢ift mavi, kalan 6 ¢ift ise kirmiz1 renklidir. Olgun
halde boyu 50-70 mm ye ulasir.

Pupa: Erkek larva 5, disi larva 6 safhadan sonra prepupa, daha sonra da pupa
olurlar. Erkek ve disilerin pupa dncesi donemlerinde boy hari¢ morfolojik olarak bir fark
yoktur. Disi larvalar erkek larvalardan daha biiyiik olduklari i¢in, disi prepupalarda erkek
prepupalardan biraz biiylik olmaktadir. Prepupanin bas kapsiilii koyu sar1, g6z halkalar1
siyah ve agiz pargalar1 kahverengidir. Pupa genel olarak kirmizi kahverengidir (Sekil 1c).
Uzerinde daha acik renkli, seyrek, kismen demetcikler halinde tiiyler bulunur. Arka uglari
sivridir (Oymen, 1985). Pupa; 20-30 mm boyda ve dolgun yapilidir. Bélgemizde Haziran
baslarindan itibaren 6nce 1-2 giin siireli prepupa doneminden sonra pupalar goriilmeye

baglar. Pupa donemi 15-20 giin kadar siirer (URL-2, 2011).

Ergin: Erkek ve disi kelebekler renk, sekil ve boyutlari itibariyle birbirinden
farklidirlar (Sekil 1d, e). Ergin disiler sarims1 beyaz renkte olup, kanatlar1 tizerinde acik
kahverengi lekeler bulunur ve kanat acikligi 5 cm’dir Erkekler ise agik kahverengi
gortiniistindedir. Erkek kelebeklerin kanat agikligi 3,5 cm’dir (URL-1, 2011). Genel olarak
renkleri acik kahverengi olup 6n kanatlar1 tizerinde siyahims1 dalgali 5 bant goriiliir. Arka
kanatlar 6n kanatlardan daha ag¢ik renkli ve diizdiir. Viicutlar1 abdomenin sonuna dogru
incelir ve kirli sar1 tiiylerle kaplhidir. Antenleri iki tarafli taragimsidir. Disi kelebeklerin
viicutlar1 daha dolgun yapilidir, kirli sar1 tiiylerle kaplidir ve abdomenin ucunda daha
yogun olan tiiyler yumurtalarm iizerini O6rtmede kullanilmaktadir (Anonim, 2008).
Erginlerin 6mrii 3-4 giin kadardwr. Ciftlesen disi 1-2 saat i¢inde yumurta koymaya baslar,

bu igslem 2-4 giin siirer. Yumurtalarini aga¢larin gévde ve dallarma, i¢i kovuk kiitiikk ve



agaclarim kovuk kismina, tas aralarina, 6li Ortli lizerine, bina duvarlarina birakabilirler

(URL-2, 2011).

Sekil 1. Lymantria dispar’in biyolojisi. A. L. dispar yumurtast ve 1.
instar larva, B. Larva, C. Pupa (URL-5, 2011), D. Ergin disi, E.
Ergin erkek (URL-6, 2011).



Yayilist: Isve¢’in giineyinden itibaren Avrupa, Kuzey Afrika, Sibirya, Japonya,

Cin’e kadar olan kusak icerisinde, Asya’da ve Amerika’da yayilmistir. Polifag (bircok

cesit besinle beslenen organizmalar) bir zararlidir, Romanya’da 270, Rusya’da 300,

Amerika Birlesik Devletleri’'nde 450, Polonya’da 477 bitki tiiri {izerinde
yasayabilmektedir (URL-7; 8; 9, 2011 ).

Tirkiye’nin hemen hemen her yerinde mevcuttur. Kir tirtili findik, visne, erik ve

elmanmn yani sira genis yaprakli orman agaclar1 ile siis bitkilerinin yesil kisimlarini

yiyerek, zarar vermekte ve ekonomik kayba sebep olmaktadir (URL-10, 2011).

Zarart: Lymantria dispar genis yaprakli ve igne yapraklilarda en 6nemli yaprak
zararlilarindan biridir (Sekil 3). Yapilan bir arastirmada bir erkek larvanin yaprak tiiketimi
165,71 cm?, disi larvanin yaprak tiikketimi ise 495,97 cm’ olarak belirlenmistir. Erkek ve
disi larvalar arasindaki yaprak tiiketim farki, erkek fertlerin 5, disi fertlerin 6 larva donemi
gecirmesi ve toplam larva doneminin erkeklerden bir hafta fazla olmasi sebebiyledir
(URL-2, 2011). Yaprak kaybinin agacin Oliimiiyle sonuglanmasi agac tiirleri, gevre
baskilari, agacmn saghgi ve yaprak kaybmin derecesi arasmndaki iliskilere baghdir. Ust
tabakadaki agacglarda (Mese) yaprak kaybindan O6lim orani, %13, cati1 kismu koti
gelisenlerde %35, alt tabakadaki fertlerde ise %67 olarak belirlenmistir. Tekrarlanan
yaprak kayb1 durumunda 6liim oran1 %84’lere ¢ikmaktadir (URL-11, 2011). Agaglardaki

yaprak kayb1 sekonder zararli baz1 mantar ve boceklerin zarar vermesini kolaylastirir.

Sekil 2. Kir tirtilinin zararma ugramis findik agaci (Ordu Tarmm 11
Miidiirligi Bitki Koruma Sube Miidiirliigii, 2003).



Bocek her 5-7 senede birgok fazla iireyerek genis sahalarda zararhh olmaktadir. Izmit
Orman Isletme Miidiirliigii sahalarinda 1972 yilinda baltalik sahalarda, 1980-1981
yillarinda baltalik ve ibreli agaglandirma sahalarinda zararli olmustur (URL-4, 2011).
1997-1998 yillarinda Demirkdy-Igneada civarindaki ormanlarda 6zellikle meselerde etkili
olmustur. 2003 yilinda ¢ok yogun iireme yaparak Izmit, Kerpe Arastirma Ormanmda 90
ha Radiata mesceresinde %90-100, 60 ha sahada %40-50 oraninda ibre kaybimna sebep
olmustur. Ayrica izmit, Sile ve Kanlica (Alemdag) Orman Isletme miidiirliikleri baltalik
sahalarinda ozellikle meselerde %50-100 arasina yaprak kaybma yol a¢mistir. Ayni
yoredeki orman yakinindaki kavak, s6giit ve elma, armut gibi agaglarda da %50-60 yaprak

kaybina sebep olmustur (URL-2, 2011).

1.3. Lymantria dispar ve Miicadele Yontemleri

1.3.1. Silvikiiltiirel Miicadele

Aralama c¢aligmalarini zamaninda yaparak agacin kuvvetli olmasini, tepe tacinin daha
serbest hale getirerek yaprak miktarmin artmasimin saglanmasi, aralamada oncelikle tercih
ettigi tiirlerin ¢ikarilmasi olmalidir. Bocegin dogal diismanlarmin artmasi i¢cin dogal

diismanlara uygun habitat olusturulmasi saglanmahidir (URL-12, 2011).

1.3.2. Mekanik Miicadele

Az sayida aga¢ s6z konusu oldugunda kullanilabilecek en kolay yontemler yumurta
kiimelerinin toplanarak tahribi ve larva ¢ikisindan sonra govdeye gecisi engelleyici bant
konulmasidir. Ayrica larvanin giindiiz goélgeli korunakli yer almasindan faydalanilarak,

govdeye sarilan Ortiiniin altina toplanan larvalarin toplanarak yok edilmesi de etkili olur.

1.3.3. Kimyasal Miicadele

Yumurta kiimeleri ile miicadelede bulunduklari yerlerde iizerine mazot, gazyagi,
bitkisel yaglar, kislik yag dokiilmesi yontemiyle yapilabilir. Larva sathasindaki miicadele

ancak epidemi hallerinde diisiiniilmelidir. Miicadelede c¢esitli mide ve temas etkili



ilaclardan yararlanilabilir. Cok fazla sayidaki parazit ve yirticilarina en az zarar veren mide

etkili ilaglar tercih edilmelidir (Tablo 1).

Tablo 1. L. dispar larvalarina kars1 kullanilan ilaglar (URL-13, 2011).

Etken Madde Formiilasyon Miktar
Bacillus thruringiensis 16000 IU/mg WP 50g

Carbaryl %5 TOZ 3kg/da
Carbaryl %385 WP 75 g (150 g/da)
Deltamethrin 25 g/1 EC 30 ml/da
Methiocarb %2 TOZ 3 kg/da
Methiocarb %50 WP 75 g (150 g/da)

1.3.4. Biyoteknik Miicadele

Feromon Kullanimi: Bdcegin yakalanmasii saglayan tuzak ve disilerin yaydigi
cinsel cekici kokularin, erkekleri cezp etmesi Ozelliginden yararlanarak elde edilen
feromon adi verilen maddeden olugmaktadir. Feromonlar populasyon seviyesinin
gozlenmesi yaninda erkekleri yakalayarak ciftlesmenin engellenmesi i¢cin de
kullanilmaktadir. Bu maksatla ABD’de izole agaclandirmalarda populasyon miktarini

azaltmaya yonelik olarak 8-25 adet/ha feromon tuzagi kullanilmaktadir (URL-2, 2011).

1.3.5. Genetik Miicadele

Kisir erkekler ireterek dogaya salinmasini Ongoren bir miicadele bigimidir.

Uzerinde arastirma calismalar1 devam etmektedir (URL-2, 2011).

1.4. Lymantria dispar’i Dogal Diismanlar1 ve Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele, zararli, hastalik ve yabanci otlarin diger canlilarin yardimiyla
ekonomik zarar esiginin altinda tutulmasidir. Bir bagka deyisle, dogada zararli olan
canlilar1 tamamen yok etmeden dogal dengeyi koruyucu, onarict ve destekleyici 6nlemler

almaktir. Biyolojik miicadelede etkili olan dogal diismanlar predatorler, parazitoidler ve



patojenler olarak ii¢ ana grupta toplanmustir. Predatorler, zararhilar {izerinde dogrudan
beslenerek etkili olan faydali boceklerdir. Parazitoidler, yumurtalarim1 diger bir bdcegin
ergin ya da ergin Oncesi donemleri dedigimiz yumurta, larva ve pupa gibi gelisme
donemleri icerisine birakarak etkili olan genellikle ar1 grubundan faydalilardir. Patojenler
ise diger canlilarda oldugu gibi zararlilarda da hastalik yapan etmenlerdir. Hastalik yapan
patojenler funguslar, bakteriler, viriisler nematodlar ve protozoalar gibi canlilardir (URL-
14, 2011). Biyolojik miicadelede ii¢ temel yaklasim vardir: mevcut dogal diismanlarin
korunmas1 ve etkinliklerinin artirilmasi, dogal diisman popiilasyonunun g¢ogaltilmasi ve
desteklenmesi, dogal diismanlarin ithal edilmesi. Bu ii¢ yontem, birbirinden bagimsiz
olarak diistiniilmemelidir. Ciinkii, bu yontemler birbirinin tamamlayicist durumundadir. Bu
yontemler, aynm1 zamanda bir zararliya karst uygulanacak biyolojik miicadelenin
asamalarini teskil ederler.

Zararli bocekler, orman, tarla ve bahge bitkilerinde, seralarda, siis bitkilerinde,
koruma altmma alinmig bolgelerde yetisen bitki tiirleri iizerinde, depolanmis {iriinlerde,
veterinerlik ve tibbi alanlarda biiyiik zararlara yol acarlar (Lacey vd., 2001).

Onemli bir zararl olan kir tirtilmim ¢ok sayida predator ve parazitleri olmasina karsin
epidemileri onleme kabiliyetleri mevcut degildir. Cok miktarda parazitlerini iireterek
miicadele caligmalar1 halen basarili olamamistir. Bununla birlikte dogal diismanlar1 da
Entegre Miicadele elemanlarindan biri olarak kullanilmalidir (URL-2, 2011). Asagida

aciklanan biyolojik ajanlar kir tirtilina kars1 kullanilmaktadir.

1.4.1. Mantarlar

Mantar bulasan bocekler hastalanarak oliirler. Ancak mantarlarin etkin olabilmesi
hava sartlarinin sicak ve nemli olmasma baghdir. Bocekler de genellikle havanin kuru
oldugu zamanlarda epidemi yaparlar. Boceklerde genellikle Zygomycetes, Ascomycetes ve

Deuteromycetes siniflar1 mensubu tiirler etkili olmaktadir (URL-2, 2011).

1.4.2. Parazitler

Zararlinin populasyonu azaltic1 unsurlardan birisi de asalaklardir. Bolgemizde etkin

onemli tirler; Compsilura coccinnata Meigen (Diptera, Tachinidae). Disi erginler



konuk¢usunun derisini delerek larvalarini igeri birakmaktadir. Gelisimini tamamlayan
larva pupa olmak icin konuk¢usunu terk eder. Pupa donemini kabuk aralarinda, agag
kovuklarinda ve olii ortii arasinda gecirir. Marmara Bolgesinde 3 generasyon verdigi
belirlenmistir. Yapilan laboratuvar gozlemlerinde parazitlenme orani yorelere gore %5-14

arasinda gortilmistiir (URL-3, 2011).

1.4.3. Predatorler

En 6nemli larva yirticis1 Calosoma sycophanta (L.) (Coleoptera, Carabidae)’dir. Bu
yirtict predatdr uzun Omiirlii (ergini 6 yil yasar), yirtici ve hareketli olusunun yani sira
larvalariin ve erginlerinin Lymantria dispar larvalarini yemesi bakimindan da son derece
yararli bir bocektir. Ayrica bazi kuslar ve kiiciik memelilerinde bocek populasyonunun

azalmasinda rolleri vardir (URL-2, 2011).

1.4.4. Patojenler

Bakteriler: Tabiatta dogal olarak mevcut olan Bacillus, Pseudomonas, Serratia ve
Streptococcus cinsi bakteriler boceklerde kitle halinde dliimlere sebep olurlar. Epidemi

hallerinde bazen populasyonun %60 kadarmin Oliimiine sebep olabilmektedir.

Bacillus thuringiensis: Bocekler iizerinde c¢ok etkili olan bu bakterinin rahatga
uygulanabilecek sekil degistirilen toz, islanabilir toz ve sulu preparatlar1 yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Piiskiirtiilen bakteri sporlar1 icindeki zehirli madde boceklerin liimiine

sebep olmaktadir.

Viriisler: Baculoviriis cinsine ait Nucleopolyhedrosis virisiniin Lymantria dispar
populasyonunu azaltic1 etkisi vardir. Bu hastalifa 6len larvalarin solgun bir goriinimde

olmasi sebebiyle solgun hastali§1 da denir.

Nucleopolyhedrosis viriis (NPV): Bu virlis bocegin populasyonunu etkin sekilde
azaltic1 etkisi olan solgunluk hastaligin1 meydana getirir. Bu hastaligin etkeni olan viriis

aliman gida ile viicuda girer ve kan hiicreleri ile baz1 dokular1 6ldiiriir. Larva 6nce uyusuk



hale gecer sonra yemeyi birakarak arka bacaklarindan dala veya yapraga asili halde 6liir.
Dokular1 ayrisir ve viicudu sivi haline gecer. Yapilan arastirmalar sonucu kullanima hazir

preparatlar halinde elde edilerek kullanima sunulmustur (URL-2, 2011).

1.5. Mikrosporidialar

Mikrosporidia, spor olusturan, kiiciik, tek hiicreli, zorunlu hiicre i¢i parazitidir.
Konagin hiicre disinda metabolik aktivasyon gdsteren bir evresi yoktur. Membrana bagli
cekirdegi ve intrasitoplazmik membran sistemine sahip olmasi gibi bir takim 6zellikleri
nedeniyle okaryot olarak kabul edilmekle birlikte, 70S ribozomu olmasi, mitokondri veya
peroksizomunun olmamasi ve golgi cisimciginin basit yapida olmasi gibi dkaryotlara

benzemeyen taraflar1 da vardir (Garcia, 2002).

1.5.1. Taksonomi ve Siniflama

Mikrosporlarin kesfi bocek patolojisinin baglangicinda doniim noktas: olmustur.
Pasteur Avrupa’da pamuk endiistrisini tehdit eden pebrine hastaligini ¢alismis ve onu
kontrol edebilmek i¢in bir takim Onlemler ortaya koymustur. 1857 yilinda ise Nageli
pebrine hastalifina neden olan ajan1 Nosema bomybycis olarak tanimlamistir ve onu
cogunlukla maya ve bakteri karisimi olan ve kendi tarafindan kurulan Schizomycetes
grubuna yerlestirmistir (Balbiani, 1882; Sprague ve Becnel, 1998). 1882 yilinda Balbiani
bu mikroorganizmalar1 mikrosporidia olarak ayri bir grup olarak smiflandirmistir. Bunu
takip eden yillarda mikrosporidia taksonomisi bir¢ok kez degisiklige ugramistir. 1976
yilinda Sprague’nin Microspora filumu altinda topladig1 bu mikroorganizmalar, daha sonra
1980 yilinda Levine tarafindan Protista “kingdom”unda protozoa“subkingdom”unda
smiflandirilmistir  (Didier, 2005). Daha sonra 1998 yilinda Sprague filumun adini
“Microsporidia” olarak degistirmistir.

2000’11 yillara gelindiginde degisik genlerin dizi analizinin yapilmasi sonucunda
mikrosporidia siniflandirilmasinda yeni gelismeler elde edilmistir. Edlind ve arkadaslar:
(1996) alfa ve beta tubulin genlerinin dizi analizini yapmislar ve mikrosporidialarin
protozoolardan ¢ok mantarlarla daha yakin iliskide olduklarmi bildirmislerdir.
Translasyonda gorev alan “elongation factor” EF-1 ve EF-2 ve RNA polimeraz II gen

dizisinin kiyaslanmasi sonucunda mikrosporidia ve mantarlar arasindaki yakin iliskiyi
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destekler sonuclar elde edilmistir. Ayrica Varimorpha necatrix ve Nosema locustae,
HSP70 (Heat Shock Protein) gen dizi analizleri tanimlanmig ve bu genin protozoadan ¢ok
mantar HSP70 gen dizisiyle daha yakm iliskili oldugu bulunmustur (Hirt vd., 1999;
Didier, 2005).

1.5.2. Mikrosporidia Tiirleri

Mikrosporidialar microspora filumu altinda toplanmis ve cogunlukla balik ve
eklembacaklilar olmak iizere gesitli hayvan takimlarindan yaklasik olarak 150 cins ve
1200’den daha fazla mikrosporodia tiirii tanimlanmistir (Wittner, 1999). Hem omurgali
hem omurgasiz konaklar1 enfekte eden mikrosporlar konak hiicre disinda sporlariyla
enfeksiyon olusturmaktadir. Boyutlar: tiirlere gore farklilik gostermekle birlikte genellikle
1-10 pum arasinda degismektedir. Ancak memelileri enfekte eden mikrosporlarin boyutlari
1,5-3 um arasinda degismekte, kiiciik ve oval/yuvarlak sekildedir (Tirk ve Dogruman,
2009). Hayat dongiisii, proliferatif merogonik dénemi ve onu takip eden sporogoni
donemini icermektedir. Sporogoni sonucunda dis ortam kosullarina olduk¢a dayanikli ve
enfeksiydz olan gevresel sporlar olusur. Spor duvari {i¢ tabakadan meydana gelir. D1s tarafi
glikoprotein yapisinda ekzospor ile cevrilidir. Bunun altinda yer alan endospor kitin
yapisindadir. En altta ise sitoplazmay1 ¢eviren plazma membranm yer alir. Mikrosporidia
cekirdegi, monokaryon ya da diplokaryon seklinde bulunur (Bigliardi ve Sacchi, 2001).
Igerdigi uzun ve kivrik polar filament, mikrosporidiay1 diger mikroorganizmalardan ayirt
etmeyi saglamaktadir. Polar filamentte yer alan kivrim sayis1 ve olusumu cins ve tiirler
arasinda farklilik gostermektedir. Polar filamentin konagin enfeksiyonunda énemli bir rolii
vardir. Uygun kosullarda polar filament, sporun ucundan disar1 atildiktan sonra enfektif
sporoplazmay1 konak hiicresine enjekte eder (Franzen, 1999; Garcia, 2002).

Parazitin tiim evreleri hiicre sitoplazmasinda ger¢eklesir. Erken gelisim evrelerinde
dikaryotik ¢ekirdek bulunabilir. Yaklasik olarak 5-7 kez kivrilmis polar filamenti
mevcuttur (Desportes vd., 1985; Franzen ve Muller, 1999).

Mikrosporidia tiirleri yasam dongiilerine ve konak-parazit iligkisine gore birbirinden

ayirt edilebilmektedir.
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1.5.3. Mikrosporidialarin Morfolojik Ozellikleri

Spor: Mikrosporidialar zorunlu hiicre i¢i paraziti olmalarindan dolay1 konak hiicresi
disinda metabolik aktivasyon gosterememektedirler (Aksoy ve Usluca, 2007). Ayrica
enfekte sporoplazmasmi konak hiicresine enjekte edebilen, tek bir sarmal polar filament
iceren, kiiciik, oval sporlari ile 6zellesmektedir (Ok ve Limoncu, 2007). Sporlari boyutlar1
1.5-5 x 2-7 pm olmasma ragmen insani infekte eden tiirlerde ise genellikle 1.5-3 pm’dir.
Sporlar dista olduk¢a direngli olan bir hiicre duvarma sahiptirler (Sekil 3). Enfektif formlar
tek ya da ¢ift ¢ekirdekli olarak bulunabilmektedir (Canning, 2001). Spor ¢evre kosullarina
olduk¢a dayanikli olup, atildiktan sonra uzun siire enfektif olarak kalabilmektedir.
Hayvanlardan atilan sporlar genellikle yiyeceklerle bazen de solunumla alinmaktadir

(Elizabeth vd., 2006).

Hiicre duvart: Dista oldukga direngli glikoprotein ve kitin yapisindaki ekzospor, icte
kitin yapisindaki endospor ve sitoplazmayi ¢evreleyen plazma membrani olmak iizere ii¢
tabakadan olugsmaktadir. Hiicre duvar1 sporun dig ¢evreye olan direncini artirmakta ve
iceriginin enfekte edilen hiicre i¢ine bosalmasi i¢in hidrostatik basincin artmasini

saglamaktadir (Kahraman vd., 2009).

Polar tiip: Mikrosporidialar polar filamentleriyle karakterizedirler. Polar tiipiin
helezon sayisi ve diizenlenmesi tiir ve cinslere gore degismekte olup, bu nedenle tiir
ayriminda kullanilmaktadir. Polar tiip, diiz bir kisimla direkt olarak diske (anchoring disc)
baglanir. Polar tiipilin kesitsel analizinde 3-20 tabaka agiklanmistir. Bosaltim sirasinda ve
sonrasinda farkli tabakalara rastlanilmistir. Polar tiip proteinleri, insan i¢in enfektif olan
tiirler arasinda sadece Encephalitozoon tiirlerinde molekiiler yontemlerle karakterize
edilmis olmakla birlikte fonksiyonlar1 tam olarak saptanamamistir (Ryan vd., 1993;
Pariyakanok ve Jungwutiwes, 2005; Kahraman vd., 2009). Mikrosporidia tiirlerinin konak
hiicresi diginda enfektif evreleri bulunmamaktadir. Yasam dongiisiinii tek bir konakta
tamamlamakta oldugu ileri siiriilmiis, ara konak veya vektor i¢in heniiz bir kanit
bulunamamistir. Uygun konakta ve uygun kosullarda konak hiicreye penetre olan parazitin
polar tiipii, sporun 6n kismma dogru gelerek konak hiicre igerisine sporoplazma
bosaltilmast ile enfeksiyon olusturmaktadir (Kahraman vd., 2009). Polar tiipiin konak

hiicreye nasil penetre oldugu heniiz bilinmemekle birlikte bunun i¢in iki goris ileri
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striilmiistiir; ilki, konak hiicre membranmi delerek, digeri ise fagositozla iceri girdigi

seklindedir (Aksoy ve Usluca, 2007).

_ anchoring disk

lameller polaroplast

polar filament

posterior vakuol

Sekil 1. Mikrosporidia sporu (Patrick vd., 2002).

1.5.4. Mikrosporidialarin Yasam Dongiisii ve Enfeksiyonu

1.5.4.1. Yasam Dongiisii

Microsporidia tiirlerinin yasam dongiisii ic evreden olusmaktadir:
1) Merogoni evresi: Proliferatif donem olup, merontlar ikili veya daha fazla fiizyonla
cogalmakta, hiicreden diger hiicreye yayilmakta ve sonugta sporontlara dontismektedir.
2) Sporogoni evresi: Sporontlar gelismekte ve baz1 konak hiicrelerinde sporoblastlara
doniismektedir. Oncii sporlar bu evrede olusmaktadir.
3) Enfektif evre: Bu faz1 olusturan sporlar konak hiicrelerin i¢inde yer almakta ve
cevreye yayilarak yeni konaklara gecisi saglamaktadirlar (Ok ve Limoncu, 2007). Bu

donemde olusan sporlar ¢evresel spor olarak adlandirilmaktadir.

1.5.4.2. Mikrosporidialarin Boceklere Giris Yollari

Mikrosporidialar c¢ogu kez bdceklere agiz ve sindirim sistemiyle girerler.
Sporozoonlar ve 6zellikle mikrosporlar tarafindan olusturulan enfeksiyonun en muhtemel

olusma durumu bodcek yiyeceklerinin sporlarla kirlenmis olmasidir. Sporlar yiyecegin
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bocek tarafindan yenilmesi ile orta bagwrsak cidarindan ince bir oyuk olusturur veya
bagirsagin i¢ kismimi olusturan hiicrelere yerlesirler. Enfeksiyonlu sporoplazma cinsiyeti
belli olmayan spor olusumunun basladig1 tiip yoluyla hiicre i¢ine dogru ilerler. Spor hasta
olmus bocegin Oliimiinden hemen Once kusma ya da diski yoluyla disari atilabilir

(Nalgacioglu vd., 2008).

1.5.4.3. Mikrosporidia Enfeksiyonunun Yayilim Yollar:

Mikrosporlar iki ¢esit yayilim yapabilme Ozelligine sahiptirler. Bunlardan biri
horizontal (yatay) olarak adlandirdigimiz; ug¢maya bagli olarak ciftlesme, diski ve
beslenme sirasinda olusan yayilimdir. Digeri vertikal (dikey) olarak adlandirdigimiz ki
burada esas olan enfekte olmus embriyonun genellikle 6lmiis olmasma ragmen enfekte
olmus yumurta ile olusan yayilimdir ve nesiller boyu enfeksiyonun iletilmesini,
saglayabilir (Nalcacioglu vd., 2008).

Mikrosporidia sporlarinin tiretimi, spor olusumu ve kontrollii ardisik olaylarin son
derece hizli oldugu, membran patolojisinde nadiren rastlanan, yeniden yapilanma iceren
olaylar1 ile biyolojinin enteresan ve dikkat ¢eken olaylarini kapsamaktadir.

Spor iiretimi tlirlerin bulundugu habitatlara bagli olarak ¢evre tarafindan tetiklenmesi
ile baglamaktadir (Undeen ve Epsky, 1990) fakat bir kismi ¢ok 1yi sekilde anlagilamamustir.
Dehidrasyon ve onu takip eden rehidrasyon, pH degisimleri, hiperosmotik durumlar,
ultraviyole veya peroksitlere maruz kalma gibi fiziksel ve kimyasal tesvik ediciler in vitro
kosullarda spor iiretimini tetikleyebilirler (Keohane ve Weiss, 1999). Bir spor
tomurcuklanma i¢in onarildigi zaman goriilebilen ilk isaret sporun, palaroplastin ve
posterior vakuolun sismesidir (Lom ve Vavra, 1963). Bu durum spor icerisindeki osmotik
basincin artmasinin bir sonucudur, fakat bu basincin nasil olustugu tartismali bir konudur.
Sporlar suyu sporoplazma membrani boyunca iletebilen porlar ile donatilirlar ki bu durum
su girisinin nasil gerceklestigini agiklayabilir. Nosema algerae’nin tomurcuklanma
sisirasinda  trehaloz damlalarmin  seviyesinin  gdzlenmesinden sonra ortaya merak
uyandirict bir olasilik ¢ikmistir (Undeen vd., 1987; Undeen ve Epsky, 1990). Trehaloz
dogada yaygin olarak bulunan dissakkarit bir seker olmakla birlikte mikrosporidialarin
onemli bir karbonhidrat deposudur. Mikrosporidialarin spor olusumu boyunca, glikoz
monomerlerini olusturabilmek i¢in trehaloz seviyesi diismektedir ve spor icerisinde

¢Oziinebilir madde konsantrasyonu artmaktadir. Bu artigin fazla miktarlarda suyun iceriye
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almimini1 ve tabii sonug¢ olarak osmotik basinci artirdigr distiniilmektedir (Undeen vd.,
1987; Undeen ve Frixione, 1990; Undeen ve Vander, 1994). Bu agiklanan model etkileyici
bir olasilik olmakla birlikte, hiicre i¢inde basincin olusturulmasi i¢inde yaratict bir
sistemdir. Ancak spor iiretimi boyunca bircok degisen durum olusmaktadir bu yiizden
osmotik basingtaki artis direkt olarak trehaloz seviyesindeki artis ile iliskilendirilemez.
Ornegin fungus sporlar1 trehalozu éncelikli olarak enerji stogu olarak kullanmaktan ziyade
anti-stres metaboliti olarak kullanmaktadir (Arguelles, 2000). Bdyle bir durum
mikrosporidialardaki trehaloz seviyesindeki oynayabilir ve tomurcuklanma isleminin
yalnizca bir basamagi olabilir. Spor tiretimi boyunca membran kirilmasi hiicrenin i¢
zarindan sitopldzmaya iyon gec¢isine neden olabilir. Bu iyonlarda suyun girisini
aciklayabilir. Ayni1 zamanda bu iyonlar sporoplazmada hipertonik degisimlere sebep
olabilecek trehaloz enzimleri gibi enzimlerin aktivasyonunu da saglayabilirler. Hangi
sebeple olursa olsun spordaki osmotik basing artar ve bu artis tomurcuklanma olaymnin bir
sonraki basamagini harekete gecirir.

Sporun i¢ basinci ve sporoplazmik membranlara ayrilmasi, polar filamentin
sabitleyici disk ile iligskisinin kesilmesi ve ters donerek ¢ikmasi ile sonuglanmaktadir. Ters
donme islemi sporun u¢ noktasinda baslar ve polar filament sporun en ince bolgesinden
sporu kirar. Filament dondiigii i¢in bir tiip olusur ve bu tiip sporoplazma icerisinde iken
etrafi graniiller ve glikoproteinimsi materyaller ile ¢evrelenir (Keohane ve Weiss, 1999).
Disariya ¢ikan polar tiipiin uzunlugu 50-500 um arasinda degismektedir. Bu polar tiip bir

filamentin dis kisimdan sporoplazma ile ¢evrelenmesi ile olusmaktadir (Sekil 4).



15

Sekil 4. Spor iiretimi boyunca sporun ters donmesi. A. Hareketsiz sporda
polar filament (siyah), nukleus (gri), polaroplast ve posterior
vakuol. B. Polaroplast ve posterior vakuolun sismesi, sabitleyici
diskin kopmasi, polar filamentin ortaya ¢ikmasi ve ters donmesi. C.
Polar filamentin ters donmeye devam etmsi. D. Polar filamentin
tam olarak ters donmesi ve sporoplazmin ona dogru baskilanmasi.
E. Sporoplazmin bir membran ile ¢evrelenerek polar tiipiin
etrafinda olugmas1 (Patrick vd., 2002).

Polar tiip firlatilabilir bir yapidir ve eger yakinlarinda konak hiicre bulunursa
disartya ¢ikmis olan tiip bu konak hiicreye carpabilir ve hiicrenin membranini delebilir.
Polar tiip disartya ¢iktig1 zaman, hiicre igerisinde devam eden basing sporoplazmayi da
polar tiipe dogru zorlar. Polar tiip 0,1-0,25 um ¢apinda degisen dar bir kanal olmasina
ragmen, sporoplazma tiipiin yalnizca 15-500 ms’lik gibi bir alaninda olugmaktadir
(Frixione  vd., 1992). Polar tiip konak hiicre igerisine girdiginde konak hiicrenin
stoplazmasi ile birlesir ve boylece konak hiicre paraziti yabanci bir cisim gibi algilamaz ve
enfeksiyonu gerceklestirir. Sporoplazma membrani bos bir tiipiin igerisine birakildigi icin,
bu olay spor tomurcuklanmasini ¢evreleyen membran hakkinda merak uyandirici sorular
ortaya c¢ikarir.

Spor konak hiicre icerisine girdiginde, meront olarak isimlendirilir, biiylime ve
boliinme evrelerine baslar. Genellikle parazit direk olarak diger hiicreig¢i parazitik
durumlarda oldugu gibi fagositozik vakuolde degil de konagin sitoplazmasinda
goriilmektedir. Bu asamada parazit konak ile ¢ok yakim iligki i¢erisindedir ve bu sathada

genellikle konaga c¢ok fazla zarar1 olmayan degisimlere sebep olmaktadir (Vavra ve
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Larsson, 1999). Bazi mikrosporidia drneklerinde konagin cekirdegi ile yapilan fiziksel
etkilesimler, konagin cekirdek porlarmin biiyiimesi ile veya konagin ¢ekirdeginin kendi
kendine enfeksiyonu ve isgali ile de sonuglanabilir (Hendrick vd., 1991). Mikrosporidia
enfeksiyonlarinda siklikla konak hiicre genisleyerek sekil ve biiyiikliiklerinde degisiklikler
meydana gelir (Weissenberg, 1976).

Bazi tiirlerde sporongonynin baslangict diplokaryotik cekirdeklerin ayrilmasi ile
dikkat c¢ekmektedir (Cali ve Takvorian, 1999). Endoplazmik retikulum, ribozom
oranlarindaki artis ve plazma membranindaki belirgin kalinlagma sporongony sathasinin
belirgin degisiklikleridir. Sporongony boyunca endoplazmik retikulum ve ribozom
organizasyonlar1 degisir ve poliribozomlar1 olustururlar (Vavra ve Larsson, 1999).
Sporongony konagimn sitoplazmasi ile direk konak halinde gerceklesirken, bazi tiirlerde
sporongony icin vesikiiller olusturulur. Boliinme isleminden sonra polar filament,
polaroplast ve posteriorden olusan aparat gelistirilir. Daha Once yapilan goézlemlerde
golginin polar filamentin olusumuna neden oldugu disiliniilmekteydi ve yapilan
histokimyasal analizler sonucunda bu fikir dogrulandi (Takvorian ve Cali, 1994).
Enfeksiyon aparatin olusumunun tamamlanmasina yakin sporoblast olgunlasmaya baslar,
hiicreler biiyiir ve kitinden olusan endospor tabakasi gelisir. Tim bu islemler
tamamlandiginda olgun spor salinir. Sporlar ¢evreye konagin digkist ve ayrigsmasi gibi

alternatif yollarla salmabilir ve diger konaklar1 enfekte edebilirler.

1.5.5. Mikrosporidia Tiirlerinin Ortak Ozellikleri

Mikrospor tiirlerinin biliyiilk bir boliimii ortak 6zelliklere sahiptir. Horizontal
tasinmadan sorumlu ¢evre kosullarina dayanikli sporlar iiretirler. Enfekte edilen bocek
tarafindan iiretilen sporlar, bocek digkisinda veya kozada daima mevcuttur, enfekte bocek
0ldiigli zaman serbest kalirlar. Cevreye salinan dayanikli sporlar duyarli konak¢1 bocek
tarafindan yenildigi zaman, acilmaya hazir sporlar 6zel polar tiip olarak adlandirilan bir
organa gonderilir, oradan bocek igerisindeki orta bagirsak epitelyumuna iletilirler ve
enfeksiyon baslar. Mikrosporlar enfekte edilmis disi bocekten dollerine ya da yumurta
icerisine veya yumurta yiizeyine transfer edilebilirler. Bunun yani siwra mikrosporlar
enfekte olmus bir konak¢idan saglikli bir ferde eslesme yolu ile de transfer edilebilirler

(Nalgacioglu vd., 2008).
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1.5.6. Mikrosporlarin Cevresel Dayamkhiliklari

Mikrosporlarin varliklar1 ve ¢evredeki adaptasyonlar1 nemlilik, pH, kuraklik, riizgar,

giines 1s1nlari, sicaklik ve besin miktar1 gibi fiziksel 6zelliklere baglhdir.

1.5.6.1. Nemlilik

Asir1 kuraklik genelde birgok mikrospor tiiriine zarar verirken asir1 soguklarin da
baz1 mikrosporidia sporlarina benzer sekilde zarar verdigi goriilmiistiir. Nosema whitei nin
sporlarmnin un i¢inde kuru spor olarak bir yildan daha uzun bir siire canliligin1 muhafaza
ettigi tespit edilmistir. Bu sporlar su icerisinde ¢imlenmelerine ragmen, polar filamentleri
bozulur ve boylece enfeksiyon 6zelligini kaybederler. Su genellikle sporlarin ¢cimlenmesini

uyarici bir etki gosterir (Nalgacioglu vd., 2008).

1.5.6.2. pH’1n Etkisi

Ortamin pH’s1 mikrosporodyum sporlarinin ¢imlenmesi {izerinde énemli bir etkiye
sahiptir. Bununla birlikte sporlarin ¢imlenmesi yalmiz pH’in ortaya ¢ikmasiyla olusmaz

diger bazi etkilere de ihtiya¢ gosterir (Nalgacioglu vd., 2008).

1.5.6.3. Riizgar

Mikrosporidian sporlarinin hayatta kalma siireleri ilizerinde riizgarin etkisi direkt
olarak arastirilmamistir. Fakat riizgar dolayl olarak bir¢ok yoniiyle sporlar1 etkileyebilir.
Mikrosporidian sporlar1 tarafindan enfekte edilen bocegin digkisinda ¢ok miktarda spor
mevcuttur. Enfekte olan bocegin diskisinda bulunan sporlarin yayilmasi ve cevreye

sa¢ilmasi isleminde riizgar rol alabilir (Nal¢acioglu vd., 2008).
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1.5.6.4. Besin

Bocegin konakgisi olan bitki ile etkilesimi muhtemelen mikrosporidialarin konakgisi
oldugu bocegi enfekte etmesini etkileyebilir. Konakg1 bitki ile entomopatojen bakteri ve
virlislerle olan etkilesim birgok ¢alismaya konu olmakla birlikte, iizerinde konak¢1 olan
bocegin bitkiden beslenmesi ile bocegin konakgist olan mikrosporidian enfeksiyonunun

etkilesimi ¢ogu zaman ithmal edilmistir (Nalgacioglu vd., 2008).

1.5.6.5. Giines Radyasyonu/Giines Isinlari

Dogrudan gelen giines 1sinlar1 karsisinda birkag saat i¢inde tiim mikrosporlar
sporlarinin koruyamazlar ve dliirler. Ornegin, V. necatrix tiirii bir lam {izerinde dogrudan

glines 15181na maruz kaldiginda iki saat i¢inde 6lmektedir (Nal¢acioglu vd., 2008).

1.5.6.6. Sicakhik

Yiksek sicakligimm  mikrosporlarin  bocek  kolonilerinde  mikrosporidium
enfeksiyonunu azalttigini gosteren birgok ¢aligma vardir. Viicut dis1 sporlar genelde kuru
sporlar icerdiklerinden yiiksek sicaklik kuru etki gosterir. Genelde yiiksek sicakligin
kuruluk etkisi gosterdigi ve sicakligin emilimi arasindaki fark ayrit edilemez. Birgok
mikrosporidium tiirliniin  yliksek sicakliga karsi toleransi zamana bagli olarak
degismektedir. Ornegin kuru V. necatrix sporlarmnm 3 hafta boyunca 40°C sicaklikta
canliligin siirdiirdiigii, fakat 50°C’de yalnizca 5 saat ve 60°C’de 30 dakika canli kaldiklar1
belirtilmistir. Bununla beraber 35°C’de 144 saat canliliklarin1 koruyabilmektedirler. Bunun
sebebi de konak¢ismin zarar verdigi bitki yapraklarmin nemli bir ortam olusturmasi
sonucunda sicakligm etkisinin azaltilmasidir. Genel olarak farkli tiirdeki mikrosporidium
sporlar1 sifirm iizerindeki diisiik sicakliklarda ¢ok farkli cevap vermektedir. Ornegin
karasal kokenli boceklerden izole edilen ¢ogu mikrosporidiumlarin 2 ile 5°C steril su
icerisinde birka¢ yil canli kalabildigi not edilmistir. Nosema bombycis tiiriintin sporlar1 10
yil stireyle canli kalmakta fakat suyun iyon konsantrasyonunun bozulmasi durumunda bu

sire ancak 3-5 aya inmektedir. Buna karsilik sucul bocek mikrosporidiumlart diisiik
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sicaklikta uzun siire depolanamazlar. Bununla birlikte sifirin altindaki sicakliklarda karasal
bocek mikrosporidiumlar: canliligini korurken sucul bocek mikrosporidiumlar: koruyamaz.

Bazi durumlarda enfeksiyon sonucunda olen bocekler, konakgist oldugu bazi
mikrosporidium sporlarmi mevsimsel olarak c¢evrenin olumsuz etkilerinden; radyasyon,
sicaklik, soguk ve benzeri etkilerden korurlar. Kis1 bocek Oliisii iginde gegiren
mikrosporlar olumlu kosullar olunca diger saglikli bocekleri enfekte ederler (Nalgacioglu

vd., 2008).

1.6. Mikrosporidialarin izolasyonu ve Laboratuvar Tamsi

Mikrosporidialarin sporlari, kotii fiziksel kosullara oldukca toleransli olmalarindan
dolay1 dokulardan kolay saflastirilirlar. Mikrosporidia sporlariyla enfekte edilmis ve
sonucunda spor iiretiminin gerceklestigi organizma veya dokular bir el havani veya blender
vasitastyla pargalara ayrilarak o6gitiiliir. Ezilmis dokularin siispansiyon edilmesinde
genellikle steril veya deiyonize su kullanilir. izole edilecek sporlarm kontaminasyonla
kars1 karstya kalmamasi i¢cin musluk suyunun kullanilmasi sakincalidir. Sporlar da bir E.
coli hiicresi gibi kolayca kirilgan ve narin olduklarindan blender gibi pargalayici aletlerin
kullanilmas1 onlara zarar verebilir. Bu nedenle, mekaniksel zarar verebilecek durumlarda
daha dikkatli muamele edilmelidir. Su igerisinde ezilmis doku veya organizmalardan ¢ok
sayida spor serbest kalir ve su ile temasi, yani suyun varligini hissettikleri zaman su
sporlarin ¢imlenmesi i¢in bir uyari oldugundan bir¢ok spor ¢imlenir. Bundan dolay1
dokularin i¢inde bulundugu su seviyesi ve miktari iyi ayarlanmalidir. Amonyak N. algerae
gibi bazi sporlarin ¢imlenmesini inhibe eden giiglii bir maddedir. Bdylece spor
ekstraksiyonu yapilirken istenmeyen spor c¢imlenmelerini onlemek icin pH 9.0 ve
molaritesi 0,001-0,05 olan amonyum kloriir ¢ozeltisi kullanilir. Bunun yaninda spor
cimlenmesi soguk hava tarafindan da engellenir. Askorbik asitte sporlara zarar verebilir.
Enfekte olii konaktan spor saflagtirmasi yapilirken konak bilinyesinde 6zellikle bagirsakta
ve diger kisimlardaki kontaminantlardan sakinarak sporlar hasat edilmeli, bunun i¢in de
konagm tiimiinii degil de sadece sporla enfekte olmus doku veya organlar konaktan
diseksiyon edilmelidir. Boylece sadece sporlari yogun oldugu kisimlar alinir ve daha fazla
sayida spor elde edilir. Bazi sporlar ¢ogu kez konak canlinin yag dokusunda enfeksiyon
yapar bu ¢esit dokular su ile tam uyum saglayamadigindan dogal olarak spor saflastirmasi

az olur. Bunun i¢in bu dokular ezilmeden 6nce yag ¢6ziicii maddelere tabi tutulmalidir.



20

Saflastirma genellikle seri sekilde filtreden gecirme ve santriftij ile ¢oktlirme ile
basarilir. Laboratuvar tipi filtre kagitlari, tiilbent veya diger dokuma bezleri sporlari
konagin istenmeyen doku ve kaba partikiillerinden ayirmaya yarar. Konak organizmanin
belirli kiiciikliikteki pargalar1, géz agikligi ile 2 ile 5 mm olan kumaslardan gegirilir. Bu
dagilmis parcaciklar enjektorle basing uygulanarak filtreye dogru piskiirtiiliir. Biiyiik
partikiiller filtre tarafindan tutulur. Bu islem bazi sporlar i¢in uzun siirebilir. Bu yilizden
islemlerin sabirla yiiriitiilmesi 1yi olur. Eger filtrasyon sivisindan agir ve biiyiik partikiiller
uzaklagsmamus ise diisiik bir santifiij ile bu giderilir. Siipernetant sivisinin temiz su ile iki ti¢
kez yikanmasi 1yi olur, boylece kolloidal ve ¢oziilmiis kontaminantlar atilmis olur. Yikama
swvilar1 spor varligi, mikroskop ile kontrol edildikten sonra atilir.

Mikrosporidian sporlarmin spor soliisyonlar: ¢cok yogundur, bu yiizden seri yikama
ve satrifligasyon ile ¢Ozlilmiis ve istenmeyen maddeler ¢ikarilir. Fakat kontaminasyon
kaynag1 olan kiiciik pargaciklar soliisyonda kalir. Siispansiyon i¢indeki spor yogunlugu
gercekten diger maddelerden fazladir. Siispansiyon santrifiij edildikten sonra {iistteki
siispansiyon alinir ve bagka bir kaba bosaltilir, dipteki pellet basingsiz su ile yikanir.
Sporlar siipernetant ve su i¢indedir. Bu islem birka¢ kez tekrarlanir. Eger spor kaybi
onemli degilse birkag kere tekrar su ile yilkamaya devam edilebilir. Boylece temiz bir spor
siispansiyonu elde edilmis olur. Cesitli santrifigasyon metotlar1 kullanarak saf sporlar elde
etmek miimkiindiir (Nalcacioglu vd., 2008).

Mikrosporidialar bécek dokularinda Giemsa boyasiyla boyanarak goriniir, elektron
mikroskobu teknigi de mikrosporidiumlarin kesin ve net olarak taninmasinda

kullanilabilmektedir.

Giemsa boyama: Bu boyama yontemi sporlarin belirlenmesi ag¢isindan yeterli
duyarhilig1 saglamamakla birlikte gelisme evrelerini gosterebilmektedir (Ok ve Limoncu,

2009). Giemsa boyama ile sporlar acik mavi renkte goriinmektedir (Garcia, 2002).

Elektron mikroskopisi (TEM): TEM ile parazitin tiim evreleri goriilebilmekte, viicut
swvilarinda ve diskida ise yalnizca sporlar saptanabilmektedir. Bu yontem ile parazitin polar
filamentinin ince yapisi ortaya konulabilmektedir (Garcia, 2001). Gliniimiizde TEM,
molekiiler yontemlerin uygulanmadigi laboratuvarlarda tiir saptamasinda altin standart

yontem olarak kabul edilmektedir (Ok ve Limoncu, 2007).
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1.7. Mikrosporidialarin Orman Lepidopterleri Arasindaki Yayginhgi

Muhtemelen mikrosporidialarin orman lepidopterlerinde bulunma orani yaymlanan
bildirilerden ¢ok daha fazladir. Bunun sebebi ise mikroporidia enfeksiyonunun ¢ok sayida
bireyin 6lmesi ile sonuclanan fungus ve virlis enfeksiyonundaki gibi dikkat cekici
boyutlarda olmamasidir. Boylece onlarin populasyon dinamigindeki rolleri genellikle
taninmamaktadir. Tablo 2°de mikrosporidia bulundugu yayinlanan boceklerin listesi ve
Tablo 3’de ise Lymantri dispar’dan izole edilen mikrosporidialar ve kir tirtilinin toplandig:

iilkeler verilmistir.

Nosema grubu: Genellikle omurgasizlarda goriilmektedir. Gelisimlerini konak hiicre
sitoplazmas1 icinde gercgeklestirirler. Cekirdekleri tiim evrelerinde iki pargalidir. Hem
merogonik hem de sporogonik evrelerinde ikiye boliinerek ¢cogalirlar. Polar tiiptinde 10-12
burgu bulunmaktadir. Sporlar oval ve 4 - 4.5 x 2 - 2.5 pm boyutlarindadir (Franzen ve
Miiller, 1999). Orman lepidopterlerinden izole edilen veya tanimlanan mikrosporidialarin

biiyiik bir kism1 Nosema sinifinda bulunmaktadir (Baker, 1994).

Tablo 2. Mikrosporidia izole edilen orman boceklerinin listesi (Maddox vd., 1998).

Tiir ad1 Referans
Euproctis chrysorrhoea Puruini ve Weiser (1975)
Malacosoma americanum
Hyphantria cunea Weiser ve Veber (1975)
Malacosoma disstria Thomson (1959)
Tortrix viridana Lipa (1976), Franz ve Huger (1971)
Pristiphora erichsoni Smirnoff (1966), Quednau (1968)
Choristoneura conflictana Wilson ve Burke (1971)
Choristoneura fumiferana Thompson (1958)
Archips cerasivoranus Wilson ve Burke (1978)

Operophtera brumata Canning vd. (1983)
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Tablo 3. Kir tirtilt Lymantria dispar’dan izole edilen mikrosporidialar ve kir tirtilinin
toplandig iilkeler (Maddox vd., 1998).

Microsporidia tiirleri Ulke Referans
Nosema lymantriae Cekoslovakya Weiser, 1957
Nosema lymantriae Yugoslavya Sidor, 1979
Nosema muscularis Cekoslovakya Weiser, 1957
Nosema muscularis Ispanya Romanyk, 1966
Nosema muscularis Sovyet Sosyalist Zelinskaya, 1981
Cumbhuriyetleri Birligi,
Ukrayna
Nosema serbica Yugoslavya Weiser, 1964
Nosema serbica Sovyet Sosyalist Zelinskaya, 1981
Cumbhuriyetleri Birligi,
Ukrayna
Thelohania disparis - Timofejeva, 1956
Thelohania similis Cekoslovakya Weiser, 1957a
Vavraia schubergi Cekoslovakya Weiser, 1964
Vavraia schubergi USSR, Ukrayna Zelinskaya, 1981
Nosema sp. Portekiz Cabral, 1977

Nosema grubu her bir sporontdan iki sporun iiretimi ile karakterize edilmektedir. Bu
sporlar tekil olarak fiiretilirler ve bir zar ile ¢evrelenmezler. Bu smifta enfeksiyonun ve
cevresel sporun tek sekli vardir ki: bu sporlar 2 ¢ekirdek igerir. Yasam dongiisii en basit
olanlardan biridir ve kolayca anlasilabilmektedir. Bagirsak, malpigi tiipli, yag dokusu,
gonadlar ve kaslar gibi konagm bir¢ok dokusunu enfekte edebilmektedirler. Sekil 5°de
gosterildigi gibi ¢evresel sporlar yasayan enfekte konagin ipek bezinden veya diskisindan
salinmaktadir. Enfekte olmus larva 6ldiigiinde ve sporlarin enfekte olmus dokulardan
yayilmasina izin veren viicut bozulmasi gerceklestiginde de sporlar ¢evreye salinabilirler.

Nosema tiirleri kismen patojeniktir ve goreceli olarak birkac spor enfeksiyonun
baslamasi i¢in, yiiksek dozlar ise larval 6lim i¢in gereklidir. Sekil 5‘de Nosema tipi
mikrosporidianin nasil transfer edildigi ve hangi durumlarda Oliimlerin oldugu
gosterilmistir.  Enfekte edilmis larva olgun birey haline gelebilmektedir. Bu sekilde
enfekte olmus disi larvalar mikrosporlarini yavrularina transfer ederler. Transmisyon bir
larvadan digerine horizontal transmisyon seklinde ve genellikle enfekte olmus disiden
yavrusuna gecmek suretiyle vertikal olmak tizere her iki sekilde de ger¢eklesebilmektedir.
Yumurtalar yolu ile gerceklesen enfeksiyon sporlarin sindirilerek enfekte oldugu

durumdan daha fazla 6liim oran1 géstermektedir.
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Sekil 5. Nosema tipi mikrosporidia ve onun konakla olan iligkisinin sematik
gosterimi (Maddox vd., 1998).

Bulasict sporlarin salinimi yasayan larvalarin diskilar1 ve ipek bezi ile 6lii enfekte
larvalardan da viicutlarindaki sporlarin ¢evreye salinmasi ile gerceklesmektedir. Bu
bulasici sporlar kisi larval habitatta gecirmektedirler.

Bu mikrosporidialarin 6ldiiriicii diizeyin altindaki etkileri de c¢alisilmistir fakat
stiphesiz ki orman lepidopterlerinin bir¢ok tiirii iizerinde harika bir etkiye sahiptir (Gaugler
ve Brooks, 1975). Zamanla enfekte edilen larvalarin saglikli larvalara oranla daha yavas
gelistigi gozlenmistir. Larvalarin ve yetiskinlerin hareketleri, 1s18a karst cevap gibi
davranislar1 enfeksiyon tarafindan etkilenebilmektedir. Enfeksiyonun ¢iftlesmeye,

davraniglara, feromon iiretimine, sperm tiretimine ve transferine etkisi olabilmektedir.

Nosema tipi mikrosporidialar konaklarmin tiim gelisim evrelerinde etkili olduklari
icin, konak populasyonunun kirilmasi tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir, fakat enfeksiyon
yaygin olmadigi ve herhangi bir evresinde sira dis1 Oliimlere sebep olmadigi igin,
genellikle dogal diismanlara karsi {iretilen pest komplekslerinin 6nemli bir parcgasi olarak

taninmazlar. Diger birgcok patojenin aksine mikrosporidia etkisinin yogunlugu,
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mikrosporidianin generasyon boyu horizontal transmisyon yolu ile gerceklestirebilir,

clinkii en yiiksek oranlarda 6liim enfekte olmus larvalarm yavrularinda gozlenmektedir.

Vairimorpha grubu: Vairimorpha grubundaki mikrosporlar filogenetik olarak
Nosema grubundakilere benzemelerine ragmen, yasam dongiisii ve konak-patojen iligkisi
Nosema tiirlerinden farklilik gostermektedir (Baker, 1994). Vairimorpha grubundaki
biitlin tiirler 2 tip cevresel spor iiretmektedirler. Bu tiirdeki mikrosporidialar Nosema
tiirlerinin yasam dongiisiine ek olarak farkl tipte sporlara sahiptirler. Bu sporlardan biri tek
cekirdek ihtiva ediyorken, digeri zarla c¢evrili 8 spor ihtiva etmektedir. Tek cekirdekli bu
sporlarin haploid olduklar1 diisiiniilmekle beraber, horizontal transmisyondaki rolleri tam
olarak anlasilamamistir.

Vairimorpha grubundaki tiirler diger iki grubun tiyelerine goére daha patojeniktir. Bu
gruptaki sporlarla enfeksiyonun baslayabilmesi i¢in ¢ok az sayida spor yeterlidir. Sekil
6’da Vairimorpha tipi mikrosporidialarin nasil transfer edildigi ve hangi evrede
enfeksiyonun gergeklestigi gosterilmistir. Bu tiiriin sporlar1 enfekte olmus larvanin silk
glandinda ya da diskisinda olabilirde olmayabilirde fakat oldugu durumlarda da Nosema
tipi sporlara kiyasla daha az sayida bulunmaktadirlar. Bu tiiriin sebep oldugu
enfeksiyonlarda yag dokusu enfeksiyonun basladigr ilk bolgedir. Enfeksiyonun ilerleyen
zamanlarda diger konak dokularinin enfekte olabilmesine karsilik enfeksiyonun en yogun
oldugu bolge yine yag dokusudur. Bu nedenle Vairimorpha sporlari Nosema tipi
enfeksiyonlarda gergeklestigi gibi, enfekte edilmis larvanin gelisim evreleri boyunca
cevreye vyayilmazlar. Cevresel sporlarin salimimi yalnizca konak o6ldiigli zaman
gergceklesmektedir. Sonug olarak bu tiiriin enfeksiyonunda horizontal transmisyon zayiftir.
Bunun sebebi ise, saglikli larvanin enfekte olan larva 6lene ve sporlar1 etrafa yayilana
kadar herhangi bir ¢evresel sporla karsilasamamasidir. Bu sinifta vertikal transmisyon
olmasina ragmen genellikle diisiik oranlarda seyretmektedir. Bu sebeple enfekte disilerin
meydana getirecegi enfekte yavru orani Nosema tipi enfeksiyondan daha yiiksek ve
onemlidir (Moddox, 1998).

Bu tiiriin 6ldiiriicii diizeyin altindaki etkileri tam olarak bilinmemekle beraber, daha
patojenik olduklar1 i¢cin Nosema tipi mikrosporidialardan daha diisiik oldugu tahmin

edilmektedir.
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Sekil 6. Vairimorpha tipi mikrosporidia ve onun konakla olan iligkisinin sematik
gosterimi. Saglikl larvalar enfekte olan larvalardan salinan sporlarla
enfekte olurlar (Maddox vd., 1998).

Vairimorpha tirleri Nosema tiirlerine gore daha patojenik olmasima ragmen, nuklear
polyhedrosis viriis enfeksiyonu 6rneginde oldugu gibi cok fazla gdze ¢arpan salgin durumu
ender olarak goriilmiistiir. Bu durum larva 6ldiikten sonra, larvanin tam olarak ayrismasi,
sporlarin yapraklara ve agacin diger yapilarina yayildiktan sonra saglikli bireye ge¢mesi
vasitastyla enfeksiyonun baglamasi ile agiklanabilir. Vairimorpha tiirleri bitkiler {izerinde
cok fazla spor birakabilir fakat bu sporlar 6len larvanin viicut dokularinda kaldigi ve tam
anlamiyla ayristirilamadigi siirece cevresel spor salmimi gerceklesemez ve durum
Vairimorpha tirlerinin salgin durumunun nadir olarak gozlenmesinin agiklamasi olabilir
(Moddox vd., 1998).

Sporlar ¢ok nadiren enfekte larvanin digkisinda ve ipek bezinde bulunur.
Vairimorpha tiirlerinin birgcogu cok patojeniktir: larval evre boyunca enfekte olan bireyler
genellikle Oliirler nadiren enfekte ergine doniisiirler. Enfekte olmus bu erginler ise

genellikle larva olarak oliir.
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Endoreticulatus grubu: Endreticulatus sinifindaki mikrosporidia tiirleri Nosema ve
Vairimorpha tirlerinden c¢ok farkhidwr. Yasam dongiisti, diisiik patojenik o6zellik,
enfeksiyonun bagirsak epitelinde smirli olmas: ile diger iki gruptan farkli filogenetik
ozellikler gostermektedir. Sekil 7°de Endoreticulatus tipi mikrosporidia transmisyonunun
nasil oldugu ve hangi evrede 6liimciil oldugu gosterilmektedir.

Endoreticulatus grubundaki mikrosporidialar yalnizca tek c¢ekirdekli sekilde tek spor
tipine sahiptirler. Sporlar bir zarf ile ¢evrilidir ve 16 spor ihtiva eder. Ornek olarak orman
Lepidopterlerinde siklikla rastlanan Endoreticulatus schubergi yumurta araciligi ile
transfer edilmez ve enfeksiyon yalnizca bagirsak epiteli ile sinirlidir. Ancak sporlar

yumurta yiizeyleri ile transfer edilebilirler.

Endoreticulatus-tipi [Il]" '$ U]] . %

Saglikl: larva

Sekil 7. Endoreticulatus tipi mikrosporidia ve onun konakla olan iliskisinin sematik
gosterimi. Saglikli larvalar enfekte larvalarin digkilarinda bulunan sporlari
sindirerek enfekte olurlar. Endoreticulatus tipi mikrosporidilar tarafindan
gerceklestirilen enfeksiyon ¢ok diisiik oranlarda 6liimle sonuglanir. Enfekte
olmus larva saglikli larvalara gore daha yavas gelisir ve larval gelisimi
boyunca spor ihtiva eden digki iiretir (Maddox vd., 1998).
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1.8. Mikrosporidialarin Orman Zararhs1 Lepidopterlerde Biyolojik Kontrol Ajam
Olarak Kullamlabilme Potansiyeli

Avrupa’da Ostrinia nubilalis yani misir bitinin Nosema pyrausta veya Nosema
fumiferanae’nin lepidoptera tiiyesi konaklarmm yogunlugunu azaltma yoniindeki
potansiyelleri, arastirmacilara bu patojenlerin bio-kontrol ajani1 olarak arastirilmasi
yoniinde esinlendirmistir. Mikrosporidialarimm konak bdcekteki in-vivo iiretim kosulunda
hastaligin yavas ilerlemesi biyolojik pestisid olarak kullanimini kisitlamaktadir fakat
mikropsoridialarin  klasik biyolojik kontrol tipi olan inokiilatif salimm seklindeki
kullanimina olanak vermektedir. Kir tirtilina karsi bu yontem uygulanarak bazi caligmalar
yapilmistir. Ornegin Orta Avrupa’da Lepidopterler tarafindan zarar gdren agaglarin
yapraklarin mikrosporidia spor siispansiyonu piskiirtiilerek calisilmistir (Weiser ve
Novotny, 1987). N. portugal’da salman bir mikrosporidianin salimimin yapildig1 ertesi
yilki larvalarda var oldugu dogrulanmistir (Jeffords, 1989).

Mikrosporidia Avrupa’da kir tirtili  populasyonu {izerinde dogal diisman
kompleksinin tamamlayic1 bir parcasidir ve enfeksiyon genellikle enzootic seviyede
gerceklesir. Mikrosporidianin dogal diisman komplekslerinde oranmin artirilmasit bu
ilaglarmn etkisini artirmak i¢in degerli katkilarda bulunabilir. Ayrica mikrosporidia ve onun
konag1 L. dispar degerli bir model sistemdir. Konak patojen iligkileri bu modelden
ogrenilerek diger orman zararlis1 Lepidopterlere karsi kullanilabilir. Zararli bocek
gruplarmin bazi liyeleri mikrosporidia enfeksiyonunun yayilmasina yardime1 olabilir ¢ilinkti
larvalar1 toplu halde gezmeyi severler, dinlenmek ve deri degistirmek i¢in alana sahip
olabilmek adina biiylik ipekler orerler ve bu ipekleri agag lizerinde yon bulmak i¢in takip
ederler. Bu durumda mikrosporidianin horizantal transmisyonunu yardimci olur ( Hoch
vd., 2008).

Bugiin diinyada Nosema locustae c¢ekirge tiirlerinin malpighi tiiplerini ve yag
dokularmi enfekte etme yetenegine sahip tek ticari preparat1 bulunan mikrosporidia tiirtidiir
(Canning, 1953). N. locustae c¢ekirgelerin viicudundaki yag dokular1 enfekte ederek
konagin enerji rezerlerini kullanarak zarar vermektedir (Johnson, 1997). Cekirge tiirlerinin
malpighi tiiplerini ve yag dokularimmi enfekte etme yetenegine sahip diinyada tek ticari
preperati bulunan mikrosporidia tiiridiir (Canning, 1962). Cekirge viicudunda yag
dokularimi enfekte ederek konagmin enerji rezervlerini tiiketmektedir. Ayrica konak
yasamini ve davranmigini etkilemektedir (Johnson, 1997). N. locustae uygulanan alanlar

gozlemlenmis ve bu alanda uygulamanin basarili oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu
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bolgeye zarar veren yakin akraba cekirge tiirlerinin popiilasyonlarinda biiyiikk oranda
azalmalar meydana geldigi gozlemlenmis ve bir yil gibi bir siirede bu pestisitin etkisinin

yiiksek oldugunu rapor edilmistir (Lange ve Lantari, 1999).

1.9. Nosema Tiirlerinin Lepidopterlere Olan Spesifikligi

Entomopatojenikler zararli bocek populasyonlarinin kontrolii icin 6nemli biyolojik
kontrol ajanlaridir (Anderson ve May, 1981; Maddox, 1987). Ancak bdcek patojenleri,
bocek parazitoid ve predatorlerinin aksine klasik biyolojik kontrol ajani olarak daha nadir
kullanilmaktadirlar. Bunun birka¢g sebebi olmasma ragmen en Onemli sebep konak
spesifikligidir (Howarth, 1991; Lockwood, 1993; Miller ve Aplet, 1999). Oncelikle
bilinmesi gereken nokta mikrosporidialarin bitkileri enfekte etmemesidir. Yabanci olan
patojenlerin kendileri ile ayni ortamda bulunan ve hedeflenmeyen canlilar1 enfekte edip
etmeyecegi en Onemli sorudur. Laboratuvar kosullarinda calisilan ve sonuglanan konak
spesifikligi calismalar1 doga kosullar1 ile aymi sonuglar1 vermemektedir. Bazi
mikrosporidialarin dogaya salinmadan dnce gercek konak spesifikliginin belirlenmesi i¢in
bir ¢caligma yapilmistir. Bu ¢aligmada biyolojik kontrol ajanlarmin konak spesifikligi i¢in
laboratuvar kosullarinda elde edilen sonugclar ile doga kosullarindaki sonuglar arasindaki
iligkiler c¢alisilmistir. Bu calismada Giiney Amerika Lepidopterlerini konak olarak
kullanmayan mikrosporidialar kullanilmistir. Esas yeri Avrupa olan Lymantria dispar
larvalar1 yaklasik olarak 130 yil 6nce Giiney Amerika’da yayilmis ve yerel Lepidopterlere
0zgl olan bircok mikrosporidia tiirline maruz kalmistir. Fakat yapilan gozlemlerde L.
dispar’in Gliney Amerika populasyonunda mikrosporidia gozlenmemistir. Bu ¢aligmalarin
sonucunda karasal mikrosporidialarmn doga kosullarindaki konak spesifikliginin

laboratuvar kosullarina oranla daha dar oldugu ispatlanmistir (Solter ve Maddox, 1998).

1.10. Mikrosporidia Enfeksiyonunun Belirtileri

Cogu entomopatojenik mikrosporlar diisiik viriilansa sahiptir, kronik bir enfeksiyona
sebep olur ve bocegi dldiirmezler. Boyle kronik olarak enfekte olmus bocekte genellikle
morfolojik belirti ve belirtiler gostermezler. Bununla birlikte bazi1 mikrosporlar yiiksek
derecede viriilanttir ve bunlarin enfeksiyonlar1 saldirdiklar1 dokulara bagli olarak akut veya

fetal olabilir.
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Mikrospor enfeksiyonunun meydana geldigi konak bocekler, bocek populasyonu
icerisinde kendisini digerlerinden farkli kilacak bir dizi belirtiler gosterirler. Bocegin
derisinde enfeksiyon bolgelerinde beyaz veya beyaz sari lekeler ve siyah zemin,
enfeksiyon bolgesinin sigmesi bir gozlemci tarafindan kolayca fark edilmeye deger
isaretlerdir. Bocegin agir hareket etmesi, istahinin kesilmesi, viicut boylarinda kii¢iilme vb.
sekillerde etki gosteren larvalar araziden veya tarim alanlarindan toplanir ve steril tiiplerle
laboratuvara getirilirler. Gerekli incelemeler ve boyamalar yapilarak enfeksiyon
kesinlestirilir.

Bazi1 mikrosporidialar doku tropizmi sergilerler ve sadece 6zel doku ve organlari
enfekte ederler. Ornegin bazilar1 konagmn sadece bagirsak epiteli veya yag dokusunu
enfekte ederler. Digerleri ise hemen hemen tiim doku ve organlari istila edip sistemik bir
enfeksiyona neden olurlar (Nalgacioglu vd., 2008). Sekil 8’de N. portugal tarafindan
enfekte olan bocegin ipek bezindeki degisim gosterilmistir. N. [ymantriae enfeksiyonunda

da ayni etkiyi gozlemlemek miimkiindiir.

Sekil 8. Lymantria dispar’da Nosema portugal enfeksiyonu (Hoch, 2001,
yayinlanmadi).

1.11. Mikrosporidialarin Diger Dogal Diismanlarla Olan iliskisi

Mikrosporidialar parazitler, predetdrler ve diger bdcek patojenleri gibi dogal
diismanlarla bir arada bulunmaktadir. Brooks (1993) konak/parazitoid/patojen sistemleri
ile olabilecek 8 farkli etkilesimleri listelemistir. Konagin premature o6liimii, hastalanan
konagin ¢ekici olmamasi, konagin beslenme veya fizyolojik olarak degisimi ve

parazitoidin direk enfeksiyonu seklinde bu 8 etkilesimden 5 tanesi orman
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Lepidopter’lerindeki mikrospor enfeksiyonlar1 i¢in gecerli olabilir. Parazitoidler de
hastalikli  konaktan  saglikli  konaga mikrosporidia enfeksiyonunun  ge¢isini
saglayabilmektedir.

Eger parazitoild gelisimini tamamlamadan o©nce, konak bdcek mikrosporidia
enfeksiyonundan oliirse parazitoidte genellikle oliir. Bu durum mikrosporidia ile enfekte
edilen birka¢ Lepidopter i¢cin belgelenmistir (Laigo ve Pasche, 1968). Fakat bu durum
orman Lepidopter’leri i¢in spesifik degildir.

Mikrosporidia ile enfekte edilmis konak cesitli nedenlerden dolay1 bécek parazitleri
icin cekici olmayabilir. Ornegin mikrosporidialarin ~ 6ldiiriicii ~ diizeyin altindaki
enfeksiyonu, konagm gelisiminde ve davraniglarinda birtakim degisiklikler meydana
getirmekte ve bu durumda konagin parazitler i¢in tercih edilmemesine neden olmaktadir.
Bir bagka 6rnek vermek gerekirse, disi parazitler spesifik biiyiikliikteki ve spesifik larval
durumdaki konaklar1 tercih etmektedirler. Konak populasyonundaki herhangi bir degisim
tercih edilmeme sebebi olabilmektedir.

Sindirilebilir mikrosporidia sporlarinin bulundugu konak dokularinda parazitlerin
gelisimlerini tamamlamas1 miimkiin olmayabilir. Bu durum igerisindeki larvada bulunan
parazit kendisi icin yeterli olan besini absorblayamaz ve Oliir (Brooks, 1993). Parazitler
direkt olarak onlarin konaklarindaki mikropsorlar tarafindan enfekte edilebilirler ve bu
durum yiiksek oranda parazit 6liimii ile sonu¢lanir (Siegel, 1986). Bu etkilesim herhangi
bir orman Lepidopterleri i¢in bildirilmemesine ragmen, miikemmel bir etkilesim tipidir.

Parazitler mikrosporidialarin vektorleri gibi davranabilirler. Bu biiyiik bir olasilikla
mikropsorlarin bocek populasyonlar1 arasindaki dagilimi i¢in gegerlidir (Siegel, 1986;

Brooks, 1993).

1.12. Sicakhigin Konak ve Model Uzerine Olan Etkisi

Ekzotermik hayvanlar olan bocekler gevre sicakligina baghdir bu ylizden sicaklik
onlarin metabolik islemleri, biiylimeleri ve gelismeleri iizerinde 6dnemli etkilere sahiptir
(Zaslavski, 1988). Boceklerin aktivitesi sicaklikla artar ve boylece onlarin metabolizmasi
da artar. Yiksek sicaklik gelisim safhasinda biiylimenin hizlanmasinit saglar
(Wigglesworth, 1972). Bircok bocek endoparazitoid mikrosporodia tarafindan parazitlenir.
Mikrosporodia gelismek ve cogalmak i¢in konaga ihtiya¢ duyan tek hiicreli hiicre i¢i

parazitdir. Cevresel direncli spor enfektif fazdir. Bu sporlar agiz yolu ile alinir ve orta



31

bagirsagin liimeninde iirer ve burada enfeksiyona baslar (Solter ve Becnel, 2000). Ayrica
sporlar ebeveyden dole aktarilabilirler. Sicakta gelisen ekzotermik konagi enfekte eden
mikrosporodialarin sicakligi konagin tipik sicakligi araligindadir (Cali ve Takvorian,
1999). Konak bocek igin c¢evre sicakliginin entomopatojenik mikrosporidiayr nasil

etkiledigine dair ¢ok az bilgi vardir.

1.13. Caliymanin Amaci

Lymantria dispar diinyada ve llkemizde Onemli bir polifag zararli olup halen
iilkemizde bu zararl ile miicadelede kimyasal ilaglar kullanilmaktadir. Yogun ve bilingsiz
olarak ytriitiillen kimyasal pestisit uygulamalar1 sonucunda, sadece bitki ve hayvan
tiirlerinin yok olmasma sebep olmakla kalinmamis, yer alti sularma karisarak hedef
almmayan diger organizmalarin ve hatta insan saghigini da (karsinojen, mutajen ve
teratojen) cok kotii sekilde etkilenmistir (URL-15, 2011). Bu zararh {izerinde etkin olarak
kullamilan  Bacillus  thuringiensis  kaynakli ilaglar konak iizerinde direng
gelistirebilmektedir. Tiim bu sebeplerden dolay1 bu tez kapsaminda bu polifag zararh ile
biyolojik miicadele yapilmasi amaciyla yeni bir ajan olarak Nosema I[ymantriae’nin
insektisidal etkisi ve klasik biyolojik kontrol ajani olarak kullanilabilme potansiyeli
arastirilmstir.

Literatiirde yapilan ¢alismalar incelendiginde konak ve patojen etkilesimi tizerinde
sicakligin  Onemli bir etkisi oldugu tespit edilmistir. Laboratuvar kosullarinda
gergeklestirilen ve sabit sicakliklarda devam ettirilen enfeksiyonun basarisinin dogal
habitat kosullarinda da elde edilip edilemeyece§i merak konusudur. Bu nedenle bu
calismada konak-patojen ikilisi dogal habitat kosullarinda oldugu gibi sabit sicaklikla
kiyaslanmak iizere gece ve giindiiz degisen sicaklik ve 151k periyodunda biiyiitiilmiistiir.

Bu caligmanin diger bir amaci ise konak-patojen iliskisi asisindan ¢ok iyi bir model
olan N. lymantriae ve L. dispar arasindaki etkilesimin 6grenilmesi ve bu ajanin diger

orman zararlis1 Lepidopterlere kars1 kullanilabilme potansiyelinin arastirilmasidir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Larvalarin Temini ve Yetistirilmesi

Bu calismada Lymantria dispar larvalart konak olarak kullanildi. Larvalar
USDA/APHIS Otis Method Development Center, Cape Cod, Massachusetts, USA
tarafindan saglanan yumurtalardan elde edildi (Sekil 9). Larvalar 16 saat aydinlik, 8
karanlik saat 151k periyoduna ayarlanmis inkiibatorler de 24°C + 1°C’de bugday tohumu ile
hazirlanmis besinlerle biiyiitiildii (Bell, 1981) (Sekil 10). Inokiilasyondan énce larvalar her
birinde 24 larva olmak iizere 250 ml’lik plastik kaplara konuldu. Inokiilasyondan sonra ise
her bir larva ayr1 ayri ilizerinde numarasi ve hangi deney grubuna ait olduguna dair

bilgilerin yazili oldugu petrilere konuldu.

Sekil 9. L. dispar yumurtalar1
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Sekil 10. Yumurtadan yeni ¢ikan L. dispar larvalari

2.2. Patojenin Temini

1996 yilinda Bulgaristan, Levisthe yakinlarinda toplanan L. dispar larvalarinin ipek
bezinden elde edilen mikrospor Nosema lymantriae patojen olarak (izolat No.1996-A)
kullanildi. N. lymantria, 1llinois Natural History Survey (INHS), Urbana-Champaign,
Illinois, USA’nin Microsporidia germ-plasma koleksiyonundan temin edildi ve daha
sonraki ¢aligmalar icin BOKU Wien laboratuvarinda depolandi. Bu ¢aligmada kullanilan
taze sporlar L. dispar larvalarinda depo edildi (Hoch vd., 2000). Bunun i¢in 3. instarin ilk
giiniinde olan larvalar 2x10° spor/ul’lik konsantrasyonundan 1ul spor siispansiyonu ile
enfekte edildi. Yaklasik olarak enfeksiyondan 14 giin sonra enfekte olmus larvalarin 5.
instarlar1 stiresince ipek bezlerinden doku filtresi ile filtrelendi ve santifiriij edilerek olgun
sporlar elde edildi. Siipernetant alind1 ve spor igeren pellet kismi distile su ile ¢oziildii. Bu
spor siispansiyonu 1:1 oraninda gliserol ile karistirildi ve deney i¢in kullanima kadar sivi
azotta depo edildi (Maddox ve Solter, 1996). Bu sporlarin maksimum depolanma siiresi

yaklagik dort aydir.
2.3. Inokiilasyon

3. instar igin deri degistirme evresinde olan larvalar toplandi ve 250 ml’lik plastik

kaplarda yiyeceksiz olarak depo edildi. Ertesi giin yeni deri degistiren ve a¢ birakilan L.
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dispar larvalar1 (Bauer vd., 1998; Hoch vd., 2000) inokiile edildi. Spor siispansiyonu
Neubauer hemacytometer de sayildi ve distile su ile konsantrasyonu 1 x 10° spor/ul’ye
ayarlandi. Yiyecekler yaklasik olarak 2 mm?’lik kiipler seklinde kesilerek teker teker 24
g0zlii doku kiiltiir kaplarma koyuldu ve her kiipe 1 ul’lik spor siispansiyonu eklendi. Daha
sonra icerlerinde enfekte olmus yiyecekleri iceren gozlerde L. dispar larvalari yerlestirildi.
24 saat sonra yalnizca tiim yiyecegini tam olarak bitirmis larvalar kullanildi. Kontrol

larvalar i¢in ise spor siispansiyonu yerine distil su kullanilarak ayni1 islem gerceklestirildi.

2.4. Farkh Sicakliklarin Mikrosporidia Enfeksiyonu Uzerine Olan Etkisinin

Belirlenmesi

Nosema Ilymantriae’nin  Lymantria dispar larvalar1 tlzerindeki enfeksiyonuna
sicakligin etkisini arastirmak i¢in, yeni inokiile edilen larvalar 22°C#1°Csabit ve
18°C/24°C«£1°C degisken olmak iizere 2 farkl sicakliktaki inkiibatorlere konuldu. Isik
periyodu 16 saat aydmlik, 8 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi. Larvalar 9 cm
genisligindeki cam petrilerin i¢ginde biyiitiildii. Enfeksiyondan sonra 6. giiniin
baslangicinda, her sicakliktan rastgele olarak 3 larva secildi ve her ikinci giinde disekte
edildi. Larvalar karm bolgesinden agild1 ve bagirsak, yag doku, tiim ipek bezi ve 3, 4 tane
malpigi tiipli bocek saliyesinde hazirlandi. Bagirsak, ipek bezi, yag doku ve malpigi
tiiplerin taze preperasyonlar1 faz konstrat mikroskobunda 400x’lik blyiitmede
mikrosporlarin varlig1 igin gozlemlendi. Oncii sporun, vegetatif evrenin veya olgun
cevresel sporun varligi kaydedildi ve onlarin yaklasik olarak ne kadar ¢oklukta olduklari
tahmin edildi (1. sporlar veya vegetatif evre bazi arastirmalar sonucunda bulunabilir; 2.
sporlar veya vegetatif evreler mikroskopta goézlenen boélgelerin ¢ogunda kolayca
belirlenebilir, 3. dokular sporlar ile dolu olabilir). Malpigi tiipleri de dahil tiim dokular

olgun spor ile dolu oldugunda, bu sicaklik gruplar i¢in diseksiyon sonlandirildi.

2.5. Farkh Sicakhiklarin ve Enfeksiyonun Larvanin Biiyiimesine Olan Etkisinin

Belirlenmesi

Nosema lymantriae ile infekte olmus Lymantria dispar larvalari ilizerinde sabit ve
degisken sicakligin etkisini belirlemek i¢in, inokiile edilen larvalardan 2 farkli degisken ve

bir sabit sicaklik i¢in farkli zamanlarda 2 deney grubu olusturuldu. Bu deney gruplarindan
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birinde 22°C sabit ve 18°C/24°C degisken sicakliklar kullanild1 ve bu deney tekrarli olarak
yapild1 fakat bu deney grubunun ilk tekrarindaki arzu edilmeyen Oliimlerden dolay1
istatistiksel analize katilamadi istatistiksel analiz i¢in ayn1 deneyin 2. tekrar1 kullanildi. Bir
diger deney grubunda ise yine 22°C sabit ve 14°C/26°C degisken sicakliklar kullanildi. Her
iki deney grubu i¢in 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik 151k periyodu kullanildi. Her bir
sicaklik i¢in 30 kontrol ve 30 enfekte edilmis olmak iizere toplam 90 enfekte ve 90 kontrol
larvasi kullanildi. Disekte edilecek olan larvalar gibi tiim larvalar esit kosullar altinda
saklandi. Larvalar her biri sekil 11°de oldugu gibi numaralandirilarak enfeksiyon durumu
ve biiyttiildiikleri sicakliklara gore etiketlenerek ayri ayri petri kaplarinda biiyiitiildii ve

biiylime parametreleri giinliik olarak belirlendi.

Sekil 11. Degisken sicakligin uygulandigi kontrol grubunun goriintiisii

2.5.1. Biiyiime ve Gelisimin Takibi

Tim larvalarin 3., 4. ve 5. instar olduklari, enfeksiyonlu larvalarin 6ldiikleri ve
kontrol larvalarinin pupa dncesi donem ve pupaya girdikleri giinler not edildi. Larvalarin
agirliklar1 inokiilasyondan sonraki ilk gilin, besinci instarin ilk giinli, pupaya girdikten
sonraki giin belirlendi. Enfeksiyona yenik diisen larvalarda kadavralar oldiikleri giin
tartilarak not edildi.

Deney siiresince hem enfekte olmus larvalar hem de pupaya giren kontrol larvalari

enfeksiyonun belirlenebilmesi i¢in gozlemlendi. Enfeksiyonun belirlenmesi i¢in larvalar 2.
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abdominal segmentinden makas yardimi ile enine kesildi. Bagwrsak, ipek bezi ve yag
dokusunu igeren bu kisimdan Ornekler alinarak faz konstrat mikroskobu altinda 400x’lik

biiylitmede incelendi.

2.6. L. dispar Larvalarimin Cinsiyetinin Belirlenmesi

Deney sonucunda, kontrol boceklerinin cinsiyeti pupa karakterlerine gore belirlendi

(Sekil 12). Enfekte olan boceklerde ise cinsiyet disekte edilerek gonadlarinin
morfolojilerine gore belirlendi (Sekil 13, 14).

Sekil 12. Disi ve erkek pupaya ait abdomen goriintiisii (Zwolfer, 1934).

Sekil 13. Ovaryum (URL-16, 2011). Sekil 14. Testis (URL-16, 2011).
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2.7. Kadavralardan Spor Sayimininin Yapilmasi

Nosema lymantria ile enfekte olan ve Olen larvalar son larva Olene kadar
dondurularak bekletildi. Tim larvalar oldiiglinde, kadavralar gonad sekillerine ve
renklerine gore cinsiyetleri belirlendikten sonra her sicakliktaki deney grubu icin 8 erkek
ve 8 disi enfekte larva secildi. Daha sonra bu larvalar icerisinde 2 ml su bulunan tiiplere
konuldu ve Ultra-Turrax T 25 homojenizatorii ile homojenize edildi. Bu homejenat seliiloz
dokulu filtre kagitlar1 ile filtre edildi. Tiipteki miktar 6 ml olana kadar bu filtre kagitlar:
durulandi. Bu siispansiyon 3200 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi ve sonra
siipernetant c¢ikartildi. Spor slispansiyonunu igeren pellet 1:9 oraninda distil su ile
seyreltildi. Her bir 6rnek i¢in numune hazirlandi ve Neubauer hemacytometer’de sayilarak

her larvadaki toplam spor miktar1 belirlendi (Hoch vd., 2000).

2.8. Bilgi Analizi

Istatiksel analiz icin SPSS 11.5 programu kullanildi. Test bdceklerinin cinsiyeti
larvalarin biiyiime parametreleri agisindan ¢ok dnemli oldugu i¢in disi ve erkek larvalar
ayr1 ayr1 analiz edildi. Istatistiksel degerleri belirlemek agisindan Mann-Whitney U testi
uygulandi. Elde edilen degerler %35 giiven diizeyinde degerlendirildi (p<0.05). Olen
larvalarin agirliklar1 ile onlarin 6liim gilinleri ve spor sayisi arasindaki korelasyonu
hesaplanirken Spearman’s Correlation Coefficient testinden faydalanildi. Enfeksiyonlu
olmayan fakat fiziksel miidahaleden dolay1 6len ve cinsiyeti ¢esitli sebeplerden dolayi

belirlenemeyen larvalar analiz hesaplarinda kullanilmadi.



3. BULGULAR

3.1. Farkh Sicakhiklarda Mikrosporidian Gelisiminin Mikroskobik Olarak

Belirlenmesi

Nosema lymantriae enfeksiyonunun ilerlemesi farkli sicakliklarda ve bécegin farkli
dokularinda degisiklik gostermektedir. Enfeksiyon oncelikle bocegin bagirsak epitelinde
ve kas dokusunda Oncii sporlarin iiremesi ile baslar ve daha sonra enfeksiyon ipek bezi,
yag dokuya, malpigi tiiplere ve gonadlara dogru ilerler. Sekil 15’de mikrosporlarin zamana

ve sicakliga bagl gelisimi gosterilmistir.

8 10 12 14 16 Mikrosporlar
G v p n p n enn e ﬂ E:E%fﬂi’.
woue e v EE -Hf e
MT n H E Mikrosporlar
5G|V v P n p E.p e H polayea bel-
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o 0

Sekil 15. Nosema lymantria’nin gesitli evrelerinin 22°C ve 18°C/24°C’ de bocegin
ipek bezi(SG), yag doku (FB) ve malpigi tiiplerindeki (MT) varligi. Her
bir  harf mikrosporidianin  belirlenen evresini = gostermektedir:
v=vegetativeevre (meront ve/veya sporont), p=0ncii spor, e=enfektif
cevresel spor

Bagirsak dokularinda tam anlamiyla 6ncii spor 18°C/24°C’de enfeksiyondan sonra
6. giinde gdzlenirken 22°C’de ise 8.giinde gozlendi. Ipek bezinde vegetatif ve dncii sporun
gozlenmesi 18°C/24°C’de yetisen larvalarda enfeksiyondan sonra 8.glinde, 22°Cde ise
10.glinde gergeklestigi tespit edildi. Enfeksiyondan sonra 12.glinden itibaren ipek bezi ve
yag dokunun spor ile doldugu belirlendi.
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Elde edilen gozlemlere bakildiginda arada istatistiksel olarak fark olmamakla
birlikte, 6ncii sporlarin olusumunun 18°C/24°C de daha once basladig1 gozlendi.

Malpigi tiiplerde enfeksiyonun ilerlemesine bakildiginda ise en son olarak burada
gergeklestigi belirlendi. Yani enfeksiyonunmalpigi tiiplerde ilerlemesi diger dokulara gore
daha fazla zaman almaktadwr. Malpigi tiiplerde ilk vegetatif evrenin goriilmesi
enfeksiyondan sonra 14.glinde gozlenmistir. Enfeksiyondan sonra 16.giinde ise her iki
sicakliktada larvalarin malpigi tiipleri tamamen enfektif ¢evresel spor ile dolmustur. Sekil

16-21°de mikrosporlarin gelisiminin 151k mikroskobu ile ¢ekilmis fotograflar: verilmistir.

Sekil 16. 18°C/24°C’de enfeksiyondan sonra 10.gilinde ipek bezinde vegetatif evre
(400x)
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Sekil 17. 18°C/24°C’de enfeksiyondan sonra 12. giinde yag dokuda
vegetatif evre (400x)

Sekil 18. 18°C/24°C’de enfeksiyondan sonra 12.glinde malpigi tiiplerde
vegetatif evre (400x)
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Sekil 19. 18°C/24°C’de enfeksiyondan sonral4.giinde ipek bezinde Oncii
sporlar (400x)

Sekil 20. 22°Cde enfeksiyondan sonra 14. giinde yag dokuda 6ncii sporlar
(400x)
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Sekil 21. 18°C/24°C de enfeksiyondan sonra 14. giinde malpigi tiiplerde oncii
sporlar (400x)

3.2. Farkh Sicakhklarin Mikrosporidia Enfeksiyonu Uzerine Olan EtKisinin
Belirlenmesi

Nosema lymantria enfeksiyonunun farkli sicaklik denemelerinde Lymantria dispar
larvalarinda yiiksek oranda oOlimlere sebep oldugu belirlendi. Sekil 22 ve 23°de

enfeksiyonlu ve saglikli L.dispar larval bireyleri goriilmektedir.

Sekil 22.Enfeksiyonlu larva Sekil 23.Saglikl larva
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Birinci deney grubunda 22°C’de 30 enfekte larvadan 25 tanesi oliirken 5 tanesinin
pupaya girdigi gozlendi. Pupaya giren larvalar enfeksiyon varligi i¢in kontrol edildi ve
enfeksiyonun var oldugu belirlendi. Bu anlamda enfeksiyonun %100 oraninda basarili
oldugu tespit edildi. 22°C’de ki 6liim oranina bakildiginda ise oran %83,3 olarak belirlendi.
18°C/24°C’lik degisken sicaklikta ise enfekte larvalar incelendiginde, 29 larvanin larval
evrede 0ldiigli ve sadece bir tanesinin pupaya girdigi gézlendi. Bu pupahdaenfeksiyon i¢in
kontrol edildi ve enfekte oldugu goriildii. Boylece 18°C/24°C’de 6liim oraninin % 96,67
oldugu hesaplandi. Sekil 24’de 22°C ile 18°C/24°C’de 6len enfekte larvalarin zamana bagl

olarak 6liim oranlar1 gosterilmektedir.
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Sekil 24. 22°C ve 18°C/24°C’nin mikrospor enfeksiyonuna etkisi

22°C’de yetisen larvalarda ilk 6liimiin enfeksiyondan sonra 12.glinde, 18°C/24°C’de
yetistirilenlerde ise enfeksiyondan sonra 13.giinde gerceklestigi gdzlendi. Baz1 durumlarda
enfeksiyondan dolay1 deri degistiremeyen larvalarin 4.instardan, 5. instara gegislerinin

basariyla tamamlanamadigi ve dldiikleri tespit edildi.
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Sekil 24°de goriildiigii gibi her iki sicaklikta ki son 6liimiin enfeksiyondan sonra 32.
glinde oldugu gozlendi. Asagidaki tabloda ise larvalarin sicaklifa gore ortalama olim

giinleri verilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Birinci deney grubunda enfeksiyonlu larvalarin 6liim giinleri

Sicakhk Cinsiyet  Larva Sayis1 Zaman(Giin)
22°C Sabit Erkek 15 20,13+6,8
18°C/24°Cdegisken Erkek 13 23,31+£3,9
Toplam 28 21,61+5,8
22°C Sabit Disi 10 21,90+3,5
18°C/24°Cdegisken Disi 16 23,2544,2
Toplam 26 22,73+£3.9

Diger bir degisken sicaklik i¢in kurdugumuz 2. grup deneyimize baktigimizda ise
22°C ve 14°C/26°C’de yetisen enfekte olmus tiim larvalarin 61diigii gozlemlendi. Bu deney
grubunda 6liim oraninin her iki sicaklik icinde %100 oldugu tespit edildi. Sekil 25°de
22°C ve 14°C/26°C’de yetistirilen enfekte larvalarin zamana bagli oOlim grafigi

gosterilmektedir.
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Sekil 25. 22°C ve 14°C/26°C’nin mikrospor enfeksiyonuna etkisi

Bu grupta 22°C’deki ilk 6liim enfeksiyondan sonra bir larvanin 6limii ile 13.glinde
gergeklesirken 14°C/26°C’de ise 4 larvanin 6liimii ile 14. giinde gerceklestigi belirlendi.
Grafikten anlasilacagi tlizere 14°C/26°C degisken sicaklikta enfekte larvalarin 6lmesinin
ortalama olarak daha kisa siirdiigi, 22°C’de ise daha cok zaman aldig1 goézlendi.
Istatistiksel olarak bakildiginda ise arada anlamli bir fark gdzlenmemistir. 22°C sabit
sicaklikta son larva enfeksiyondan sonra 33. giinde Oliirken, 14°C/26°C degisken sicaklikta
son larva 27.giinde o6ldigi tespit edildi. Bu deney grubunda bazi larvalarin erken
Olimlerinden dolay1 cinsiyetleri belirlenemedi. Tablo 5‘de larvalarin sicaklifa gore

ortalama 6liim gilinleri verilmistir.
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Tablo 5. ikinci deney grubunda enfeksiyonlu larvalarin 6liim giinleri

Sicakhik Cinsiyet Larva Sayis1  Zaman (Giin)
22°C Sabit Erkek 16 24,63+5,0
14°C/26°Cdegisken Erkek 12 22,00+3,1
Toplam 28 23,50+4.4
22°C Sabit Disi 11 25,454+4,3
14°C/26°Cdegisken Disi 15 24,27+2.6
Toplam 26 24,77+3.4

Nosema lymatriae ile enfekte olan Lymantria dispar larvalarinda yiiksek oranlarda
olim gozlenirken, kontrol grubunu olusturan saglikli larvalar larval evrelerini basari ile
tamamlamislardir. Kontrol larvalarindan sadece bir kac¢i1 fiziksel miidahaleden dolay1

Olmiistiir, bu larvalar analiz hesaplarma katilmamstir.

3.3. Sicakhigin ve Enfeksiyonun Larvanin Gelisim Parametrelerine Olan Etkisi

3.3.1. Sicakh@m ve Enfeksiyonun Larvamn Instarlar Arasi1 Gecis Zamanina
Olan Etkisi

Birinci grup olan 22°C sabit ve 18°C/24°C degisken sicakliklarda biiyliimeye
birakilan larvalar giinliik olarak kontrol edildi. Bu kontroller swrasinda larvalarm instar
degistirme giinleri not edilerek, sicakligin ve enfeksiyonun larvalarin instar degistirme
zamanlarina ne yonde etkide bulundugu analiz edildi.

Birinci deney grubunda, larvalari 3.instardan 4.instara gegis siiresinin disi larvalar
icin sabit ve degisken sicakliklarda farkli oldugu gozlendi. 18°C/24°C degisken sicaklikta

yetisen larvalarin instar degistirme siirelerinin daha uzun zaman aldig1 belirlendi (Tablo 6).
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Tablo 6. Birinci deney grubunda yetisen larvalari 3-4. instar degistirme stireleri

Sicakhik Cinsiyet  Larva Sayisi Siire (Giin)
22°C Sabit Erkek 31 3,84+0,7
18°C/24°Cdegisken Erkek 28 4,07+0,5
Toplam 59 3,95+0,6
22°C Sabit Disi 29 3,79+0,4
18°C/24°Cdegisken Disi 30 4,00+0,2
Toplam 59 3,90+0,3

Ikinci grup olarak ¢alistigimiz 22°C sabit ve 14°C/26°C’ degisken sicaklikta yetisen
larvarinda birinci deney grubunda oldugu gibi tiim biiyiime parametreleri izlendi. Ikinci
deney grubumuzda ki larvalarin 3. instardan 4. instara gecis siirelerinin sicaklifa gore

ortalama giinleri tablo 7°de verilmektedir.

Tablo 7. Ikinci deney grubunda yetistirilen larvalarm 3-4. instar degistirme siireleri

Sicakhik Cinsiyet Larva Sayisi Siire(Giin)
22°C Sabit Erkek 32 3,91+0,5
14°C/26°Cdegisken Erkek 27 4,00+0,5
Toplam 59 3,95+0,5
22°C Sabit Disi 25 3,88+0,3
14°C/26°Cdegisken Disi 28 3,96+0,3
Toplam 53 3,92+0,3

Birinci ve ikinci deney gruplarinda enfeksiyonun 3-4.instar siireleri {izerine
etkisinin istatiksel anlamda 6nemli olmadig1 gozlendi. Benzer sekilde yine birinci ve ikinci
deney gruplarinda enfeksiyonun 4.instar olma siiresi {izerinde onemli bir etkiye sahip
olmadig1 belirlendi.

Sicakligm 1. deney grubunda 4-5. instarlar arast gegisi siliresine etkisine

bakildiginda 4-5. instarlar arast gecen siire 22°C sabit sicaklikta 8,60+07 iken
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18°C/24°C’de 8,76+0,5 olarak belirlendi ve bu sonug istatistiksel olarak sabit ve degisken
sicakligin 4-5. instarlar aras1 gegis siireleri arasinda fark olmadigini gosterdi. Enfeksiyonun
4-5. instarlar aras1 gegisi sliresine etkisine baktigimizda ise erkek larvalar {izerinde 6nemli
oldugu belirlendi. Baz1 kontrol larvalar1 fiziksel incinmeden dolay1 4-5.instar siirelerini
tamamlayamadi ve bu larvalarm 6liim giinleri enfeksiyonun ortalama oOlim  giini
hesaplamasima dahil edilmedi. Tablo 8’de birinci deney grubundaki larvalarin enfeksiyon

durumlarina gore ortalama 4-5. instarlar siireleri verildi.

Tablo 8. Birinci deney grubundaki enfeksiyonlu ve kontrol larvalarmimn
4-5. instar degistirme siireleri

Enfeksiyon Cinsiyet Larva Sayisi Siire (Giin)

Durumu

Kontrol Erkek 24 8,17+£0,7
Enfekte Erkek 20 8,75+0,7
Toplam 44 8,43+0,7
Kontrol Disi 31 8,77+0,5
Enfekte Disi 27 8,96+0.4
Toplam 58 8,86+0,5

Ikinci deney grubunda sicakligin larvalarm 4-5. instarlar aras1 gegis siiresine
bakildiginda disi kontrol larvalar1 iizerinde etkili oldugu belirlendi. Kontrol disi larvalar
icin 4-5. instarlar arasit giinlere bakildiginda 22°C’de 9,00+£0,9 iken 14°C/26°C’de
9,69+0,7°dir. 2. deney grubunda enfeksiyonun 4-5. instarlar aras1 gecisi siiresine etkisine
baktigimizda disi larvalar ve 1. deney grubunda oldugu gibi erkek larvalar {izerinde etkili
oldugu belirlendi. Bu deney grubunda da bazi kontrol larvalar1 fiziksel incinmeden dolay1
4-5.instar siirelerini tamamlayamadi ve bu larvalarin 6liim giinleri enfeksiyonun ortalama
Olim giinii hesaplamasina dahil edilmedi. Tablo 9’da ikinci deney grubundaki larvalarin

enfeksiyon durumlarina gore ortalama 4-5. instar stireleri verildi.
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Tablo 9. Ikinci deney grubundaki enfeksiyonlu ve kontrol
larvalarinin 4-5. instar degistirme siireleri

Enfeksiyon Cinsiyet Larva Siire (Giin)
Durumu Sayisi
Kontrol Erkek 27 8,85+0,5
Enfekte Erkek 27 9,59+0,7
Toplam 54 9,22+0,7
Kontrol Disi 26 9,35+0,8
Enfekte Disi 26 9,81+0,6
Toplam 52 9,58+0,8

22°C sabit ve 18°C/24°C degisken sicakliklardan olusan 1. deney grubumuzda
sicakligin larvalarin 5. instar olma siireleri lizerinde etkisi tablo 10°da verilmektedir. Bu
deney grubundaki bazi larvalarin 5.instar olma giinleri not edilememis, bazi1 larvalarda
enfeksiyondan dolayr 5.instar olamamistir. Bu deney grubundaki kontrol olan erkek
larvalarin disi larvalara gore daha kisa siirede 5. instarlarin1 tamamladiklar1 belirlendi

(Tablo 11).

Tablo 10. Birinci deney grubunda yetisen larvalarin 5. instar degistirme siireleri

Sicakhk Cinsiyet Larva Sayis1  Siire (Giin)

22°C Sabit Erkek 22 9,86+0,9
18°C/24°Cdegisken Erkek 20 9,70+0,6
Toplam 42 9,79+0,8
22°C Sabit Disi 27 10,37+0,6
18°C/24°Cdegisken Disi 29 10,31+0,6

Toplam 56 10,34+0,6
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Tablo 11. Birinci deney grubundaki enfeksiyonlu ve kontrol larvalarinin 5. instar
degistirme siireleri

Enfeksiyon Cinsiyet Larva Sayisi Siire (Giin)

Durumu

Kontrol Erkek 24 9,54+0,6
Enfekte Erkek 18 10,11+0,9
Toplam 42 9,79+0,8
Kontrol Disi 31 10,39+0,6
Enfekte Disi 25 10,28+0,6
Toplam 56 10,34+0,6

Ikinci deney grubunda yetisen larvalarm 5.instar olma siireleri iizerinde sicakligin
istatistiksel bir etkisi gozlenmezken (Tablo 12), enfeksiyonun etkili oldugu tespit edildi.
Enfeksiyonlu ve kontrol larvalar1 5.instar olma siireleri ile ilgili analiz edildiginde, kontrol
grubundaki erkek larvalarin disi larvalara gore S.instarlarmi daha kisa siirede
tamamladiklar1 belirlendi (Tablo 13). 1.deney grubunda oldugu gibi bu gruptada bazi
larvalarin S.instar olma siireleri not edilememis, bazi larvalarda enfeksiyon nedeni ile

5.Instar evresine gecememistir.

Tablo 12. Ikinci deney grubunda yetistirilen larvalarin 5. instar degistirme siireleri

Sicakhik Cinsiyet Larva Sayis1 Siire (Giin)
22°C Sabit Erkek 29 10,24+0,9
14°C/26°C degisken Erkek 23 10,26+0,5
Toplam 52 10,25+0,7
22°C Sabit Disi 24 10,63+1,0
14°C/26°C degisken Disi 28 10,89+0,6

Toplam 52 10,77+0,8
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Tablo 13. ikinci deney grubundaki enfeksiyonlu ve kontrol larvalarinm 5. instar
degistirme siireleri

Enfeksiyon Durumu Cinsiyet Larva Sayisi Siire (Giin)
Kontrol Erkek 27 9,93+0,5
Enfekte Erkek 25 10,60+0,8
Toplam 52 10,25+0,7
Kontrol Disi 26 10,58+0,8
Enfekte Disi 26 10,96+0,8
Toplam 52 10,77+0,8

3.3.2. Sicakhgin ve Enfeksiyonun Larvanin Pupa Agirhklarina ve Pupaya
Girme Zamanina Olan Etkisi

Daha Oncede bahsettigimiz gibi fiziksel incinmeler disinda enfeksiyonlu larvalar
Oliirken, enfekte olmayan kontrol larvalar1 pupaya girdi. Tiim kontrol larvalarinin pupa
oncesi zamani (Sekil 26) ve pupaya girdigi glinler deney siiresince not edildi (Sekil 27).

Pupaya giren tiim larvalarin pupaya girdikten bir giin sonra pupa agirliklar1 6l¢iildi.

Sekil 26. Kontrol larvasinda pupa 6ncesi donem
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Sekil 27. Kontrol larvasinda pupa goriiniimii

22°C ve 18°C/24°C’den olusan 1. grup ve 22°C ve 14°C/26°C’den olusan 2. grupta
sicakligin larvalarin pupaya girme siireleri lizerine olan etkileri tablo 14 ve 15°de verildi.
Yine her iki deney grubu i¢in cinsiyetin pupaya girme siiresi lizerinde ¢ok onemli oldugu
belirlendi. Her iki gruptaki kontrol larvalarinin pupa Oncesi donemden sonra pupaya
girmesi en az 2 giin sonunda gerceklesirken, bu siirecin en fazla olarak 8 giinde

tamamlandigi belirlendi.

Tablo 14. Birinci deney grubundaki kontrol larvalarinin pupaya girme siireleri

Sicakhk Cinsiyet Larva Sayisi Siire (Giin)
22°C Sabit Erkek 12 21,08+1,7
18°C/24°Cdegisken Erkek 14 21,57+1,8
Toplam 26 21,35+1,7
22°C Sabit Disi 18 23,33+1,5
18°C/24°Cdegisken Disi 14 24,29+0,8

Toplam 32 23,75+1,3
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Tablo 15. ikinci deney grubundaki kontrol larvalarinin pupaya girme siireleri

Sicakhk Cinsiyet Larva Sayis1 Siire (Giin)
22°C Sabit Erkek 16 21,13+1,2
14°C/26°Cdegisken Erkek 15 21,67+1.,4
Toplam 31 21,39+1,3
22°C Sabit Disi 14 25,64+2,6
14°C/26°Cdegisken Disi 13 25,46+1.4
Toplam 27 25,56+2,1

Sicakligm larvalarin pupa agirliklar: iizerindeki etkisine bakildiginda ise, 1. deney
grubunda erkek larvalar tizerinde etkili degilken disi larvalar iizerinde onemli bir etkiye
sahip oldugu tespit edildi. Cinsiyetin pupa agirlig1 tizerindeki etkisine bakildiginda ise ¢ok
onemli oldugu belirlendi (Tablo 16 ve Sekil 28).

Tablo 16. Birinci deney grubundaki larvalarin pupa agirliklar:

Sicakhik Cinsiyet  Larva Sayis1 Agirhik (gr)
22°C Sabit Erkek 12 0,607+0,09
18°C/24°Cdegisken Erkek 14 0,604+0,07
Toplam 26 0,606+0,08
22°C Sabit Disi 18 1,830+0,3
18°C/24°Cdegisken Disi 14 2,108+0,2
Toplam 32 1,952+0,3

Sekil 28°de disi ve erkek kontrol larvalarinin pupa agirliklar: farkinin gorsel olarak

daha 1yi anlasilabilmesi i¢in grafik seklinde verilmistir.
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Sekil 28. Birinci deney grubunda sicakligin ve cinsiyetin pupa
agirhigina etkisi

Sicakligm 2.deney grubunda pupa agirligi tizerinde olan etkisine bakildiginda yine
erkek larvalar iizerinde 6nemli olmadigi, disi larvalar {izerinde ise 1. deney grubuna benzer
sekilde oldukg¢a onemli oldugu goriildii. Cinsiyetin pupa agirlig1 lizerindeki etkisinin ise
cok onemli oldugu gozlendi. Disi larvalarda ortalama pupa agirligi 2,072+0,3gr iken, erkek
larvalarda ise 0,589+0,7 gr olarak belirlendi (Tablo 17 ve Sekil 29).

Tablo 17. Ikinci deney grubundaki kontrol larvalarmmn pupa agirliklar:

Sicakhik Cinsiyet Larva Sayisi Agirhik (gr)
22°C Sabit Erkek 16 0,597+0,06
14°C/26°Cdegisken Erkek 15 0,580+0,08
Toplam 31 0,589+0,07
22°C Sabit Disi 14 2,22540,2
14°C/26°Cdegisken Disi 13 1,874+0,2

Toplam 27 2,072+0,3
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Sekil 29. Ikinci deney grubunda sicakligin ve cinsiyetin pupa
agirhigma etkisi

3.3.3. Sicakhgin ve CinsiyetinKadavralarin Agirhgina Olan Etkisi

Olen enfektelarvalarin 6liim zamanlar1 ve kadavra agirliklar: not edildi. 22C° sabit

ve 18C°/24C° degisken sicakliklarda, sicakligm etkisinin disi kadavralar {izerinde 6nemli

oldugu bulundu. Cinsiyetin ise kadavralarmm agirlhigi tiizerine etkisine bakildiginda

istatistiksel agidan ¢ok dnemli oldugu tespit edildi (Tablo 18).

Tablo 18. Birinci deney grubunda kadavra agirliklari

Sicakhik Cinsiyet Larva Sayisi Agirhik (gr)
22°C Sabit Erkek 15 0,538+0,1
18°C/24°Cdegisken Erkek 13 0,603+0,8
Toplam 28 0,568+0,1
22°C Sabit Disi 10 1,168+0,3
18°C/24°Cdegisken Disi 16 1,604+0,6
Toplam 26 1,436+0,5
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Ikinci deney grubunda ise 22°C sabit ve 14°C/26°C degisken sicakliklarda,
kadavralarm agirligi iizerinde sicakligin etkisi dnemli bulunmazken, cinsiyetin etkisinin ise

biiyiik 6l¢iide 6nemli oldugu tespit edildi (Tablo 19).

Tablo 19. Ikinci deney grubunda kadavra agirliklar:

Sicakhik Cinsiyet  Larva Sayis1 Agirhik (gr)
22°C Sabit Erkek 16 0,785+0,3
14°C/26°Cdegisken Erkek 12 0,623+0,1
Toplam 28 0,715+0,2
22°C Sabit Disi 11 1,367+0,4
14°C/26°Cdegisken Disi 15 1,390+0,4
Toplam 26 1,380+0,4

3.4. Kadavralardan Yapilan Spor Sayim

22°C sabit ve 18°C/24°C degisken sicaklikta 6len larvalar i¢in yapilan spor sayiminda
sicakligin etkisi disi larvalarin spor tretimi lizerinde onemli bulundu. Kadavralardan

sayilan spor miktar1 cinsiyetten dnemli derecede etkilenmistir (Tablo 20).

Tablo 20. Birinci deney grubundaki enfekte kadavralardaki spor sayis1

Sicakhk Cinsiyet Larva Spor Sayisi Standart
Sayisi /Larva Sapma

22°C Sabit Erkek 8 7,5E+09 5,0E+09
18°C/24°Cdegisken Erkek 8 9,2E+09 3,0E+09
Toplam 16 8,4E+09 4,1E+09

22°C Sabit Disi 8 1,3E+10 6,0E+09
18°C/24°Cdegisken Disi 8 1,9E+10 3,1E+09

Toplam 16 1,6E+10 5,7E+09
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Birinci deney grubu i¢in kadavra agirliklart ile 6lim zamam arasinda bir iliski

olabilecegi diisiiniildii. Bu iki parametrenin degerleri spearman korelasyon metodu ile

degerlendirildi ve aralarinda korelasyon oldugu belirlendi (Sekil 30).
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Sekil 30. Birinci deney grubundaki kadavralarin agirliklari ile 6liim

zamani arasindaki korelasyon

22°C sabit ve 14°C/26°C degisken sicakliktan olusan 2.deney grubunda sicakligin

enfeksiyonlu ve 6len her larvadan yapilan spor sayisi iizerinde istatistiksel anlamda 6nemli

olmadig1 goriildii. Fakat tablo 21°de verildigi gibi her iki sicaklikta sayilan ortalama spor

miktarlarmin birbirinden oldukca farkli oldugu belirlendi (Tablo 21).



58

Tablo 21. Ikinci deney grubunda enfekte kadavralardaki spor sayisi

Sicakhk Cinsiyet Larva Sayis1 Spor Sayisi Standart
/Larva Sapma

22°C Sabit Erkek 8 1,4E+10 4,3E+09
14°C/26°Cdegisken Erkek 8 1,2E+10 3,0E+09
Toplam 16 1,3E+10 3,7E+09
22°C Sabit Disi 8 2,5E+10 8,7E+09
14°C/26°Cdegisken Disi 8 2,2E+10 8,7E+09
Toplam 16 2,4E+10 8,6E+09

2. deney grubunda da birinci deney grubundaki gibi kadavra agirliklar1 ile 6liim
zamani arasinda korelasyonun var olup olmadigi arastirildi. Yapilan istatistiksel analiz
sonucunda kadavra agirligi ile 6lim zamani arasinda korelasyonun varligi tespit edildi

(Sekil 31).
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Sekil 31. ikinci deney grubunda kadavra agirliklar1 ve 8liim
zamani arasindaki korelasyon



4. TARTISMA

Kir tirtily, Lymantria dispar iilkemizde ve diinyada bir¢ok orman, park ve siis
bitkileri ile 6zellikle orman alanlarina yakin olan meyve bahgelerinde yapraklar1 yiyerek
zararli olan ve agaclar1 kismen veya tamamen yapraksiz birakan 6nemli bir zararhdir
(URL-17, 2011). Bu anlamda L. dispar salgin oldugu donemlerde 6nemli ekonomik
zararlara yol agmaktadir.

Entomopatojenik mikrosporidialar hiicre i¢i parazitleridir ve tamamen konaklar1
tarafindan saglanan kaynaklara bagimhidirlar. Entomopatojenik mikrosporidialar larvalarda
biiylime ve gelisimin yavaslamasi, ergin bireylerde de dogurganligin azalmasi gibi ciddi
hasarlara neden olurlar. Mikrosporidialarn L. dispar larvalarmmm yogunlugunun
diizenlenmesi i¢in biyolojik kontrol ajani olarak kullanilma potansiyelleri ile ilgili baz1
calismalar yapilmistir (Jeffords vd., 1988; Maddox vd., 1998). Merkez Avrupa ve Dogu
Avrupa’da ki L. dispar populasyonlarinda mikrosporidialar diizenli olarak tespit
edilebilmistir. Bu patojenler Endoreticulatus, Nosema ve Vairimorpha tiirlerine ait olup,
konakta enfekte ettikleri dokular bakiminda farklilik gostermektedirler (Mcmanus ve
Solter, 2003). Bu tiirlerden biri olan Nosema Ilymantria bu g¢alismaya konu olarak
alimustir.

N. lymantria enfeksiyonu sporlarmm konak tarafindan yenilmesiyle baglar. Bu
sporlar bagirsak liimeninde iirerler ve dncii sporlarm iiredigi yer olan bagirsak dokularini
enfekte ederler. Daha sonra enfeksiyon yag doku, ipek bezi, malpigi tiipli ve gonadlar gibi
diger dokulara yayilmaya baglar. Hedeflenen dokular enfekte edilir ve sonug olarak enfekte
cevresel sporlar tirerler ve konaktan yeni enfeksiyon kaynagi olarak salinmaya baslarlar
(Weiser, 1957; McManus ve Solter, 2003; Goertz ve Hoch, 2008).

Bu calismada konak ve patojen iliskisi i¢in ¢ok iyi bir model organizma olan L.
dispar ve N. lymantriae iliskisi {izerine sabit ve degisken sicakligin etkisi arastirilmistir. 1k
olarak sicakligin N. lymantriae enfeksiyonunun gelisimi iizerindeki etkisi ile baslanmistir
ve bu patojenle enfekte edilen larvalar belirli zaman araliklarinda enfeksiyonun varligi i¢in
mikroskobik olarak gozlemlenmistir. Yapilan gozlemlerde enfeksiyonun ilk olarak
bagirsak dokularinda basladigi, daha sonra ipek bezi ve yag dokuya, son olarak ta malpigi
tiiplere dogru ilerledigi gozlenmistir. Goertz ve Hoch (2008)’un elde ettigi sonuclar da

bizim bulgularimizla birebir ortiismektedir.
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Literatlirde sicakligin mikropsoridia enfeksiyonu tizerindeki etkisi arastirilirken
hem diisiik hem de yiiksek sicakliklar kullanilmistir. Undeen vd. (1993) bir mikrosporidia
tiirli olan Edhazardia aedis lizerinde yaptiklar1 sicaklik caligmalarinda sporlarm 0,5 ve
40°C’de saklandiklarinda 24 saat siiresince etkinliklerini kaybettiklerini fakat 10°C, 15°C
ve 20°C’de enfeksiyon seviyesinin yiiksek kaldigini tespit etmislerdir. Yine benzer bir
calismada konak olarak kullanilan Galleria mellonella ve Vairimorpha ephestiae
enfeksiyonu tizerinde yapilmistir. Sonucta larvalar 21°C ve 25°C’de kiiltiir edildiklerinde
V. ephestiae % 62 ve % 91 oraninda 0liim gosterirken, 30°C’de bir etki gdstermemistir
(Vorontsova vd., 2004). Yine mikrosporidia iizerinde yapilan baska bir ¢alismada ise
sicakligm bal arilarindaki mikrosporidialar iizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada
Nosema ceranae ve N. apis tiirlerinin sporlarmin 33°C’de 25°C ve 37°C ye kiyasla daha
erken olustugu belirlenmistir. Ayrica 37°C’nin bécek mikrosporidialari i¢in yiliksek bir
sicaklik oldugu belirtilmistir (Becnel ve Andreadis, 1999).

Bizim calismamizda ise sicakligin mikrosporidia gelisimi tlizerindeki etkisinin
mikroskobik olarak incelenmesi i¢in 22°C sabit ve 18°C/24°C degisken olmak iizere iki
farkli  sicaklik  kullanilmigtir.  Yapilan  mikroskobik  ¢alismalar  sonucunda
18°C/24°C’degisken sicaklikta yetisen larvalarin bagirsak epitelinde Oncli sporlarin
gozilkmesi enfeksiyondan sonra 6. giinde gerceklesirken 22°C’de sabit sicaklikta
enfeksiyondan sonra 8. giinde gdzlenmistir. Ipek bezinde vegetatif ve oncii sporun
gozlenmesi 18°C/24°C’de yetisen larvalarda enfeksiyondan sonra 8. giinde, 22°Cde ise 10.
glinde gerceklestigi tespit edilmistir. Bu mikroskobik gozleme dayali sonuglara
bakildiginda c¢ok biiyiik bir fark olmamakla birlikte Oncii sporlarin olusumunun
18°C/24°C’de daha 6nce bagladigini sdyleyebiliriz.

Sicakligim ve enfeksiyonun larvalarin 6liim oranlarina ve gelisim parametrelerine
olan etkisinin belirlenmesi amaciyla ise iki farkli deney grubu kurulmustur. Bu deney
gruplarindan birincisinde 22°C sabit ve 18°C/24°C degisken sicaklik, ikinci deney
grubunda ise tekrar 22°C sabit ve 14°C/26°C degisken sicakliklar kullanilmistir. Her iki
deney grubu i¢in sicakligin enfeksiyonlu larvalarin 6liim oranlar1 {izerindeki etkisine
bakilmistir. Her iki deney grubunda enfeksiyon % 83.3 ile % 100 oranlar1 arasinda basarili
olmustur.

Sicakligin 6lim zamani tizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuclara
bakildiginda ise birinci deney grubunda ki 22°C’de larvalarin ortalama olim giini

20,84+5,7 giin iken 18°C/24°C 1ise 23,28+4,0 giin olarak belirlenmistir. Sonuclar
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incelendiginde enfeksiyonlu larvalarin 6lim giinleri 18°C/24°C daha uzun siirmektedir
fakat bu fark istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamistir (p=0,064).

Ikinci deney grubumuzda ise 22°C’deki larvalarin ortalama 6liim giinii 24,77+5,0
iken 14°C /26°C’de 22,33+4,0 giindiir. Bu gruptaki sonuglarimiza baktigimizda sicaklik
istatistiksel olarak onemli olmamakla birlikte (p=0,073), 22°C’de sabit sicaklikta 6lim
giinii daha uzunken, 14°C /26°C degisken sicaklikta da kisadir. Birinci deney grubundaki
sonugla paralel olmayan bu durum 14°C’nin larvanin yasamasi i¢in gerekli olan minumum
sicakliga yakm olmasi ve enfeksiyonun da etkisi ile larvanin gelisimi i¢cin olumsuz etki
yaratmis olabilecegi fikri ile agiklanabilir.

Her iki deney grubu i¢in sicakligin larvanm 3. instardan 4. instara gecis siiresi
iizerindeki etkisine bakildiginda ise; birinci deney i¢in sicakligin disi larvalarin 3. instardan
4. instara gecis siiresine etki ettigini (p=0,026), 22°C’deki disi larvalarin 3-4. instarlar aras1
gecis siiresinin daha kisa siirdiigii goriildii. Ikinci deney grubunda ise sicakligm 3-4.
instarlar arasindaki siireye etki etmedigi belirlendi (p=0,435). Birinci deney grubunda
larvalar ortalama olarak 3,93+0,5 giin, ikinci deney grubunda ise 3,95+0,4 gilinde 3-4.
instar donemini tamamlamistir. Enfeksiyonun 3-4. instarlar arasi gecis siiresi iizerinde
etkisine baktigimizda birinci deney grubunda (p=0,100) ve ikinci deney grubunda
(p=0,672) istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 goriildii. Enfeksiyonun 4. instar olma siiresi
iizerindeki etkisine bakildiginda ise birinci deney grubunda (p=0,293) ve ikinci deney
grubundaki farkin (p=0,832) istatistiksel olarak 6nemli olmadigi, kontrol ve enfeksiyonlu
larvalarin 4. instar siireleri arasinda fark olmadigi belirlendi. N. lymantriae enfeksiyonunun
yag dokuda sebep oldugu hasar 4. instarda ¢cok yogun degildir. Larvalarin 4. instar
donemlerinde yapilan diseksiyon g¢alismalarinda ipek bezinde ve yag dokuda sadece
vegetatif evre belirlenmistir yani enfeksiyonun tam anlamiyla baslamadigi doneme denk
gelmistir ve bu durum 3-4. ve 4. instarda ki kontrol ve enfeksiyonlu larvalarin instar
stirelerinin neden farkli olmadigini agiklayabilir (Pollan, 2009).

Birinci deney grubu i¢in sicakligin 4-5. instarlar arasi ge¢is donemi ilizerine etkisine
bakildiginda etkili olmadig1 goriildii (p=0,165). Bu siire¢ ilizerinde enfeksiyonun etkisi
arastirildiginda ise erkek larvalar iizerinde etkili oldugu (p=0,017) tespit edildi. Kontrol
erkek larvalar1 8,17+0,7 giinde 4-5. instarlar arasi silireyi tamamlarken enfeksiyonlu erkek
larvalar ise 8,75+0,7 giinde tamamlamistir. Ortalama gilinlere bakildiginda kontrol
larvalarinin  enfekte larvalara goére daha hizli gelistigi, enfeksiyonlu larvalarda

enfeksiyonun gelisimi yavaslattig1 belirlendi. ikinci deney grubunda ise sabit ve degisken
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sicaklikta disi kontrol larvalarinin 4-5. instarlar aras1 gecis donemi siiresinin farkli oldugu
(p=0,044) belirlenmistir. 22°C sabit sicaklikta disi larvalarin 4. instardan 5. instara gecis
siiresi 9,00+£0,9 giin iken 14°C/26°C degisken sicaklikta 9,69+0,7 gilindiir. Sonug¢ olarak
kontrol grubunda olan disi larvalarin 22°C sabit sicaklikta 4-5. instarlar arasi gecis
siiresinin daha kisa siirdiigli belirlenmistir. Enfeksiyonun 4. instardan 5. instara gegis siiresi
iizerindeki etkisine baktigimizda ise disi (p=0,046) ve erkek (p=0,000) larvalar lizerinde
etkili oldugu belirlendi. Ikinci deney grubunda kontrol larvalarmin 4-5. instarlar arasi1 gegis
stiresi 9,15+0,9 giin olarak belirlenirken, enfeksiyonlu larvalarda bu siirenin 9,79+0,8 giin
oldugu tespit edildi. Sonug¢ olarak enfeksiyonlu larvalarin kontrol larvalarmma gore 4-5.
instarlar arasinda daha uzun siire kaldigi tespit edildi.

Birinci deney grubunda sicakligm 5. instar olma siiresi iizerinde etkili olmadig:
(p=0,507), enfeksiyonun ise disilerde bir etkisi belirlenemezken 5. instar erkek larvalar
iizerinde etkili oldugu tespit edildi (p=0,019). Kontrol grubundaki erkek larvalar 9,54+0,6
glinde 5. instar olurken, enfeksiyonlu larvalar ise 10,11+£0,9 giinde bu siireci
tamamlamiglardir.

Ikinci deney grubunda ise sicakligm larvalarm 5. instar olma siirelerine
baktigimizda ise istatistiksel olarak 6nemli olmadigini (p=0,201), enfeksiyonun ise birinci
deney grubunda oldugu gibi erkek larvalar lizerinde etkili oldugu belirlendi (p=0,001).
Kontrol grubundaki erkek larvalar 9,93+0,5 giinde, enfeksiyonlu larvalar ise 10,60+0,8
giinde 5. instar olmuslardir. Birinci deney grubunda da oldugu gibi enfeksiyonlu larvalarin
5. instar olma siireleri daha uzun stirmiistiir.

Yapilan c¢aligmalara bakildiginda mikrosporidia enfeksiyonu konagin 6nemli
dokularina zarar verdigi i¢in konak iizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu goériilmektedir.
Enfeksiyonun larvalar {izerindeki negatif etkisinin en 6nemli sonucu ise enfeksiyonun
Oliimle sonuclanmasidir. Enfeksiyonlu L. dispar larvalar1 daha az biiylimekte ve daha az
besin tiiketmektedir (Pollan, 2009). Enfekte edilmis larvalarin gelisim siiresi mikrosporidia
enfeksiyonu yiiziinden uzamaktadir. Henn ve Solter’in yaptig1 bir calismada Vairimorpha
sp. ile enfeksiyonlu larvada, mikrosporidianin larvanin yeme aktivitesini diisiirdiigii ve
larvanin gelisim siiresini uzattig1r belirlenmistir (Henn ve Solter, 2000). Disi larvalar
yumurta {iretimi i¢in protein stoguna ihtiya¢ duyma sebebiyle proteini yag dokularinda
depolamaktadirlar (Gaugler ve Brooks, 1975). Mikrosporidia enfeksiyonu ile enfekte
olmus disi larvalarda enfeksiyon sebebi ile hasar gormiis yag dokusu nedeniyle, iiretkenlik

ve yasam siiresi azalmaktadir (Boohene, 2003).
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22°C ve 18°C/24°C’den olusan birinci deney grubunda sicakligin kontrol
larvalarinin pupaya girme siireleri lizerine olan etkilerine bakildiginda disi larvalar
iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir (p=0,030). 22°C’de disi kontrol larvalar1 23,33+1,5
giinde, 18°C/24°C’de ise 24,29+0,8 giinde pupaya girmistir. iki sicaklik arasmda pupaya
girme stiresi tizerinde etkiye baktigimizda sabit sicaklikta disi larvalarin daha kisa siirede
pupaya girdigi tespit edilmistir.

Sicakligmm kontrol grubundaki larvalarin pupa agirligi iizerinde olan etkisine
baktigimizda ise disi larvalar iizerinde etkili oldugu tespit edildi (0,008). 22°C sabit
sicaklikta disi larvalar 1,830+0,3 gr ilen 18°C/24°C degisken sicaklikta 2,108+0,2 gr’dur.
Disi pupalarin agirliklardan da goriildiigii gibi 18°C/24°C degisken sicakliktaki disi larvalar
daha agirdir bunun sebebi olarak disi larvalarin pupaya girme siirelerinin 18°C/24°C
degisken sicaklikta daha uzun olmas1 ve bdylece larvanin beslenmek i¢in daha fazla siireye
sahip olmasi ile agiklanabilir. Birinci deney grubumuzda cinsiyetin pupa agirli§i ve pupaya
girme gilinli {izerindeki etkisine baktigimizda, cinsiyetin her iki parametre i¢inde
istatistiksel olarak olduk¢a 6nemli oldugu belirlenmistir (p=0,000). Disi kontrol larvalar1
23,75+1,3 giinde 1,9524+0,3 gr agirlikta pupaya girerken, erkek larvalar ise 21,35+1,7
gilinde 0,606+0,08 gr agirlikta pupaya girdigi gozlendi. Disi kontrol larvalar1 erkek kontrol
larvalarina oranla hem daha uzun siirede hem de daha agir olarak pupaya girmektedir. Disi
larvalar erkek larvalardan daha sonra pupaya girdikleri i¢in daha ¢ok beslenmis ve boylece
daha agir olmuslardir.

Ikinci deney grubunda ise sabit ve degisken sicaklik kiyaslandiginda pupaya girme
stiresi lizerinde fark olmadigi (p=0,362) ve yine bu sicaklik degerlerinin pupa agirhigi
iizerindeki etkisine bakildiginda disi larvalar iizerinde olduk¢a 6nemli oldugu 22°C sabit ve
14°C/26°C degisken sicakliklarda pupa agirliklarinin farkl oldugu tespit edildi (p=0,001).
22°C’de yetisen kontrol disi larvalarinin pupa agirhigi 2,255+0,2 gr iken 14°C/26°C’de ise
1,874+0,2 gr olarak belirlendi. Ortalama agirliklardan da anlasilacagi tlizere 22°C sabit
sicaklikta yetisen larvalarin pupa agirliklar1 daha fazladir. Ikinci deney grubumuzda
cinsiyetin pupa agirlig1 ve pupaya girme ginii iizerindeki etkisine baktigimizda birinci
deney grubunda oldugu gibi cinsiyetin her iki parametre i¢inde istatistiksel olarak oldukg¢a
onemli oldugu belirlendi (p=0,000). Disi larvalar 25,56+2,1 giinde 2,072+0,3 gr agirlikta
pupaya girerken, erkek larvalar ise 21,39+1,3 giinde 0,589+0,7 gr agirlikta pupaya
girmektedir. Disi larvalar birinci deney grubunda oldugu gibi hem daha uzun siirede hem

de daha agir olarak pupaya girmektedirler.
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Sicakligin pupaya girme ve pupa agirligi tizerindeki etkisi hakkinda literatiirde iki
farkli fikir vardir. Disi ve erkek larvalarin pupa agirliklar1 artan sicaklikla birlikte
artmaktadir. 18C° ve 21C”ye kiyasla 24C°de larvalarin pupa agirliklarmin daha fazla
oldugu belirlenmistir (Pollan, 2009). Diger goriise gore ise diisiik sicakliklarda yetistirilen
larvalarin gelisim parametrelerinin uzadigi fakat pupa agirhiginin sicakliktan Onemli
derecede etkilenmedigi tespit edilmistir (Richard vd., 1997). Stamp’in (1990) yaptig1 bir
calismada Lepidopter olan Manduca sexta’nin diisiik sicakliklarda azalan tiiketim orani
sebebiyle biiylime oraninin diistiigli sonuglandirilmistir. Williams vd. (2003) tarafindan
yapilan ¢alismada disi ve erkek L. dispar larvalarinin gelisim siiresinin artan sicaklikla
azaldig tespit edilmistir. CO, oran1 goz ard1 edildiginde artan sicaklikla erkek larvalarin
ortalama olarak 7,5 giin, disi larvalarin ise 8 giin daha erken olarak pupaya girdikleri
belirlenmistir. Bir bécegin gelisim orani hayatta kalma siiresinden ve basarili bir lireme
doneminden dnemli derecede etkilenmektedir. Ornegin agaclarla beslenen bazi boceklerde
konak bitkinin kalitesinin diismesi bdcegin gelisim siirecinin uzamasina ve bu durumda
bocegin predatorler ve parazitler tarafindan zarar gorme olasiligini artirmaktadir. Yiiksek
sicaklikla gelisim stiresi kisalan bocek, bu gibi olumsuz etkilere daha az maruz
kalmaktadir. Buse vd. (1998) tarafindan yapilan calismada kis giivesi tirtilinin yliksek
sicaklikta mese yapraklar1 iizerinde daha hizli gelistigi tespit edilmistir. Linde ve
arkadaslar1 (1998) tarafin yapilan bagka bir calismada ise 7 farkli mikosporidia kullanilmis
ve enfeksiyonunun L. dispar’m pupa agirhigina ve gelisim parametrelerine etki ettigi
belirlenmistir. Bu ¢alismada FEndoreticulatus sp. ile enfekte olan larvalarin pupa
agirliklarinin kontrol larvalarina goére daha agir oldugu belirlenmistir. Bu fark enfekte
larvanin gelisim siiresinin uzamas1 ve enfekte hiicrelerde sporlarin yaptigi agilik ile
aciklanmistir. Yine bu ¢alismada lokal mikrosporidia izolat1 ile enfekte edilen larvalarin
pupaya girme siirelerinin daha uzun oldugu belirtilmistir.

N. lymantriae enfeksiyonunun etkisini belirlemek i¢cin yapilan bioassay sonuglari
incelendiginde enfekte olan ve olen larvalarin kadavra agirliklar1 ve Olim giinleri
Olgtilmiistiir. Birinci deney grubu i¢in sicakligin kadavra agirligi iizerindeki etkisine
baktigimizda disi larvalarda etkili oldugu goriildii (0,036). Disi larvalarin 22°C’de kadavra
agirliklar1 1,168+0,3 gr iken 18°C/24°C’deki larvalarin agirliklar: 1,604+0,6 giin olarak
belirlenmistir. Yani 22°C sabit sicaklikta 6len larvalarin 18°C/24°C’ye goére daha agir
olduklar1 tespit edildi. Ikinci deney grubunda ise 22°C sabit ve 14°C/26°C degisken
sicakliktaki kadavra agirliklarmmim istatistiksel olarak farkli olmadigi (p=0,191) belirlendi
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(Pollan, 2009). Her iki deney grubunda da cinsiyetin kadavra agirligi iizerine ¢cok 6nemli
(p=0,000) oldugu gozlendi. Birinci deney grubunda disi kadavralarin agirliklart 1,952+0,3
gr iken erkek larvalarin ise 0,606+0,8 gr, ikinci deney grubunda ise disi larvalarin
agirhiklar1 1,380+0,4 gr, erkek larvalarin agirliklar1 ise 0,715+0,2 gr olarak tartildi. Her iki
deney grubunda da disi kadavralarin agirliklarmin erkek kadavralardan daha fazla oldugu
belirlendi.

Larvalarin tiim biiylime parametrelerine bakildiginda istatistiksel olarak
desteklenmemekle birlikte genel olarak larvalarin 22C° sabit sicaklikta daha hizli ve iyi
gelistigini sOylenebilir. Bu sonug ise larvalarin karanlik ve aydmlik 151k periyodunda
siirekli olarak degisen sicakliga adaptasyonda zorluk ¢ekmesi ve gelisimini olumsuz yonde
etkilemesiyle ile iliskilendirilebilir.

Her iki deney grubu i¢in yapilan korelasyon analizlerinde kadavra agirlig: ile 6lim
zamani arasinda korelasyonun mevcut oldugu goriilmiistiir (Pollan, 2009). Larvalarin 6liim
zamani uzadik¢a dokularda biriken spor agirliindan dolay1 kadavralarin daha agir oldugu
diistiniilmektedir. Ayn1 sekilde birinci deney (p=0,024) ve ikinci deney (p=0,049)
grubunda kadavra agirligi ile 6liim zamani arasinda korelasyon oldugu tespit edilmistir.

Enfeksiyon sonucunda 6len larvalardaki spor miktarini belirleyebilmek icin her iki
deney grubundan da 8 erkek ve 8 disi olmak tlizere 16 larvanin kadavralarindan spor sayimi
yapilmistir. Birinci deney grubundaki disi larvalardaki spor miktarinin sicakliga goére
degistigi tespit edilmistir (p=0,021). 22°C sabit sicakliktaki disi kadavralarda
1,3E+10+£6,0E+09, 18°C/24°C degisken sicaklikta 1,9E+10+5,7E+09 spor sayilmistir.
Degisken sicaklikta yetisen disi larvalarin daha fazla spor frettigi goriilmektedir.
Cinsiyetin spor {iretimi tizerindeki etkisine baktigimizda ise ¢ok onemli oldugu (p=0,000),
disi larvalarda 1,6E+10+5,7E+09, erkek larvalarda 8,4E+09+4,1+09 spor sayilarak disi
kadavralarda erkek kadavralara gére daha ¢ok spor oldugu tespit edilmistir. Ikinci deney
grubumuzda sicakligin spor miktar1 tizerinde etkili olmadigr bulunmustur (p=0,361). Bu
deney grubunda da cinsiyetin spor Uretimi iizerindeki etkisine baktigimizda ise 6nemli
oldugu (p=0,000) oldugu belirlenmistir. Disi larvalarda 2,4E+10+8,6E+09 spor, erkek
larvalarda ise 1,3E+10+3,7E+09 spor sayilmistir. Bu deney grubunda da birinci deney
grubunda oldugu gibi disi larvalarin daha ¢ok spor ihtiva ettigi tespit edilmistir.

Mikrosporidialarin horizontal transmisyonu enfekte olan larvalarin diskilar1 ya da
kadavralarin dekompozisyonu ile gerceklesmektedir. Sporlarin digki yoluyla saliniminda

artan sicaklikla spor salimiminin baslangicinda etkili oldugu belirtilmistir (Pollan, 2009).
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Goertz ve Hoch (2008) tarafindan yapilan bir calismada Nosema lymantriae ile enfekte
olmus bir larvadan diski yolu ile ilk spor salimmin enfeksiyondan sonra 12-19 giinlerde
gerceklestigi bildirilmistir. Sicaklhigin artmasi ile larvalarin 6liim giinleri kisalir ve bu
durumda kadavralardan c¢evreye spor salmimi hizlandirir. Alan ¢alismalarinda
enfeksiyonun gerceklesebilmesi icin larvalari daha ¢ok spora ihtiyaci vardir (Hoch et al.
2008). Bu ylizden ytiksek sicaklik enfeksiyonun baslamasi i¢in olduk¢a dnemlidir (Pollan,
2009).



5. SONUCLAR

1. Mikrosporidia enfeksiyonu ilk olarak konak hiicre bagirsak dokularinda basladigi,
buradan ipek bezine, yag dokuya ve malpigi tiiplere dogru ilerledigi belirlendi.

2. Mikrosporidialarin silk glanda tam anlamiyla vegetatif ve Oncii sporlarin
olusturmas1 22°C sabit sicaklikta enfeksiyondan sonra 10. gilinde gerceklesirken,
18°C/24°C degisken sicaklikta enfeksiyondan sonra 8. giinde gerceklestigi gdzlemlendi.

3. Birinci deney grubunda 22°C sabit sicaklikta mikrosporidialar tarafindan sebep
olunan o6lim oram %83 iken 18°C/24°C degisken sicaklikta % 96,67°dir. Bu deney
grubunda her iki sicaklikta da Olim enfeksiyondan sonra 32.giinde tamamlandigi
belirlendi.

4. ikinci deney grubunda 22°C sabit sicaklikta ve 14°C/26°C degisken sicaklikta
oliim oran1 %100°diir ve 22°C sabit sicaklikta son 6liim enfeksiyondan sonra 33. giin iken
18°C/24°C degisken sicaklikta 27. giin oldugu tespit edildi.

5. Birinci deney grubundaki disi larvalarmm 3-4.instar gegis siliresinin sicakliktan
etkilenmis oldugu (p=0,026), 22°C’deki disi larvalar 3-4. instarlar arasi gecis siiresinin
daha kisa siirdiigii belirlendi. Ikinci deney grubunda ise sicakligmn 3-4. instar gecis siiresini
etkilemedigi test edildi (p=0,435).

6. Enfeksiyonun birinci deney grubunda (p=0,100) ve ikinci deney grubunda
(p=0,672) 3-4. instar gegis siiresine etkide bulunmadig1 gibi 4.instar olma siiresi iizerinde
birinci deney grubunda (p=0,293) ve ikinci deney grubunda (p=0,832) etkili olmadig1
belirlendi.

7. Birinci deney grubu i¢in sicaklhigin 4-5. instarlar arasi gecis donemi lizerine
etkisine bakildiginda etkili olmadig1 goriildii (p=0,165), enfeksiyonun ise erkek larvalar
iizerinde etkili oldugu (p=0,017), kontrol erkek larvalar1 8,17+0,7 giinde 4-5. instarlar aras1
siireyi tamamlarken enfeksiyonlu erkek larvalar ise 8,75+0,7 giinde tamamladig: tespit
edilmistir.

8. Ikinci deney grubunda ise sabit ve degisken sicaklikta disi kontrol larvalarmn 4-5.
instarlar aras1 gecis donemi siiresinin farkli oldugu (p=0,044). 22°C sabit sicaklikta disi
larvalarin 4. instardan 5. instara gec¢is siiresi 9,00+£0,9 giin iken 14°C/26°C degisken
sicaklikta 9,69+0,7 gilin oldugu tespit edilmistir. Enfeksiyonun 4. instardan 5. instara gecis
siiresi tizerinde disi (p=0,046) ve erkek (p=0,000) larvalar i¢in etkili oldugu kontrol
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larvalarinin 4-5. instarlar arasi1 gecis siiresi 9,15+0,9 giin, enfeksiyonlu larvalarda ise bu
stirenin 9,79+0,8 giin oldugu tespit edildi.

9. Birinci deney grubunda sicakligin 5. instar olma siiresi iizerinde etkili olmadigi
(p=0,507), enfeksiyonun ise erkek larvalar lizerinde etkili oldugu tespit edildi (p=0,019).
Kontrol grubundaki erkek larvalarin 9,54+0,6 giinde, enfeksiyonlu larvalarin ise 10,11+0,9
giinde 5.instar olduklar1 belirlendi.

10. Ikinci deney grubunda ise sicakligm larvalarm S5.instar olma siirelerine
baktigimizda ise dnemli olmadigini (p=0,201), enfeksiyonun ise birinci deney grubunda
oldugu gibi erkek larvalar lizerinde etkili oldugu belirlendi (p=0,001). Kontrol grubundaki
erkek larvalarin 9,93+0,5 gilinde, enfeksiyonlu larvalarm ise 10,60+0,8 giinde 5.instar
olduklart tespit edildi.

11. Birinci deney grubunda 22°C sabit 23,33+1,5 giin ve 18°C/24°C degisken
sicaklikta 24,29+0,8 giin ile disi larvalarin pupa siiresinin farkli oldugu (p=0,030), ayni
sekilde 22°C sabit sicaklikta 1,830+0,3 gr, 18°C/24°C degisken sicaklikta 2,108+0,2 gr
olarak agirliklarinda sicaklhiga gore degistigi belirlendi (0,008). Bu deney grubunda
cinsiyetin hem pupaya girme giinii hem de pupa agirligi iizerinde etkili oldugu disi
larvalarin erkek larvalara oran daha gec¢ pupaya girdikleri ve daha agir olduklar1 tespit
edildi.

12. Ikinci deney grubunda sicakligin pupaya girme siiresi iizerine etki etmedigi
(p=0,362), fakat disilerin pupa agirhigr tlizerinde etkili oldugu (p=0,001), 22°C’sabit
sicaklikta 2,255+0,2gr iken 14°C/26°C degisken sicaklikta ise 1,874+0,2 gr olarak
belirlendi. Bu deney grubu i¢inde cinsiyetin pupaya girme siiresi ve pupa agirligi izerinde
etkili oldugu (p=0,000), birinci deney grubunda oldugu gibi disi larvalarin daha uzun
zamanda ve daha agir olarak pupaya girdikler1 tespit edildi.

13. Birinci deney grubunda sicakligin disi larvalarin kadavra agirligi tizerinde etkili
oldugu (0,036), 22°C sabit sicaklikta 1,168+0,3 gr, 18°C/24°C degisken sicaklikta
1,604+0,6 gr oldugu belirlendi.

14. Ikinci deney grubunda 22°C sabit ve 14°C/26°C degisken sicakliktaki larvalarin
kadavra agirliklar arasinda fark olmadig: tespit edildi (p=0,191).

15. Her iki deney grubu i¢in cinsiyetin kadavra agirligi iizerinde etkili oldugu

(p=0,000), disi larvalarin erkek larvalara gore daha agr oldugu belirlendi.
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16. Sicakligin kadavralardan yapilan spor sayimi iizerindeki etkisine baktigimizda
birinci deney grubunda disi larvalarda farkliliklar tespit edilmis (p=0,021), 22C° sabit
sicakliktaki disi kadavralarda 1,3E+10+6,0E+09, 18C°24C° degisken sicaklikta
1,9E+10+5,7E+09 spor tespit edildi. Ikinci deney grubumuza baktigimizda ise sicakligin
spor sayisi lizerinde etkili olmadigi belirlendi (p=0,361).

17. Her iki deney grubu i¢in cinsiyetin kadavralardan elde edilen spor miktari
iizerinde etkili oldugu (p=0,000), disi kadvaralarda erkek kadavralara oranla daha ¢ok spor
oldugu tespit edilmistir.



6. ONERILER

10° spor/ul Nosema lymantriae sporu kullanilarak enfekte edilen larvalarin 22°C
sabit, 18°C/24°C ve 14°C/26°C degisken sicakliklarda biiyiitiilerek, enfeksiyonun
larvalarin gelisim parametrelerine olan etkisinin, sicakligin, enfeksiyonun ve larva
iizerinde etkisi izlenmistir. Bu deney sonuglar 1s18inda ileriye yonelik olarak asagidaki
calismalar yapilabilir.
1. Nosema Ilymantriae sporlarinin miktarint 6lim zamanini kisaltabilmek ig¢in
artirilarak yeni enfeksiyon c¢aligmalar1 yapilabilir.
2. Sicakligin enfeksiyon iizerindekini etkisini belirlemek amaci ile baska sicaklik
dereceleri kullanilabilir.
3. Enfeksiyonun hizi iizerinde etkili olan baska abiyotik faktorler arastirilabilir.
4. Nosema Ilymantriae’nin insektisidal etkisi bagka tarim zararlist Lepidopterler
iizerinde denenebilir.
5. N. lymantriae’nin insektisidal etkisi diger biyolojik ajanlarla birlikte kullanilarak,

daha hizli 6liim giinleri elde edilebilmek adina denenebilir.
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