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Yüksek Lisans

ÖZET

BÜYÜK LAHANA KELEBEĞİ (PIERIS BRASSICAE L.; LEPIDOPTERA:
PIERIDAE)’NDE YENİ BİR MİKROSPORİDİUM (PROTİSTA) TÜRÜNÜN

KARAKTERİZASYONU

Çağrı BEKİRCAN

Karadeniz Teknik Üniversitesi
Fen Bilimleri Enstitüsü
Biyoloji Anabilim Dalı

Danışman: Prof. Dr. Mustafa YAMAN
2012, 59 Sayfa, 2 Ek Sayfa

Bu yüksek lisans tezinde; dünyada ve ülkemizde lahana yetiştiriciliğinde önemli ürün

kayıpları meydana getiren Büyük Lahana Kelebeği (Pieris brassicae L.; Lepidoptera:

Pieridae)’nde doğal enfeksiyona neden olan bir mikrosporidium türünün karakterizasyonu

yapıldı. 2011 yılında Trabzon ilinde yapılan arazi çalışmaları sonucu toplanan P. brassicae

larvaları üzerinde ışık mikroskopu ile 40X ve 1000X’lik büyütmelerde incelemeler yapıldı.

Larvaların disekte edilmesi ile hazırlanan taze preparatlarda patojenin boyu 5,29 ± 0,55

(3,71 – 7,26; n = 250) µm, eni ise 2,31 ± 0,30 (1,65 – 3,30; n = 250) olarak ölçüldü.

Enfeksiyonun konağın yalnızca bağırsak dokusunda geliştiği ve yapılan Giemsa

çalışmaları ile patojenin hayat safhaları tespit edildi. Elektron mikroskobisi (TEM) ile

patojenin ultrastrüktürel yapısı belirlendi. Spor safhası üzerinde yapılan ultrastrüktürel

incelemeler sonucunda patojenin; diplokaryotik, polarfilament sayısı 6, spor duvarı

kalınlığı 100 – 125 nm ve polar filament çapının 57 – 71 nm olduğu tespit edildi.

Ultrastrüktürel karakterler bu patojenin, Pieris brassicae’de daha önceden tespit edilen

mikrosporidium türlerinden farklı yeni bir tür olduğunu göstermektedir. Yapılan moleküler

çalışmaların sonuçları da elektron mikroskobisi sonuçlarını desteklemektedir. Yapılan ışık,

elektron mikroskobisi ve moleküler çalışmalar; P. brassicae larvalarında tespit edilen bu

patojenin Nosema cinsine ait yeni bir tür olduğunu göstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Pieris brassicae L., Biyolojik mücadele, Mikrosporidium, Nosema,
Karakterizasyon, Entomopatojen
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Master Thesis

SUMMARY

CHARACTERIZATION OF NEW MICROSPORIDIUM (PROTISTA) FROM LARGE
CABBAGE BUTTERFLY (PIERIS BRASSICAE L.; LEPIDOPTERA: PIERIDAE)

Cagri BEKIRCAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences

Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Mustafa YAMAN
2012, 59 Pages, 2 Appendix Pages

A microsporidium species detected from large cabbage butterfly (Pieris brassicae L.;

Lepidoptera: Pieridae) which cause important product loses in cabbage farming in our

country and worldwide was characterized in this study. The larvae were collected from the

provience of Trabzon in 2011. The larvae collected from field studies were dissected and

fresh preparations were examined under the light microscope with magnifications 40x-

1000x. Pathogen dimensions were measured as 5,29 ± 0,55 (3,71 – 7,26; n = 250) x 2,31 ±

0,30 (1,65 – 3,30; n = 250) in fresh preparations of dissected larvae. Infection was found

only in the intestine of larvae and the life cycle of the microsporidian was determined with

Giemsa stain. Ultrastructural features of the pathogen were determined with electron

microscopy. According to ultrastructural studies on pathogen spore; this pathogen is

diplocharyotic and it has 6 polar filament coils, 100 – 125 nm spore wall thickness and 57

– 71 nm polar filament dimension. Ultrastructural details showed that the microsporidian is

a new species and differ from other microsporidia previously characterized from Pieris

brassicae. Molecular studies were also completed in order to confirm the microsporidian

pathogen is a new species. According to light, electron microscopy and molecular studies,

this pathogen in the genus Nosema was confirmed as a new type of microsporidium

detected in P. brassicae larvae.

Key Words: Pieris brassicae L., Biological control, Microsporidium, Nosema,
Characterization, Entomopathogen
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1. GENEL BİLGİLER

1.1. Giriş

Lahana bitkisi bugün hem Türkiye’de hem de dünyada üretimi ve tüketimi en çok

yapılan sebzelerden biridir. 2003 yılı dünya lahana üretim miktarı 65.956.162 ton iken

ülkemizde yine aynı yıl 721.000 ton üretim gerçekleşmiştir (Hekimoğlu ve Altındeğer,

2010). Yine TÜİK’in 2009 verilerine göre ülkemizde 693.002 ton lahana türlerinin üretimi

yapılmış ve bu üretimin Türkiye ekonomisine katkısı 346.493.371 TL olmuştur. Söz

konusu bu rakamlar üretimi yapılan lahana türlerinin dünya ve ülke ekonomisinde nedenli

büyük bir öneme sahip olduğunu göz önüne sermektedir.

Günümüzde tarımsal üretimi yapılan lahana türleri Turpgiller (Brassicaceae)

familyasından olup, Avrupa'nın güneybatı kesimlerinde kendiliğinden yetişen yabani

lahanadan (Brassica oleracea) türetilmiştir (URL-1, 2011). Ülkemizde yetiştirilen lahana

türlerine baktığımızda bölgesel bir değişim söz konusudur. Örneğin Karadeniz bölgesinde

yaprak lahana (Brassice oleraceae var. acephala), Doğu Anadolu’da beyaz baş lahana

(Brassice oleraceae var. capitata), batı ve güney bölgelerimizde ise kırmızı baş lahana

(Brassice oleraceae var. rubra) yetiştiriciliği yapılmaktadır (MEGEP, 2008).

Besin içeriği bakımından değerlendirildiğinde; 100 gr. taze beyaz baş lahanada 1,7 g

protein, 0,2 g yağ, 91,4 g su, 5,1 g karbonhidrat, 1,0 g selüloz bulunmaktadır. Kalori değeri

33 kJ’ dir. Baş lahanada A, B1, B2, B3 ile bol miktarda C vitamini vardır (MEGEP, 2008).

İnsan beslenmesi yönünden önemli bir yeri olan Brassicaceae sebzeleri, özellikle içerdiği

besin maddeleri ve fitokimyasallar (glukosinolat, isotiyosiyonat, indol bileşikleri)

bakımından zengin olmaları yanında, kolesterolu ve şekeri azaltmaları, kemik erimesi, kalp

hastalıkları ve kansere karşı koruyucu etkilere sahip olmalarıyla da ayrı bir öneme

sahiptirler (Vural vd., 2000).

Tarım, ekonomi ve insan sağlığı açısından bu kadar büyük öneme sahip olan lahana

türlerinin üretimini etkileyen olumsuz etmenler mevcuttur. Söz konusu bu etmenler biyotik

ve abiyotik etmenler olarak temelde iki guruba ayrılmaktadır. Lahana yetiştiriciliğine

olumsuz etki eden biyotik etmenlerin başında pest olarak adlandırılan zararlı böcekler

gelmektedir.
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Büyük lahana kelebeği Pieris brassicae L.en önemli lahana zararlılarından biridir.

Bitki üzerindeki zararı larva döneminde bitkinin yapraklarını yemesiyle gerçekleştiren

büyük lahana kelebeği, bu beslenmesine lahana yapraklarının kalın ana damarları kalana

kadar devam etmektedir. Büyük lahana kelebeği, zarar gören bitkinin yapraklarının

yenilebilir kısımları tükendikten sonra beslenmeye devam etmek için yeni bitkilere

geçmekte ve hızlı bir şekilde çok geniş bir alana yayılabilmektedir. Yapraklarını kaybeden

lahana bitkisi gelişimi için gerekli ışık ve nem gibi hayati unsurlardan yoksun kalmakta ve

gelişimini tamamlayamamaktadır. Bu durumda lahana türlerinin üretiminde büyük

miktarda yıllık ürün kayıpları oluşmaktadır.

Türkiye’de ve dünyada büyük lahana kelebeğinin verdiği zararı engellemek için

büyük çaba ve maddi güç sarf edilmektedir. Zararlı böcek mücadelesinde diğer tarımsal

ürünler de olduğu gibi kimyasal insektisitler yaygın olarak kullanılmaktadır.  Kimyasal

ilaçların zararlı böcekler üzerindeki etkisinin dışında çevreye ve dolaylı olarak insan

sağlığına oldukça büyük zararları mevcuttur. Kimyasal insektisit kullanımı ile hedeflenen

böcek dışında, ortamda bulunan birçok yararlı hayvan da zarar görmektedir. Yağmur

rüzgâr gibi abiyotik etmenlerle kimyasallar; toprağa, ekim alanındaki tarım ürünlerine

hatta akarsular aracılığı ile içme sularına bulaşmakta ve insan sağlığını tehdit etmektedir

(Ecevit, 1988). Ayrıca lahana yaprağı yenen sebze olduğu için kalıntı sorunu gibi arzu

edilmeyen bazı hususların da ortaya çıkmasına neden olmaktadır (Avcı ve Özbek, 1990).

Kimyasal mücadelenin bir diğer olumsuz yanı ise uygulandığı böcek türünün

kimyasala karşı direnç geliştirmesidir. Kazanılan bu direnç sayesinde bir sonraki böcek

nesli uygulanan kimyasal insektisitlerden etkilenmemektedir. Kimyasal mücadele

yöntemlerinde insektisit kullanımının bu olumsuzluklarından dolayı birçok bilim adamı ve

devlet çalışanı alternatif mücadele teknikleri üzerinde yoğunlaşmaktadır. Alternatif

mücadele tekniklerinin başında çevreye ve insanlara olan zararlı etkisinin minimum,

maliyetinin düşük olduğu yöntemler tercih edilmelidir (Özcan, 2010). Bu amaçla özellikle

son yıllarda biyolojik mücadele alanında kayda değer çalışmalar yapılmaktadır (Yaman ve

Radek, 2003, 2005; Tosun vd., 2008). Bu çalışmalar doğrultusunda zararlı böcek üzerinde

doğal hastalık oluşturan etmenler ilgi odağı olmuştur.

Bu yüksek lisans tezinde dünyada ve ülkemizde önemli bir tarım zararlısı olan büyük

lahana kelebeğinde doğal olarak enfeksiyon oluşturan bir mikrospor türünün izolasyonu ve

başta ışık mikroskobisi olmak üzere elektron mikroskobisi ve moleküler çalışmalarla

karakterizasyonu amaçlanmıştır.
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1.2. Pieris brassicae L. (Lepidoptera: Pieridae) (Büyük Lahana Kelebeği)

Pieris brassicae L; hayvanlar (Animalia) aleminin, eklem bacaklılar (Arthropoda)

şubesindendir. Büyük Lahana Kelebeği olarak da bilinen bu tür, böcekler (Insecta)

sınıfının pul kanatlılar (Lepidoptera) takımına ait olup Pieridae familyasının Pieris cinsinin

içinde yer almaktadır.

Alem: Hayvanlar (Animalia)

Altalem: Bilateria

Üstşube: Panarthropoda

Şube: Eklem bacaklılar (Arthropoda)

Alt Şube: Hexapoda

Sınıf: Böcekler (Insecta)

Altsınıf: Dicondylia

Üsttakım: Panorpida

Takım: Pul kanatlılar (Lepidoptera)

Familya: Pieridae

Altfamilya: Pierinae

Cins: Pieris

Tür: Pieris brassicae

1.2.1. Biyolojisi

Büyük lahana kelebeğinin ergin kanat açıklığı 40-60 mm civarındadır. Kanatların

esas rengi kremimsi beyazdır. Üst kanadın ön kenarının dış köşesinden başlayıp aşağı

doğru inen yarım ay şeklinde siyah bir leke vardır (Şekil 1 A). Ayrıca ön kanadın ortasına

doğru dişilerde iki siyah yuvarlak leke bulunur. Erkeklerde alt kanadın üzerinde küçük

siyah bir leke bulunur (MEGEP, 2008). Büyük lahana kelebeği kışı pupa olarak geçirir.

Ülkemizde ergin çıkışları iklim şartlarına bağlı olarak bölgesel değişim göstermektedir.

Ege Bölgesinde ergin çıkışı Şubat ayının ikinci yarısından itibaren görülürken, diğer

bölgelerde ise Nisan ayından itibaren ergin çıkışı gerçekleşmektedir. İklim şartlarına bağlı



4

olarak döl sayısı değişkenlik gösterir ve büyük lahana kelebeği ülkemizde iklim şartlarına

bağlı olarak 2-6 döl verir (TKİB, 2010).

Yumurtalar 20-50’li gruplar halinde yaprak altına bırakılır. İlk bırakıldığında

yumurtalar açık saman sarısı renktedir, sonradan limon sarısına dönüşür ve yumurtalar

birbirine paralel sıralar şeklinde dizilmiştir. Yumurta üzerinde 12 sıra çizgi bulunur, bu

çizgiler üst uçta birleşir ve kendi aralarında enine çok sayıda çizgilerle bağlanmıştır

(MEGEP, 2008) (Şekil 1 B).

Yumurtadan 6-10 gün sonra larva çıkışı gerçekleşir. Yumurtadan yeni çıkan larvalar

sarımtırak renkli, esmer başlı ve 1 mm uzunluğundadır (Şekil 1 C). İlk çıkan larvalar

yaprak epidermisinde koloniler halinde beslenmeye başlar. İkinci gömlek değişiminden

sonra ise koloniler dağılır ve larvalar 4-5 bireylik gruplar oluşturup beslenmelerine devam

ederler. Olgun larvalar ise 40-50 mm boyunda, yeşilimsi gri renkli ve baş siyahtır. Vücutta

uzunluğuna üç sarı bant bulunur. Karın sırta göre daha açık renkli ve ince siyah noktalıdır

(MEGEP, 2008) (Şekil 1 D).

Gelişmesini tamamlayan larvalar, bitkiyi terk ederek duvar, çit, ağaç gövdesi veya

çeşitli bitkisel atıklar üzerinde pupa olur ve büyük lahana kelebeği pupaları göğüs

kısmından zemine tutunur. Pupaların üzeri sivri çıkıntılı, yeşil renkli, üzeri siyah-sarı

lekelerle işli olup, 30 mm boyundadır (TKİB, 2010) (Şekil 1 E). Pupa dönemi iklim

şartlarına bağlı olarak 10-15 gün sürer.

Bu türün hayat döngüsü larvaların yumurtadan çıkması ile başlar. Larvalar, konak

bitki üzerinde beslenmeye başladıktan 20 gün sonra uygun bir yer bulup metamorfoz

sürecini geçireceği pupayı oluşturur. Bu değişim süreci yaklaşık 20 gün sürer ve kelebek

halinde kozadan çıkan bireyler 1-2 ay yaşar. Ergin bireyin yumurta bırakması ile döngü

tekrardan başlar (URL-2, 2011).
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Şekil 1. Pieris brassicae’ ye ait ergin, yumurta, larva ve pupa safhaları; A: Ergin, B:
Yumurta, C: İlkin larvalar, D: Olgun larvalar, E: Pupa (URL-3, 2011)

1.2.2. Zarar Şekli, Ekonomik Önemi ve Yayılışı

Büyük lahana kelebeğinin bitki üzerinde zarara neden olan safhası larva safhasıdır.

Yumurtadan çıkan larvalar ilk iki dönem yaprakların kenarlarında toplu halde bulunurlar

ve damar aralarını yüzeysel olarak kemirirler. Daha sonraki dönemlerde larvalar bitkinin

her tarafına dağılarak çok oburca beslenir ve bulundukları bitkinin yapraklarını tamamen

yiyerek sadece kalın damarlarını bırakırlar. Zararın yoğun olduğu bahçelerde bitkilerde

çalılaşmış bir görünüm ortaya çıkar (Sönmez, 2005) (Şekil 2). Çıkardıkları pislikler de

yağmur ve çiğ damlacıkları ile bitkinin orta kısmına birikerek bitkinin yenmez hale
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gelmesine neden olur. Neticede larvalar, bitkinin yapraklarını yiyerek, pislikleri ile

kirleterek, ürün kayıplarına ve bitkinin pazar değerinin düşmesine neden olurlar (MEGEP,

2008). Büyük lahana kelebeği larvaları bitki üzerinde direk zarar oluşturabildikleri gibi

şalgam sarı mozaik ve şalgam kırışıklık virüsü gibi bazı virüs hastalıklarının vektörlüğünü

de yaparlar (TKİB, 2010).

Büyük lahana kelebeği beslenme şekli olarak polifag bir böcektir. Bu nedenle büyük

lahana kelebeği dünya genelinde sebze üretiminde büyük zararlara neden olmaktadır.

Sadece Hindistan’da farklı sebze türlerinin üretiminde yıllık % 40’ dan fazla ürün

kayıplarına neden olmaktadır (Ali ve Rizvi, 2007). 1985 ve 1986 yılları arasında

Türkiye’nin bazı bölgelerinde yapılan çalışmaya göre sadece lahana türlerinde yaklaşık %

40 civarında ürün kayıplarına neden olmuştur (Atalay ve Hıncal, 1992).

Büyük lahana kelebeği, batıda İngiltere’den doğuda Çin’e, Afrika’ nın güney

sahillerinden kuzeyde Kuzey Buz Denizi’ne kadar ülkemizin de içinde bulunduğu 41 eski

dünya ülkesinde yayılım göstermektedir. Amerika kıtasında ise başta Şili olmak üzere

birçok yeni dünya ülkesinde büyük lahana kelebeği yayılım gösterir (Feltwell, 1978).

Larvalar, aynı ekim alanında bir konak bitkiden diğer konak bitkiye kolaylıkla geçerken,

geniş alanlara yayılım ise ergin bireylerin toplu halde göçleri ile gerçekleşir (URL-2,

2011).
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Şekil 2. P. brassicae’nin Brassicae türleri üzerinde meydana getirdiği zarar A: P.
brassicae’nin Brassicae oleraceae var. gemmifera üzerinde oluşturduğu
zarar (URL-1, 2011), B: P. brassicae’nin Brassicae oleraceae var. acephala
üzerinde oluşturduğu zarar (Bekircan, 2011)

1.2.3. Mücadele Yöntemleri ve Doğal Düşmanları

Dünyada ve ülkemizde büyük lahana kelebeğinin mücadelesinde yoğun olarak

kimyasal mücadele teknikleri kullanılmaktadır. Günümüzde bu zararlının mücadelesinde

farklı kimyasal pestisitler kullanılmaktadır (Tablo 1). Ancak kullanılan bu pestisitler; çevre

kirliği, kalıntı problemi ve hedef organizma dışında ortamda bulunan diğer canlıları

etkilemek gibi çeşitli olumsuzlukları da beraberinde getirmektedir. Bu zararlının

mücadelesinde kimyasal mücadelenin yanı sıra mekanik mücadele teknikleri de

kullanılmaktadır. Daha çok küçük alanlarda toplu halde bulunan büyük lahana kelebeği

yumurtalarının ve larvalarının toplanıp imha edilmesi şeklinde yapılan bu mücadele,

uygulama zorluğu ve fazla iş gücü gereksiniminden dolayı pek tercih edilmemektedir.
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Tablo 1. Günümüzde P. brassicae ile mücadelede kullanılan kimyasal insektisitler
(URL-4, 2011).

Etkili Madde Adı ve Oranı Formülasyonu Dozu ( Preparat) Dekara 100
lt suya

Dichlorvos, 550 g/l EC 200 ml

Malathion, 190 g/l EC 500 ml

Malathion, % 25 WP 400 g

Malathion, 650 g/l EC 170 ml

Malathion, % 5 Toz 3 kg

Diazinon, 185 g/l EC 200 ml

Carbaryl, % 50 WP 250 g

Carbaryl, % 5 Toz 3 kg

Fenitrothion, % 3 Toz 3 kg

Cartap, % 95 SP 125g

Fenitrothion, % 40 WP 200 g

Chlorpyrifos-methyl, 227 g/l EC 150 ml

Bromophos, % 36 EC 100 ml

Son yıllarda yapılan çalışmalarla bu zararlının çok sayıda paraziti, (yumurta, larva ve

pupa) parazitoidleri ve patojenleri tespit edilmiştir. Bu nedenle bu zararlının

mücadelesinde üçüncü bir mücadele şekli olan biyolojik mücadele, yapılan çalışmalarla

her geçen gün önem kazanmaktadır.

Büyük lahana kelebeğinin mücadelesinde kullanılan ve kullanım potansiyeline sahip

organizmalara baktığımızda; larva parazitoidi, yumurta parazitoidi, pupa parazitoidi ve

entomopatojenik bakteri, nematod ve mikrospor türleri dikkat çekmektedir.

Larva parazitoidi olarak, Cotesia glomeratus, C. nothus, Cotesia rubecula, Exorista

larvarum, Exorista segregata, Hyposoter ebeninus, Allothrombium sp, A. glomeratus,

Hyposoter didymator, Chelonus oculator, Chrysoperla carnea, Pontia dablidice, Phryxe

vulgaris günümüze kadar tespit edilen türlerdendir (Akdağcık, 2010; Avcı ve Özbek,

1990).

Yumurta parazitoidi olarak Trichogramma sp, T'etrastichus galactopus, pupa

parazitoidi olarak ise Aprostocetus taxi, Agrothereutes adustus, Blapsidotes vicinus,
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Brachymeria femorata, Hyposoter clauses, Phryxe vulgaris, Pteromalus puparum,

Pteromalus semotus, Baryscapus galactopus, Pimpla instigator, Compsilura concinnata,

Exorista segregata türleri tespit edilmiştir (Tozlu vd., 2002; Razmi vd., 2011).

Büyük lahana kelebeğinde hastalık oluşturan entomopatojenik bakteriler ise Bacillus

spp. suşları, Xanthomonas campestris, Micrococcus sp., Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli (Yaman, 2000)’dir. Bir entomopatojenik nematot türü olan, Steinernema

carpocapsae türü de büyük lahana kelebeğinin biyolojik mücadelesinde kullanılma

potansiyeline sahiptir (URL-5, 2011). Örnekleri verilen patojen ve parazitoidlerin dışında,

son yıllarda yapılan çalışmalar büyük lahana kelebeğinin kontrolünde diğer bir

entomopatojen türü olan mikrosporlara dikkat çekmektedir.

1.3. Microsporidia

Protista alemine ait olan, ökaryotik mikrosporodialar, zorunlu hücre içi parazitlerdir.

Mitokondrileri bulunmayan mikrospordialar, hücre dışında kalın protein ve kitin yapıda

duvarla çevrili sporlar halinde bulunurlar. Sarmal yapıda polar filament içerirler (Vavra,

1976 a, b).

Mikrosporların gelişimi, merogoni ve sporogoni safhalarını içerir. Merogoni

sayesinde vejetatif çoğalma gerçekleşirken, sporogoni ile sporlar meydana gelir. Merogoni

ile sporogoni aşamaları ve hayat döngüsündeki evrelerin çekirdek sayıları, türden türe

değişiklik gösterir.

Mikrosporlar iki çeşit spor oluştururlar. Bunlardan ilki daha kalın spor duvarına

sahip olan eksternal sporlardır. İkincisi ise konak içinde farklı dokulara bulaşmaya yarayan

internal sporlardır. Eksternal sporlar konak tarafından vücuda ağız yoluyla alınır. Besin

yoluyla meydana gelen bu taşınım horizontal taşınım olarak adlandırılır. İnternal sporlar

ise hastalıklı dişi tarafından yumurta aracılığıyla bulaştırılır. Sporların bu yolla

bulaştırılmasına ise vertikal taşınım denir.

Genellikle tek tip olan sporları çok küçüktür (1-20 μm). Mikrosporlar ışık

mikroskobunda ışığı kıran, neredeyse aynı boyut ve şekilde çok sayıda spor ile kendini

belli eder. Spor şekil ve boyutları türden türe değişmekle birlikte, çoğu 2-7 μm

aralığındadır ve genellikle oval şekle sahiptir.

Mikrospora ait sporlar, konak tarafından vücut içine alınıp bağırsağa ulaştıktan sonra

polar filamentlerini dışarı çıkarıp polar tüp oluştururlar ve konağın hücre zarını delerek
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içine girerler. Mikrosporidialar konak hücrenin tüm bağışıklık sistemini bu şekilde aşarlar.

Sporun içindeki çekirdek ve sitoplazmadan oluşan sporoplazma tüp vasıtasıyla konak

hücre içine aktarılır (Hazard vd., 1984, 1985).

Konak hücreyi enfekte eden mikrosporların ilk vejetatif hayat safhası, meront

safhasıdır. Küre şeklinden oval şekle değişiklik gösteren merontlar ince bir hücre duvarına

sahiptir. Merontlar hızla ve çok sayıda mitoz bölünme geçirerek sporontları oluştururlar.

Küre ya da uzun şekilli sporontların hücre duvarının kalınlaşmaya başladığı gözlenir. Bir

sonraki safhada organelleri belirginleşen hücre duvarı oldukça kalın sporoblastlar göze

çarpar. Sporoblastlar, patojenin tanımlanmasında kararkteristik özelliğe sahip olan olgun

sporları oluşturan son vejetatif safhadır.

Mikrosporlar, konak spesifitesi olan canlılardır, yani doğada tek bir konağı tercih

ederler. Bununla birlikte enfeksiyon gerçekleştirdikleri zararlının ölümüne sebep olmazlar.

Bunun yerine bulundukları konağın hayat süresinin kısalmasını, canlılıklarının azalmasını,

iştah ve kilo kaybını ve aynı zamanda üreme potansiyellerinin azalması gibi belirtileri olan

kronik bir hastalığa yol açarlar. Mikrosporidialar genel olarak tek bir konağa özgü olmaları

nedeniyle biyolojik mücadelede kullanıma uygun patojenlerdir. Böylelikle sadece hedef

organizmayı etkilerler, çevreye ve diğer organizmalara zarar vermezler. Bu özellikleri ile

tercih edilmesi gereken biyolojik mücadele ajanlarıdır.

İnsanlarda da hastalığa sebep olabildikleri için mikrosporidiaların teşhis edilmesi ve

karakterizasyonu son derece önemlidir. Mikrosporidiaların kesin teşhisi için Giemsa

boyaması yöntemi kullanılır. Boyanan sporlar kayda değer bir küçülmeye maruz kalırlar

ancak çekirdeğin oldukça belirgin bir şekilde boyanması sayesinde bu yöntem çok etkilidir.

Giemsa boyama yöntemiyle teşhis edilen mikrosporların elektron mikroskobu çalışmaları

sayesinde detaylı karakterizasyonunu yapmak mümkündür (Yaman ve Radek, 2003).

1.4. Tezin Amacı

Çalışmaları yapılan bu yüksek lisans tezinde, başta Brassicaceae familyasına ait

sebzelerin üretiminde büyük zararlara neden olan Pieridae familyasından Büyük Lahana

Kelebeği (P. brassicae L. Lepidoptera: Pieridae)’nde doğal olarak hastalık oluşturan,

dünya literatürü için de yeni bir kayıt olan mikrospor patojeninin tespiti, izolasyonu ve

çeşitli metodlarla karakterizasyonu amaçlanmıştır.



2. YAPILAN ÇALIŞMALAR

Tez çalışması boyunca lahana türlerinde zarara neden olan Büyük Lahana Kelebeği

(Pieris brassicae)’nde doğal enfeksiyon oluşturan bir entomopatojenin tür seviyesinde

teşhisinin yapılabilmesi için ışık, elektron (TEM) mikroskopisi ve moleküler çalışmalar

gerçekleştirilmiştir.

2.1. Örneklerin Elde Edilmesi

Bu çalışmanın konusunu oluşturan büyük lahana kelebeği larvaları 2011 yılı

Haziran-Ağustos ayları arasında Trabzon’un belirli lokalitelerinden toplanmıştır. Arazi

çalışmaları sırasında zararlıya ait larvalar dikkatlice uygun kaplara toplanmıştır. Larvaların

elde edildiği yer, tarih ve önemli olarak nitelendirilebilecek her türlü bilgi bir arazi

defterine not edilmiştir ve toplanan bireyler en kısa sürede, güvenli bir şekilde laboratuvara

getirilmiştir.

2.2. Mikroskobik Çalışmalar

Büyük Lahana Kelebeği’nin larvalarında enfeksiyon gerçekleştirdiği belirlenen bu

yeni mikrospor türünün; morfolojik, anatomik ve histopatolojik özelliklerini ortaya

koymak için ışık ve elektron mikroskobu (TEM) çalışmaları yapılmıştır.

2.2.1. Işık Mikroskopu Çalışmaları

Arazi çalışmaları sonucunda elde edilen büyük lahana kelebeği larvaları, hazırlanan

Ringer solüsyonu içinde disekte edilmiştir. Diseksiyon, larvaların iç organlarının dışarı

çıkarılması ile yapılmıştır. Tüm doku ve organları içerecek şekilde hazırlanan preparat ışık

mikroskobu (Olympus CX41) altında 40X’ten 1000X’e kadar olan büyütmelerle

incelenmiştir. Enfeksiyon tespit edilen preparatlar, DP-25 dijital kamera ve DP2-BSW

resim sistemine sahip Olympus BX51 mikroskobuyla yeniden incelenmiş, patojenin
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fotoğrafları çekilmiş ve karakterizasyonu için gerekli olan ölçümler yapılmıştır (Yaman

vd., 2009a, 2009b; Yaman ve Radek, 2011).

Larva dokularıyla hazırlanan preparatlarda, enfeksiyon yapan patojenler çoğu zaman,

preparatta mevcut olan besin artıkları ile morfolojik bakımdan benzerlik gösterebilir.

Ortaya çıkabilecek bu karışıklığı gidermek için Giemsa boyama tekniği kullanılmıştır.

Tespit edilen tüm mikrospor enfeksiyonlu preparatlar gerekli işlemlerden geçirilerek

Giemsa ile boyanmıştır. Boyanan preparatlar incelenmiş ve var olan sporlar boyanma

şekilleri ile ayırt edilip ölçümleri tekrar yapılmıştır.

2.2.1.1. Giemsa Boyama

Giemsa boyası sayesinde hücrenin sitoplazması ve çekirdeği farklı renklere boyanır.

Sitoplazmik kısım açık mavi ve kırmızıya boyanırken nüklear kısım pembe renkte boyanır.

Böylece detaylı bir inceleme ortamı sağlanarak patojen ya da parazitin hayat döngüsü

safhalarıyla birlikte ortaya konulur. Bununla birlikte Giemsa boyası spor duvarını

boyamadığı için tespit ve teşhis de çok önemli bir rol oynar.

Enfeksiyon tespit edilen preparatların boyama işlemi sırasıyla şu aşamalardan

geçirilerek yapıldı; öncelikle preparat oda sıcaklığında kurutuldu, % 100’lük metil alkolde

3 dakika bekletilerek fikse edildi ve tekrar oda sıcaklığında kurutulup saf suyla hazırlanan

% 5’lik Giemsa boyasında 16 saat boyamaya bırakıldı. Boyanan preparat steril suyla

yıkanıp kurutuldu ve incelemeye hazır hale getirildi. Son olarak da immersiyon yağı ile

birlikte 1000X’lik büyütmede preparatlar incelendi (Toguebaye vd., 1988; Undeen ve

Vavra, 1997; Yaman vd., 2009a, 2009b; Yaman ve Radek, 2011).

2.2.2. Elektron Mikroskobu Çalışmaları

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) çalışmaları, incelenmesi istenen yapıların

morfoloji ve iç yapılarının ayrıntılı bir şekilde açığa çıkarılması bakımından çok önemlidir.

Bu tez çalışmaları sırasında tespit edilen mikrosporun, Nosema cinsine ait yeni bir tür

olduğunun kanıtlanmasında elektron mikroskobunun katkısı büyüktür. Büyük lahana

kelebeği larvalarından izole edilen Nosema sp’nin detaylı yapısı Almanya, Berlin
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Üniversitesi, Zooloji Enstitüsü Laboratuarı’nda Philips JM 208 elektron mikroskobunda

incelenmiş ve fotoğraflanmıştır.

2.2.2.1. Resine Gömme İşlemi ve Elektron Mikroskobu Çalışması

Işık mikroskobu altında enfeksiyon olduğu tespit edilen preparattaki dokular

dikkatlice alınarak birtakım işlemlerden geçirilmiş ve resine gömülmüştür. Böylece

dokular elektron mikroskobunda incelenmek için hazır hale getirilmiştir.

Yukarıda bahsedilen işlemler şunlardır; ayrılan doku materyali pH 7,2’de 0,1 M

kakodilat tamponu ile seyreltilen % 2,5’lik glutaraldehit içinde iki saat boyunca fikse

edilmiş, pH 7,2’de 0,1 M kakodilat tamponu içerisinde üç kez 10’ar dakika yıkanmıştır.

Daha sonra OSO4 ile 2 saat süreyle muamele edilmiş, yeniden pH 7,2’de 0,1 M kakodilat

tamponu içerisinde üç kez 10’ar dakika yıkanmıştır.

Numuneler sırasıyla % 30’luk, % 50’lik ve % 70’lik etanolle 15’er dakika, % 90’lık,

% 96’lık ve % 100’lük etanol ile 10’ar dakika üçer kez muamele edilip dehidrasyona

uğratılmıştır. Daha sonra 1:1 oranında hazırlanan ERL:Etanol karışımı ile 1 saat, 3:1

oranında hazırlanan ERL:Etanol karışımı ile 4 saat muamele edilen numuneye Epoxy resin

emdirilmiştir. Saf ERL içerisinde bir gece boyunca bekletilmiştir. Taze saf ERL ile beem

tüplerine aktarılmış ve ortalama 48 saat 70 oC’de etüv içerisinde sertleşmeye bırakılmıştır.

Resinlerden ultra mikrotom kullanılarak kesitler alınmış, bu kesitler uranil asetat ve kurşun

sitrat ile boyanmıştır (Radek ve Fabel, 2000; Yaman ve Radek, 2003).

2.2.3. Moleküler Çalışmalar

Moleküler çalışmalarda, enfekte olduğu önceden ışık mikroskobu ile belirlenen

büyük lahana kelebeği larvaları kullanıldı. İlk olarak ependorf homojenizatörü ile birlikte,

mikrospor sporları ile enfekte olmuş larvalar bir ependorf tüp içerisinde homojenize edildi.

Saf su ilave edilen homojenizat, kaba böcek parçalarından içinde pamuk bulunan enjektör

ile ayrıldı. Ayırma işleminin ardından sporları tamamen saflaştırmak için elde edilen

süspansiyon 3000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifüj edildi. Santrifüj sonunda süpernetant

kısmı uzaklaştırıldıktan sonra pellet saf su ile sulandırılarak 3000 rpm’de 2 dakika tekrar

santrifüj edildi ve bu işlem mikrospor sporlarını iyice saflaştırana kadar birkaç kez tekrar

edildi. Saflaştırma işleminin sonunda sporlar hemositometre ile sayıldı (7,6 x 108/ml).
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Sayımı tamamlanan sporlar bir ependorf tüp içerisinde +4ºC’ de moleküler çalışmalarda

kullanılmak üzere depolandı.

2.2.3.1. DNA İzolasyonu ve rDNA Amplifikasyonu

Bu tez çalışmasında; ışık ve elektron (TEM) mikroskobu incelemeleri tamamlanan

mikrospor patojeninin filogenetik açıdan incelenebilmesi için önceden saflaştırılmış

mikrospor sporlarından DNA izolasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) metodu

kullanılarak rDNA amplifikasyonu gerçekleştirilmiştir. Böylelikle bu mikrospor patojeni

filogenetik analizlere hazır hale gelmiştir.

Yukarıda bahsedilen DNA izolasyonu ve rDNA amplifikasyonu işlemlerine sırası ile

değinecek olursak; önceden böcek dokularından arındırılan ve +4ºC’ de depolanan

mikrospor sporlarından 50 µl alınarak bir ependorf tüp içerisine aktarıldı ve bu sporların

spor duvarlarının parçalanması için 50 µl % 0,3’ lük H2O2 (Hidrojenperoksit) eklenip 15

dakika oda sıcaklığında bekletildi (Higes vd., 2006). Hidrojenperoksit ile kimyasal yolla

inceltilen spor duvarları mekanik yıkım için cam bilyelerle vortekslendi (Hylis vd., 2005).

Bu işlemlerin ardından ticari DNA izolasyon kiti (QIAGEN, No; 69504) kullanılarak

üreticinin kit içerisinde belirtmiş olduğu direktiflere uygun şekilde DNA izole edildi.

DNA izolasyonu tamamlandıktan sonra Multiplex PZR tekniği kullanılarak rDNA

amplifikasyonu gerçekleştirildi. Multiplex PZR çalışmalarında 18F 5’-

CACCAGGTTGATTCTGCC-3’ ve 1537R 5’-TTATGATCCTGCTAATGGTTC-3’

primerleri kullanıldı (Baker vd., 1995). PZR reaksiyonları, Qiagen Multiplex PCR Kit, No:

206143 kullanılarak üretici talimatlarına uygun şekilde toplam hacim 50 µl olacak şekilde

ayarlanarak gerçekleştirildi. Yine ticari kitin (QIAGEN Multiplex PCR Kit, No: 206143)

kullanım kılavuzunda belirtildiği gibi PZR amplifikasyonları; 95ºC’ de 15 dakika, her biri

45 döngü olacak şekilde 94 ºC’ de 30 saniye, 61ºC’ de 90 saniye, 72 ºC’ de 90 saniye ve

son döngüyü takiben son uzama reaksiyonu 72 ºC’ de 10 dakika olarak gerçekleştirildi.

Elde edilen PZR ürünü % 0,9’ luk, etidyum bromür (EtBr) ilaveli agaroz jelde yürütülerek

UV transilliminatörde varlığı belirlendi. Varlığı belirlenen PZR ürünü, baz dizin analizleri

için Macrogen Inc. firmasının Hollanda şubesine gönderildi ve baz dizin analiz sonuçları,

NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLAST ( The Basic Local

Alignment Search Tool) internet ara yüzü kullanılarak GenBank’ taki verilerle

karşılaştırıldı ve sonuçlar değerlendirildi.



3. BULGULAR

Brassicae türlerinin en önemli zararlılarından biri olan Lepidoptera takımına ait,

büyük lahana kelebeği (Pieris brassicae) ile mücadelede kullanılmak amacıyla zararlının

doğal düşmanı olan mikrosporidium patojeninin varlığı araştırıldı. Bu amaçla yapılan arazi

çalışmalarında böceğin larvaları Trabzon’un farklı bölgelerinden toplanıldı. Toplanan 30

larvadan 2’sinde mikrospor enfeksiyonuna rastlanılmıştır. Tez çalışması süresince bu

patojenin tanımlanması, karakterizasyonu ve büyük lahana kelebeğindeki varlığının tespiti

için gerekli çalışmalar yapıldı. Tespit edilen mikrosporidium patojeni ile ilgili ayrıntılı

bilgi aşağıda verildi.

3.1. Pieris brassicae L.’ de Mikrospor Enfeksiyonunun Belirlenmesi

Söz konusu bu çalışmada, büyük lahana kelebeğinde doğal enfeksiyon oluşturan bir

mikrosporidium türünün tespiti ve karakterizasyonu için ışık ve elektron mikroskobu

çalışmalarının yanı sıra, yine büyük lahana kelebeğinde enfeksiyon oluşturan bilinen diğer

mikrospor türleri ile karşılaştırma yapabilmek için filogenetik çalışmalarda

gerçekleştirilmiştir.

3.1.1. Mikrospor Enfeksiyonunun Makroskobik Görünümü

Mikrospor enfeksiyonunun konağı üzerinde makroskobik olarak gözlenebilen birkaç

semptom mevcuttur. Bu belirtiler arasında aşırı genişlemiş vücut kısımları, deride renk

değişimi, hareket yeteneğinde azalma, iştahsızlık, kütikül üzerinde belirgin leke benzeri

renklenmeler ve larvaların instar değişimlerindeki anormallikler sayılabilir. Ayrıca dişi

böceklerin yumurtlama veriminde azalmanın gerçekleştiği de bilinmektedir (Joudrey ve

Bjørnson, 2007). Her ne kadar şüphelenilen enfeksiyonun belirlenmesinde makroskobik

bulgular önemli olsa da, kesin yargıya varabilmek için mikroskobik düzeydeki bulguların

önemi büyüktür.
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3.1.2. Mikrospor Enfeksiyonunun Mikroskobik Olarak Belirlenmesi

Bu tez çalışmasında, tespit edilen mikrospor patojeninin mikroskobik olarak

incelemeleri; ışık mikroskobu çalışmaları ile direkt olarak dokunun incelenmesi,

enfeksiyon belirtisi gösteren numunelerin Giemsa boyama teknikleri ile incelenmesi ve

tespit edilen enfeksiyonun elektron mikroskobu (TEM) incelenmesi şeklinde

gerçekleştirilmiştir. Tespit edilen mikrospor patojeni, önce ışık mikroskobu altında

incelendi. Taze preparatlardaki mikrospor patojeninin karakteristik hayat safhası olan ve

ışığı farklı açıdan kıran sporlar incelenmiştir. Daha sonra entomopatojenlerin detaylı bir

şekilde ele alınmasında yaygın olarak kullanılan Giemsa boyama tekniği ile spor yapıları

tekrar incelenmiş ve mikrospor varlığı teyit edilmiştir. TEM çalışmaları ile mikrospor

patojeninin ultrastrüktürel yapısı ortaya çıkarılmış ve karakteristik özelliklerinin

belirlenmesi açısından detaylı olarak irdelenmiştir. Bu çalışmalar sayesinde tür tespiti

sağlanmıştır.

3.1.2.1. Işık Mikroskobu Çalışmaları ile Mikrospor Enfeksiyonunun
Belirlenmesi

Işık mikroskobu çalışmalarında incelenmek üzere diseksiyonu yapılan örneklerde

mikrospor patojenine ait önemli hayat safhaları dikkatli şekilde tespit edilmeye

çalışılmıştır. Doğrudan taze dokuların incelenmesi sırasında, mikrospor enfeksiyonunun

bulunduğu dokulardaki morfolojik farklılıklar, normal dokular ile karşılaştırılarak

enfeksiyon varlığı saptanmıştır. Taze preparatlarda konağın dokularında gerçekleşen

tahribat gözlemlenmiştir. Işık mikroskobu çalışmaları sonucunda mikrospor

enfeksiyonunun böceğin bağırsak dokusunda enfeksiyon yaptığı belirlenmiştir (Şekil 3).

Özel kamera ve resim sistemlerine sahip mikroskop kullanılarak, daha önce ışık

mikroskobunda tespit edilen mikrosporların enfekte ettiği dokular fotoğraflanmış ve

sporlarının ölçümü yapılmıştır.
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Şekil 3. Mikrospor sporları ile enfekte olmuş P. brassicae bağırsağı. A ve B:
Mikrospor sporları ile dolu böcek bağırsağı, 40X’lik büyütme, bar: 30 µm;
C ve D: Mikrospor sporları, 100X’lik büyütme, bar: 10 µm

Mikrospor patojeninin karakteristik özelliklerini taşıyan sporlar ışığı farklı şekilde

kırmaları, aynı boyut ve şekle sahip olmaları ile konakçının diğer dokularından ayırt

edilmektedir. Taze praperatlarda ışık mikroskobu ile tespit edilen patojenin sporları 5,29 ±

0,55 (3,71 – 7,26; n = 250) µm boyunda ve 2,31 ± 0,30 (1,65 – 3,30; n = 250) µm

enindedir. Böceklerde enfeksiyona neden olan entomopatojenler ışık mikroskobu altında

morfolojik olarak birbirlerine benzemektedir. Çeşitli patojen türleri farklı özellikteki

yapılarının varlığı ile karakterize edilebilmektedir. Özellikle birçok mantar türü morfolojik

yapıları ile mikrospor patojeninin karakteristik spor safhasına benzerlik göstermektedir.

Işık mikroskobu çalışmalarında patojenlerinin neden olabileceği karışıklığı gidermek ve
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mikrospor patojenini diğer dokulardan ve patojenlerden ayırt edebilmek için çeşitli boyama

teknikleri kullanılmaktadır. Entomopatojenlerin tespitinde yaygın olarak kullanılan Giemsa

boyası ile preparatlar boyanarak mikrospor patojeninin karakteristik safhası olan sporlar ile

hayat döngüsündeki diğer meront, sporont ve sporoblast gibi karakteristik öneme sahip

safhalar boyanarak tespit edildi (Şekil 4, 5, 6, 7). Giemsa boyama metodu ile enfeksiyon

kapmış böcek dokularında mikrospor enfeksiyonu teyit edildi.

Giemsa ile boyanan numunelerde çift çekirdekli sporlar, kalın spor duvarları nedeni

ile renksiz veya oldukça açık renkte, sporun posterior kutbu, farklı bir renkte, tanecikler

şeklinde göze çarpan Golgi aygıtının kalıntıları da koyu mavi renkte boyandı. Hayat

safhasının diğer önemli safhalarında sitoplazmanın belirgin mavi renkte, çekirdeklerin

koyu mor renkte boyandığı gözlemlendi.

Mikrospor patojeninin tanımlanmasında karakteristik safhası spor safhasıdır. Sporlar

oval şekillidir (Şekil 5). Giemsa ile boyama işleminden sonra mikrospor patojeninine ait

sporlar tekrar ölçüldü, ölçümler sonrasında sporların boyu 4,21 ± 0,50 (3,13 – 5,47; n = 50)

µm, eni ise 1,91 ± 0,24 (1,31 – 2,45; n = 50) µm olarak tespit edildi.
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Şekil 4. Giemsa boyalı böcek dokusu, mikrospor sporları ve çeşitli hayat safhaları,
bar; 20 µm

Tespit edilen mikrospor patojenine ait ilk hayat safhası meront safhasıdır. Giemsa ile

boyanan numunelerde bulunan merontların sitoplazması kısmen mavi renkte, nukleuslar

ise belirgin mor renkte boyanmıştır. Tek bir diplokaryona sahip merontlar küresel veya

oval şekillidir (Şekil 5). Küre şeklindeki merontlar 3,68 ± 0,73 (2,89 – 4,78; n = 8) x 3,32 ±

1,09 (2,13 – 4,97; n = 8) µm ölçülürken, oval merontlar 4,04 ± 0,74 (3,02 – 6,32; n = 30) x

2,63 ± 0,49 (1,66 – 4,09; n = 30) µm olarak ölçüldü.
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Şekil 5. Mikrospor hayat döngüsünün karakteristik meront safhası, A: Küresel
meront, bar: 3 µm, B: Oval meront, bar: 2 µm.

Mikrospor patojeninin merontları birçok bölünme geçirerek sporontları meydana

getirir. Giemsa ile boyanan sporontların sitoplazmaları, merontlara oranla daha açık mavi

renkte, çekirdekleri ise mor renkte boyandı. Sporontlar küresel şekilden uzamış şekle

değişen yapıdadır (Şekil 6). Boyalı numunelerde gözlemlenen sporontlar 4,52 ± 0,48 (3,46

– 5,62; n = 60) x 2,16 ± 0,27 (1,65 – 3,38; n = 60) µm ölçülerine sahiptir. Diplokaryotik

sporlar sporoblastları oluşturmak için tek bir bölünme geçirirler (Şekil 6).
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Şekil 6. P. brassicae’de tespit edilen mikrospor patojenine ait sporont safhası, bar: 2
µm

Olgun sporları oluşturacak olan sporoblast safhası, mikrosporun hayat döngüsünün

son vejetatif safhasıdır. Giemsa ile boyandıktan sonra sporoblastların sitoplazmaları çok

açık mavi, nukleusları açık mor renkte gözlemlendi. Tespit edilen diplokaryotik

sporoblastlar uzamış şekildedir. Giemsa boyalı numunelerde sporoblastlar 4,67 ± 0,60

(3,48 – 5,98; n = 35) x 2,30 ± 0,30 (1,85 – 2,94; n = 35) µm boyutlarında ölçüldü (Şekil 7).
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Şekil 7. P. brassicae’de tespit edilen mikrospor patojenine ait diplokaryotik
sporoblast safhası, bar: 7 µm

3.1.2.2 Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile Mikrospor Patojeninin
İncelenmesi

Yukarıda bahsedildiği gibi büyük lahana kelebeği larvalarında hastalık oluşturan

patojenin ışık ve giemsa boyalı incelemeleri sonrası patojenin mikrospor olduğu tespit

edilmiştir. Mikrospor patojenlerinin tür düzeyinde sınıflandırılmasında ultrastrüktürel

yapılar büyük önem arz etmektedir. Bu nedenle büyük lahana kelebeği larvalarında tespit

edilen mikrosporun tür düzeyinde teşhisi için TEM çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Bu

çalışmalar sonucunda mikrosporların tür düzeyinde sınıflandırılmalarında kullanılan ve

yaygın şekilde kabul gören spor şekli, polar filament sayısı, çekirdek sayısı, spor duvarı
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kalınlığı gibi bu mikrospora ait çeşitli özellikler TEM’ de resmedilerek teyit edilmiştir

(Şekil 8, 9, 10). Bu tez çalışmasında büyük lahana kelebeği larvalarında hastalık oluşturan

mikrospor patojeninin Nosema cinsine ait yeni bir tür olduğu tespit edilmiştir.

Mikrospor enfeksiyonlarının teşhisinde ve tür tanımlamalarında kullanılan

karakteristik safha spor safhasıdır (Şekil 8).

Şekil 8. P. brassicae’de tespit edilen diplokaryotik mikrospor sporları, A; boyuna
kesit, B; enine kesit, pf: polar filament, n: çekirdek, pv: posterior vakuol,
bar; 800 nm

Günümüzde mikrosporların sınıflandırılmasında; spor şeklinin yanı sıra; çekirdek

sayısı, spor duvarı kalınlığı, polar filament sayısı, polar filament çapı, polaroplast şekli,
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spor büyüklüğü ve hayat döngüsü gibi farklı sistematik karakterler önem arz etmektedir

(Larsson, 1986) (Şekil 9, 10, 11).

Şekil 9. P. brassicae’de belirlenen diplokaryotik mikrospor, n: Çekirdek, bar 250 nm
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Şekil 10 Mikrospor sporlarında polaroplast ve anchoring disc yapıları, pp1; ince
lamellar tip polaroplast, pp2; kalın lamellar tip polaroplast, ad; anchoring
disc yapısı, bar: 200 nm
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Şekil 11. Tespit edilen mikrospor patojenin de ekzospor, endospor, plazma zarı ve
polar filament yapıları; ex: Ekzospor, en: Endospor, p: Plazma zarı, pf:
Polar filament, bar: 200 nm

3.2. P. brassicae L. Larvalarında Tespit Edilen Mikrospor Patojeni Üzerinde
Yapılan Moleküler Çalışmalar

Büyük lahana kelebeği larvalarında tespit edilen mikrospor patojenine ait sporlar

üzerinde DNA izolasyonu ve rDNA amplifikasyonu işlemleri gerçekleştirildi. Bu işlemler

sonucunda elde edilen rDNA’ nın varlığının tespiti ve büyüklüğünün hesaplanabilmesi için

etidyum bromür (EtBr) ilave edilmiş % 0,9’ luk agaroz jelde yürütüldü. Elde edilen PZR

ürününün büyüklüğü hesaplanırken, 100 baz çiftinden (bp) başlayıp 10 kilo baza (kb)

varan 16 bantlık bir skala oluşturan DNA ladder kullanıldı. Yürütme işleminin sonunda
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elde edilen sonuçlar UV transilliminatörde görüntülendi ve tez konusu olan mikrospor

patojenine ait rDNA’ nın 1000 bp ile 1500 bp arasında bir büyüklüğe sahip olduğu

belirlendi (Şekil 12).

Şekil 12. P. brassicae’de belirlenen mikrospor patojenine ait
rDNA’nın agaroz jel görüntüsü; A: 16 bantlık DNA
ladder, B: Mikrospor patojenine ait rDNA

Tespit edilen mikrospor patojenini diğer mikrosporlarla kıyaslamak için baz dizin

analizleri gerçekleştirilmiştir. Bu analizler PZR ürünlerini Macrogen Inc. firmasına

doğrudan okutularak gerçekleştirildi. Bu işlem için elde edilen PZR ürünlerinden 30 µl

hacminde alınarak örnek başına 2’şer µl 18F ve 1537R primerleri ile beraber
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gönderilmiştir. Çalışmayı gerçekleştiren firma PZR ürününü kalıp olarak kullanarak 18F

ve 1537R primerleri vasıtası ile rDNA’ nın ssrRNA geninde bulunan V4 bölgesindeki

kısmı baz dizilimini elde etmiştir (EK-1). Elde edilen kısmı baz dizilimi 1167 bp’lik bir

dizidir. Tespit edilen baz dizilimindeki % G+C içeriği Fast PCR programı kullanılarak %

36,5 olarak belirlendi.

Baz dizin analiz sonucu, NCBI (National Center for Biotechnology Information)

BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool) internet ara yüzü kullanılarak

GenBank’taki verilerle karşılaştırıldı ve sonuçlar değerlendirildi (Tablo 2).
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Tablo 2. Filogenetik analizlerde kullanılan SSU rRNA baz dizileri

Kabul Kodu Organizma Adı Konak Takım Familya

AF426104 Nosema carpocapsae Cydia pomonella Lepidoptera Tortricidae

EU260046 Endoreticulatus sp. CHW-
2008 Austria

Thaumetopoea
processionea Lepidoptera Thaumetopoeidae

L39109 Endoreticulatus schubergi H. sapiens Primates Hominidae
AY009115 Endoreticulatus bombycis B. mori Lepidoptera Bombycidae

AY502944 Endoreticulatus sp. CHW-
2004 Taiwan Ocinara lida Lepidoptera Bombycidae

AJ011833 Nosema granulosis Gammarus
duebeni Amphipoda Gammaridae

DQ073396 Nosema antheraeae Antheraea pernyi Lepidoptera Saturniidae

FJ767862 Nosema philosamiae Philosamia
cynthia Lepidoptera Saturniidae

D85502 Vairimorpha sp. NIS-M12 B. mori Lepidoptera Bombycidae

Y00266 Vairimorpha necatrix Psuedaletia
unipuncta Lepidoptera Noctuidae

U27359 Nosema oulemae Oulema
melanopus Coleoptera Chrysomelidae

D85501 Nosema sp. NIS-M11 B. mori Lepidoptera Bombycidae
DQ486027 Nosema ceranae Apis cerana Hymenoptera Apidae
AF033315 Vairimorpha lymantriae Lymantria dispar Lepidoptera Lymantriidae
AF033316 Nosema portugal Lymantria dispar Lepidoptera Lymantriidae

EU219086 Nosema thomsoni Choristoneura
conflictana Lepidoptera Tortricidae

AY008373 Nosema bombi Bombus terrestris Hymenoptera Apidae
U97150 Nosema apis Apis mellifera Hymenoptera Apidae

AJ252955 Pleistophora ovariae Notemigonus
crysoleucas Cypriniformes Cyprinidae

AJ252956 Pleistophora typicalis Myoxocephalus
scorpius Scorpaeniformes Cottidae

D85500 Pleistophora sp. Sd-Nu-
IW8201 B. mori Lepidoptera Bombycidae

AJ131646 Vairimorpha imperfecta Plutella xylostella Lepidoptera Plutellidae
AY960987 Nosema plutellae Plutella xylostella Lepidoptera Plutellidae
AF240350 Nosema sp. B. mori Lepidoptera Bombycidae
AF485270 uncultured Nosema Pieris rapae Lepidoptera Pieridae
AF240354 Nosema sp. Pieris rapae Lepidoptera Pieridae
D85503 Nosema bombycis B. mori Lepidoptera Bombycidae

AY259631 Nosema bombycis Helicoverpa
armigera Lepidoptera Noctuidae

AY747307 Nosema spodopterae Spodoptera litura Lepidoptera Noctuidae
AY383655 Nosema sp. C01 Pieris rapae Lepidoptera Pieridae
AJ131645 Vairimorpha imperfecta Plutella xylostella Lepidoptera Plutellidae
AF240351 Nosema sp. B. mori Lepidoptera Bombycidae
M12676 Tryponosoma brucei Glossina sp. Diptera Glossinidae
L39114 Vairimorpha sp. B. mori Lepidoptera Bombycidae
U09282 Nosema trichoplusia Trichoplusia ni Lepidoptera Noctuidae
AF141129 Vairimorpha lymantriae Lymantria dispar Lepidoptera Lymantriidae
HQ399665 Nosema sp. Pieris rapae Lepidoptera Pieridae
------------ Nosema sp. (Bu Çalışmada) Pieris brassicae Lepidoptera Pieridae
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Bu çalışmada büyük lahana kelebeğinde tespit edilen mikrospor patojeninin baz

diziliminin yanı sıra, çoğu Lepidoptera takımında doğal enfeksiyona neden olan mikrospor

türleri ve biri analizlerde dış grup olacak şekilde toplamda 38 farklı veri kullanıldı. MEGA

5.0 programı kullanılarak bu verilerle MaximumLikelihood ağaç topolojisi elde edildi.

MaksimumLikelihood ağaç topolojisi oluşturulurken dış grup olarak Trypanosoma brucei

türü kullanıldı. MEGA 5.0 programı yardımıyla yapılan MaksimumLikelihood analizi

sonucuna bakıldığında analizi yapılan verilerin tümünün 2 ana grup altında toplandığı

görülmektedir (Şekil 13). Ayrıca GenBank’tan elde edilen verilerle tez konusu olan

mikrosporidium türünün ssrDNA’sına ait baz dizisi, Pairwase distance analizi Kimura-2

modeline göre hesaplanarak türler arasındaki baz farklılıkları da belirlenmiştir (EK - 2)

.
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Şekil 13. MEGA 5.0 programı ile yapılmış MaximumLikelihood analizi; renkli
figürler analiz için kullanılan verilerin enfeksiyon meydana getirdikleri
familya düzeyinde konaklarını göstermektedir.



4. TARTIŞMA

Bu yüksek lisans tezinde dünyada ve Türkiye’de tarım alanlarında üretilen lahana

türleri üzerinde büyük zararlara neden olan büyük lahana kelebeği; P. brassicae’de

enfeksiyon yapan mikrosporidium patojenlerinin varlığı çalışılmıştır. Paillot (1918), ilk

defa söz konusu zararlıda doğal yolla enfeksiyon oluşturan Nosema cinsine ait bir

mikrosporidium türü teşhis etmiştir (Nosema mesnili). Günümüze kadar büyük lahana

kelebeği üzerinde doğal enfeksiyona neden olan üç adet mikrosporidium türü tespit

edilmiştir (Malone ve Mcivor, 1996). Söz konusu bu çalışmada, varlığı belirlenen

mikrosporidium patojeninin tespiti ve karakterizasyonu için ışık, elektron mikroskobu ve

moleküler çalışmalar gerçekleştirilmiştir.

Giemsa boyama ve elektron mikroskobu çalışmaları neticesinde, gerek hayat

döngüsü gerekse ultrastrüktürel özellikleri dikkate alındığında bu mikrosporodium

patojeninin Nosema cinsine ait olduğu belirlenmiştir (Lipa, 1968). Bu tez çalışması

süresince büyük lahana kelebeğinde kaydedilen patojen; diplokaryotik safhaların varlığı,

homojen ekzospor, spor duvarı kalınlığı ve spor kesesinin bulunmayışı gibi Nosema

cinsinin tipik özelliklerine sahiptir (Larsson, 1986, 1988, 1999). Birçok Nosema türünün

ultrastrüktürel yapısı tanımlanmıştır (Sato vd., 1982, Avery ve Anthony, 1983, Toguebaye

ve Marchand, 1984, Toguebaye ve Marchand, 1986, Toguebaye ve Bouix, 1989, Canning

ve Vávra, 2000, Yaman ve Radek, 2003, Yaman vd., 2005a, b, Yaman vd., 2008). Bu

çalışmalar, Nosema cinsinin tanımlanmasında faydalı bilgiler sağlamaktadır. Nosema

sporlarının ultrastrüktürel özellikleri Sato vd. (1982) ve Canning ve Vávra (2000)

tarafından belirlenmiştir.

Günümüze kadar büyük lahana kelebeğinde Nosema cinsine ait kaydedilen tek tür

(Nosema mesnili) Paillot (1918) tarafından, büyük lahana kelebeğinin Malpigi tüpleri, yağ

dokusu, ipek bezleri ve kan hücreleri gibi farklı dokularında ışık mikroskopisi ile tespit

edilmiştir. Daha sonraki yıllarda yapılan çalışmalar, büyük lahana kelebeğini doğal yollarla

enfekte eden Endoreticulatus ve Thelohania cinslerine ait iki yeni mikrospor türünün

varlığını ortaya koymuştur (Paillot, 1924, Veber, 1956). Söz konusu bu iki cinse ait

mikrospor türleri; sporlarının monokaryotik olmalarının yanı sıra gerek enfekte ettikleri

dokularla gerekse hayat döngüleri ile Nosema cinsinden bariz olarak farklar taşımaktadır

(Undeen ve Vavra, 1997). Choi vd. (2002)’ne göre, Pieris cinsi üzerinde doğal olarak
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enfeksiyona neden olan beş farklı mikrospor türü kaydedilmiştir. Yapılan bu tez çalışması

ile birlikte büyük lahana kelebeği üzerinde tespit edilen mikrospor patojeninin bahsi geçen

mikrospor türleri ile karşılaştırıldığında bariz farklara sahip olduğu aşikardır. Günümüze

kadar Pieris cinsinde doğal enfeksiyon oluşturan mikrospor türleri Tablo 3’de listelendi.

Tablo 3’de görüldüğü gibi Pieris cinsinde kaydedilen mikrospor türlerinden biri olan

Microsporidium (Thelohania) mesnili’nin spor boyutu 2,5-3,5 x 1,5-2 µm, Pleistophora

schubergi aporiae 2 x 1,5 µm, Thelohania sp. 5,6-6,8 x 3,1-3,8 µm, (Serbest spor) 3,8 x

1,8 µm, Vairimorpha sp (Oktosporlar) 3,1 x 1,9 µm, (Makrosporlar) 8,0 x 2,1 µm, Nosema

(Perezia) mesnili 3-4 x 1,5-2 µm ve bizim izolatımız (Bu çalışma) 4,21 (3,13 – 5,47) ×

1,91 (1,31 – 2,45) µm olarak kaydedildi. Bu türlerin enfekte ettikleri Pieris türlerine

bakıldığında ise Microsporidium (Thelohania) mesnili; P. brassicae, Pleistophora

schubergi aporiae; P. brassicae P. rapae, Thelohania sp.; P. rapae, Vairimorpha sp.; P.

rapae, Nosema (Perezia) mesnili; P. brassicae görülmektedir.

Tablo 3’de görüldüğü gibi bu çalışmada tespit edilen mikrospor türü belirgin

şekilde büyük lahana kelebeğinde tespit edilen diğer mikrosporidium türlerinden spor

morfolojisi olarak farklılık göstermektedir. Spor büyüklüğü açısından bu çalışmada tespit

edilen mikrospor türü Thelohania sp. ve Vairimorpha sp.’nin makrosporlarından daha

küçük olup, Nosema cinsine ait olan Nosema mesnili’den bariz şekilde büyüktür.



Tablo 3. Pieris Cinsinde Kaydedilen Mikrospor Türleri

Mikrospor Türü Spor Ölçüsü Konak Referans

Microsporidium (Thelohania) mesnili 2,5-3,5 x 1,5-2 µm P. brassicae Paillot (1924)

Pleistophora schubergi aporiae 2 x 1,5 µm
P. brassicae

P. rapae
Veber (1956)
Issi (1969)

Thelohania sp.
5,6-6,8 x 3,1-3,8 µm
3,8 x 1,8 µm
(Serbest spor)

P. rapae Laigo ve Paschke (1966)

Vairimorpha sp 3,1 x 1,9 µm (Oktosporlar)
8,0 x 2,1 µm (Makrosporlar)

P. rapae Malone ve Mecivor
(1996)

Nosema (Perezia) mesnili 3-4 x 1,5-2 µm P. brassicae Paillot (1918)

Nosema sp.
(Bu Çalışma)

4,21 (3,13 – 5,47) × 1,91
(1,31 – 2,45) µm

P. brassicae Bu Çalışma (2012)

34
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Paillot (1918) tarafından Nosema mesnili sporları üzerinde ışık mikroskopu ile

yapılan tanımlama ve karekterizasyon işlemleri elektron mikroskopisinin gelişimi ile

yeterliliğini kaybetmiştir. Daha önce spor morfolojisini esas alan ve ultrastrüktürel

detayları açıklanmamış mikrosporidium tanımlamaları çoğu zaman yeni tür açısından

gereksiz bir çalışma olarak sonuçlanmıştır (Malone ve Mcivor, 1995). Günümüzde

mikrosporların sınıflandırılmasında; spor şekli, spor duvarı kalınlığı, polar filament sayısı,

polar filament çapı, polaroplast şekli, spor büyüklüğü ve hayat döngüsü gibi farklı

sistematik karakterler önem arz etmektedir (Larsson, 1986). Bu sistematik karakterler

doğrultusunda, tez konusu olarak üzerinde çalışılan mikrospor patojeninden elde edilen

sonuçlar ve Nosema mesnili’ nin bazı karakteristik özellikleri Tablo 4’ de özetlenmiştir.

Tablo 4. Tespit edilen Nosema sp. (Bu çalışmada) ve Nosema mesnili’nin ultrastrüktürel
karakterlerinin karşılaştırılması

Nosema mesnili

(Paillot 1918)

Nosema sp.

(Bu Çalışmada 2012)

Enfekte Organlar
Malpigi tüpleri, İpek
bezi, Yağ dokusu,
Kan hücresi

Bağırsak

Spor Şekli
Dikdörtgen veya
Oval

Oval

Spor Boyutu 3-4 × 1,5 - 2 µm
4,21 (3,13 – 5,47) ×

1,91 (1,31 – 2,45) µm

U
ltr

as
trü

kt
ür

el
K

ar
ak

te
rle

r

Spor duvarı kalınlığı 107 – 138 nm 100 - 125 nm
Polar filament 11 6
Polar filament Çapı 54 – 69 nm 57 - 71 nm
Polaroplast Lamellar - Vesiküler Lamellar
Çekirdek Diplokaryotik Diplokaryotik

Nosema mesnili sporları üzerinde ilk ultrastrüktürel çalışma ise 1995 yılında Cheung

ve Wang tarafından gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmaya göre N. mesnili sporları böceğin

Malpigi tüplerini, ipek bezlerini, bağırsak, kan hücreleri ve yağ dokusunu enfekte ederken,

spor ölçüleri 3 - 4 x 1,5 - 2 µm ve polar filament sayısı 11 olarak belirlenmiştir. Bu tez

çalışmasında bahsi geçen mikrospor patojeninin ultrastrüktürel özelliklerine bakıldığında
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ise; bu patojenin spor ölçüleri 4,21 ± 0,50 (3,13 – 5,47; n = 50) x 1,91 ± 0,24 (1,31 – 2,45;

n = 50) µm ve polar filament sayısı 6 olarak kaydedildi. Nosema mesnili’de polaroplast

şekli lamellar veya vesiküler şekillerde olabilirken bu çalışmadaki mikrospor patojeninde

sadece lamellar tipte polaroplast kaydedildi. Ultrastrüktürel yapıların yanında spor şekli ve

spor boyutu mikrosporların sınıflandırılmasında büyük önem taşımaktadır (Larsson, 1986).

Nosema mesnili ve tez konusu olan mikrospor patojenini bu kritere göre

değerlendirdiğimizde; N. mesnili sporları dikdörtgenimsi ya da oval ve spor boyutu 3-4 ×

1,5 - 2 µm iken, tespit edilen mikrospor patojeninin spor şekli oval ve spor boyutu 4,21 ±

0,50 (3,13 – 5,47; n = 50) x 1,91 ± 0,24 (1,31 – 2,45; n = 50) µm’dir. Mikrosporların

sınıflandırılmasında bu kriterlerin dışında enfekte edilen doku ve üzerinde enfeksiyon

gerçekleştirilen konak türü de mikrosporların sınıflandırılmasında kullanılmaktadır

(Sprague vd., 1982). P. brassicae üzerinde doğal olarak enfeksiyon oluşturan N. mesnili;

böceğin Malpigi tüpleri, ipek bezleri, kan hücreleri ve yağ dokusunu enfekte ederken; tez

konusu olan mikrospor bu böceğin yalnızca bağırsak dokusunu enfekte etmektedir.

Mikrosporları sınıflandırmada kullanılan önemli bir taksonomik karakter de polar filament

çapı ve spor duvarı kalınlığıdır (Larsson, 1986). Bu karakterler üzerinden yapılan

incelemede söz konusu mikrospor patojeninin polar filament çapı 57 – 71 nm arasında

değişirken, spor duvarı kalınlığı 100 – 125 nm’dir. Nosema mesnili’nin resimden yapılan

ölçümlerinde ise polar filament çapı 54 – 69 nm, spor duvarı kalınlığı ise 107 – 138

nm’dir.

Ultrastrüktürel çalışmaların yanı sıra bu patojenin tanımlanmasında moleküler

çalışmalarda kullanılmıştır. Yapılan moleküler çalışmalar sırası ile DNA izolasyonu,

rDNA amplifikasyonu ve baz dizin analizleri olarak gruplandırılabilir. Amplifikasyonu

gerçekleştirilen rDNA’nın ssrRNA genine ait kısmi baz dizisi büyüklüğü 1167 bp olarak

tespit edildi. Pieris türlerinde tespit edilen Nosema cinsine ait diğer mikrospor

patojenlerine ait baz dizisi büyüklükleri ise; Nosema sp. C01 3779 bp, Nosema sp. 1205

bp, Nosema sp. 1080 bp ve Nosema sp. 3750 bp olarak belirlenmiştir (Choi vd., 2002,

2004; Wang vd., 2001; Xu vd., 2010).

Mikrosporları tür düzeyinde birbirleri ile karşılaştırmada ssrRNA geninin V4

bölgesindeki nükleotid dizilerinin kıyaslanması yaygın şekilde kabul gören bir taksonomik

parametredir (Malone vd., 1994). Eubakteriler gibi mikrosporlar dışındaki diğer organizma

guruplarında ssrRNA genindeki nükleotid dizileri türden türe bir veya iki nükleotidlik

farklar gösterirken, mikrosporlarda büyük farklar göstermektedir (Dams vd., 1988; Barry
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vd., 1990). Mikrospor türleri arasındaki ssrRNA geni açısından bu büyük farklılığın nedeni

ise çok sayıda hayvan türü üzerinde zorunlu parazit olarak evrimleşmelerinden dolayı

kaynaklandığı düşünülmektedir (Vossbrinck vd., 1987).

Moleküler teknikler kullanılarak yapılan son çalışmalarda elde edilen baz

dizilimlerindeki % G+C içeriği mikrosporları cins düzeyinde birbirinden ayırmada

kullanılmaktadır. Örneğin 2010 yılında yapılan bir çalışmaya göre; Nosema türlerinde

ssrRNA genindeki G+C içeriği % 33,93 – 38,73 iken, bu oran Endoreticulatus türlerinde

% 50,96 – 51,12’dir (Dong vd., 2010). Fast PCR programı kullanılarak büyük lahana

kelebeğinde tespit edilen ve tez çalışma konusu olan mikrospor da % G+C içeriği ise %

36,5 olarak tespit edildi. Belirlenen % G+C içeriği, tez konusu olan mikrosporidium

türünün, gerek morfolojik gerekse hayat döngüsü gibi moleküler yönden yapılan

incelemeler de Nosema cinsine ait olduğunu tekrardan teyit etmiştir. Bunun yanında %

G+C içeriği aynı cins içerisinde bulunan mikrosporidium türleri arasında da farklılık

göstermektedir. Örneğin N. fumiferanae % 34,55, Nosema sp. CPP % 34,6, Nosema sp. CO

% 34,68, N. disstriae % 34,17 ve Nosema thomsoni’de % 36,79 olarak belirlenmiştir

(Kyeı-Poku vd., 2008).

Bu çalışmada büyük lahana kelebeğinde tespit edilen mikrospor patojeninin baz

diziliminin yanı sıra, çoğu Lepidoptera takımında doğal enfeksiyona neden olan mikrospor

türleri ve biri analizlerde dış grup olacak şekilde toplamda 38 farklı veri kullanıldı. MEGA

5.0 programı kullanılarak bu verilerle MaksimumLikelihood ağaç topolojisi elde edildi.

MaksimumLikelihood ağaç topolojisi oluşturulurken Kimura-2 modeli uygulandı ve dış

grup olarak Trypanosoma brucei türü kullanıldı. MEGA 5.0 programı yardımıyla yapılan

MaksimumLikelihood analizi sonucuna bakıldığında analizi yapılan verilerin tümünün 2

ana grup altında toplandığı görülmektedir. Analiz sonucuna göre tez konusu olan

mikrosporidium türü, Pieridae familyasında enfeksiyon oluşturan diğer mikrosporidium

türlerinden ayrılarak Tortricidae familyasında enfeksiyon oluşturan Nosema thomsoni’ye

%91’lik bootstrap değeri ile yakın bağlanmıştır. Ayrıca analizi gerçekleştirilen 38 türün 5’i

Pieridae familyasında enfeksiyon oluşturmasına rağmen her biri, farklı familyalarda

enfeksiyon oluşturan mikrosporidium türleri ile gruplar meydana getirmiştir.

Tez konusu olan mikrosporidiumdan elde edilen 1167 bp’lik baz dizisi en yakın tür

olan Nosema thomsoni’nin baz dizisinden 6 baz farklıdır. Bu bazların 3’ü delesyon diğer

3’ü ise baz substitisyonu olarak belirlendi. Kimura-2 modeline göre yapılan Pairwase

distance analizine göre ise tez konusu olan mikrosporidium ve Nosema thomsoni
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arasındaki baz farklılığı ise % 0,2 olarak tespit edildi. Baz farklılığı açısından % 44,4 gibi

bir oranla Pleistophora typicalis tez konusu olan mikrosporidium türüne en uzak türdür.

Moleküler analizler sonucunda tez konusu olan mikrosporidiuma en yakın tür olan

Nosema thomsoni; Populus tremuloides (titrek kavak) üzerinde zarar meydana getiren ve

Amerika kıtasına özgü olan büyük kavak yaprak bükeni (Choristoneura conflictana;

Lepidoptera: Tortricidae) üzerinde doğal olarak enfeksiyon oluşturmaktadır (Wilson ve

Burke, 1971). Tez konusu olan mikrosporidium ise büyük lahana kelebeği (Pieris

brassicae L., Lepidoptera: Pieridae)’nde belirlendi. Böcekleri enfekte eden

mikrosporidium türlerinin sınıflandırılmasında enfekte edilen konak türü ilk ve başlıbaşına

yeterli bir taksonomik karakter olarak kullanılmaktadır (Sprague vd., 1992). Moleküler

açıdan Nosema thomsoni ve tez konusu olan mikrosporidium türü birbirine yakınlık

göstersede enfekte edilen konak türlerinin farklılığından dolayı tamamen birbirinden farklı

türlerdir.

Sonuç olarak; ışık, elektron mikroskobu ve moleküler çalışmalardan elde edilen tüm

veriler, bu tez çalışmasında tanımlanan mikrosporidium patojeninin yeni bir tür olduğunu

göstermektedir. Nosema cinsine dahil olan bu yeni protistin ismi konağına atfedilerek

isimlendirilmiştir.
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Nosema pieriae sp. n.

Sporlar: Oval, 4,21 (3,13 – 5,47) × 1,91 (1,31 – 2,45) µm, 6 polar filament, lamellar

tip polaroplast.

Enfekte doku: Bağırsak

Konak: Pieris brassicae L. (Lepidoptera: Pieridae)

Lokalite: Beşikdüzü (Trabzon), Türkiye.

Enfeksiyon oranı: İncelenen 30 larvadan 2’sinde bu patojen tespit edildi. Enfeksiyon

oranı % 6,6.

Tip örnek: Işık ve elektron mikroskobisi için numuneler Karadeniz Teknik

Üniversitesi, Biyoloji Bölümünde Zooloji-II laboratuarında (MÇPB-01) muhafaza

edilmektedir.

Etimoloji: Bu yeni protistin ismi konağına atfedilmiştir.



5. SONUÇLAR

Bu yüksek lisans tezi süresince elde edilen sonuçlar aşağıda maddeler halinde

verilmiştir.

1. Lepidoptera takımına ait olan büyük lahana kelebeği (Pieris brassicae Lep:

Peiridae) ile biyolojik mücadelede kullanılmak üzere doğal hastalık etmeni mikrospor

patojeninin varlığı araştırılmış ve 2011 yılının Haziran – Temmuz ayları arasında toplanan

larvalarda bir mikrosporidium patojenine rastlanmıştır.

2. Büyük lahana kelebeğinde tespit edilen mikrosporun morfolojik ve ultrastrüktürel

özellikleri, ışık mikroskobu, Giemsa boyama ve elektron mikroskobu (TEM) çalışmaları

ile belirlenmiş ve bu patojenin Nosema cinsine ait yeni bir tür olduğu saptanmıştır.

3. Tespit edilen mikrospor sporları üzerinde yapılan moleküler çalışmalarla bu

patojenin Nosema cinsine ait yeni bir tür olduğu teyit edilmiştir.

4. Giemsa boyama yöntemi ve elektron mikroskobu çalışmaları sonucunda elde edilen

hayat döngüsü safhaları ve ultrastrüktürel yapı bulguları ve moleküler çalışmalar Pieris

cinsinde tespit edilen bu mikrospor patojeninin diğer Nosema türlerinden farklı olduğunu

göstermiştir. Bu tez çalışması büyük lahana kelebeğinde (P. brassicae) tespit edilen

mikrospor patojeninin dünya ve Türkiye için ilk kaydıdır.

5. Arazi çalışmalarından elde edilen larvaların diseksiyonu sonucunda % 6,66’a varan

mikrospor enfeksiyon oranı belirlenmiştir.

6. Mikrospor patojeninin konak spesifitesinin yüksek olması, doğal hastalık oluşturup

çevreye ve diğer canlılara zarar vermeden, ekolojik dengeyi koruyarak yalnızca hedef

zararlı popülasyon yoğunluğunu azaltması, biyolojik mücadelede bu patojenlerin tercih

edilmesi gerektiğini ortaya koymaktadır.

Bu yüksek lisans tez çalışması ile Türkiye ve dünya için ilk kez büyük lahana

kelebeği (Pieris brassicae L.)’nde doğal hastalık oluşturan yeni bir mikrosporidium

patojeni tespit edilmekte, karakterizasyonu ve varlığı açıklanmaktadır.



6. ÖNERİLER

Alan zararlılarıyla mücadelede ülkemizde tamamen kimyasal ilaçlarla yapılmaktadır.

Kimyasalların hedef zararlı dışında, çevreye, doğadaki diğer yararlı canlılara ve insan

sağlığına olumsuz yöndeki etkileri endişe verici bir durumdur. İstenmeyen bu etkileri

ortadan kaldırmak ya da minimum seviyeye indirmek için alternatif mücadele yöntemleri

geliştirilmektedir. Çevreye duyarlı, yalnızca kontrol altına alınması ve etkisinin azaltılması

gereken zararlıya etki eden ve kalıntı sorunu gibi olumsuzluklar barındırmayan biyolojik

mücadele yöntemi, tercih edilmesi gereken yöntemlerin başında gelir. Bu yüksek lisans tez

çalışmaları sırasında tespit edilen Nosema cinsine ait bu patojeni, ülkemiz ve çeşitli dünya

ülkeleri için önemli bir besin kaynağı olan lahana (Brassicaceae) türü bitkilerinde çok ciddi

zararlara neden olan büyük lahana kelebeği (P. brassicae) ile mücadele de kimyasal

mücadeleye alternatif olarak kullanılmalıdır. Bu amaçla bu mikrosporidium patojeninin

kitle üretimi yapılıp patojenite testlerinden geçirildikten sonra tarımsal üretimle uğraşan

gerek çiftçilere gerekse tüzel kişilere ticari şekilde sunulabilir. Söz konusu patojenin

kullanılmasıyla zararlı ile biyolojik mücadele gerçekleştirilmiş ve aynı zamanda kimyasal

ilaçların çevreye ve canlılara verdiği zararlı etkilerin de önüne geçilmiş olacaktır. Dar bir

alanda sürdürülen arazi çalışmaları ile gerçekleşen bu tez çalışmasının kapsamı

geliştirilerek tüm Karadeniz Bölgesi’nde ve hatta Türkiye’de lahana yetiştiriciliği yapılan

bölgelerdeki zarar yapan böceklerde patojen varlığı araştırılabilir. Patojenin larva

gelişimine, beslenmeye ve yumurta bırakma gibi faaliyetlerine etkisi araştırılmalıdır.

Zararlının larva ve ergin formlarına bioassay deneyleri yapılarak söz konusu mikrospor

patojeninin patojenitesi ve konak üzerinde meydana getirdiği semptomlar tespit

edilmelidir. Ayrıca bu patojenin vertikal ve horizontal bulaşma potansiyelleri de

araştırılabilir. Aynı zamanda bu patojenin başta Pieridae familyası olmak üzere diğer

Lepidoptera takımına ait familya ve türlerde enfeksiyon gerçekleştirip gerçekleştirmediği

de çalışılabilecek konular arasındadır. Bu tez çalışmasının ülkemiz için ilk kayıt olması, bu

alanda yapılacak olan diğer çalışmalara kaynak olacaktır. Bu çalışma aracılığı ile sunulan

bilgiler kullanılarak diğer tarımsal zararlılarla mücadelede yeni patojenik ajanların tespiti

mümkün olabilir.
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8. EKLER

Ek 1. Tez Konusu Mikrosporidium Türünün rDNA’sına ait Kısmi Baz Sırası

AGATACCCATGCATGTTTTTGACATTTGAAAAATGGACTGCTCAGTAATACT
CACTTTATTTTATGTACATTTGAAATTAACTACGTTAAAGTGTAGATAAGAT
GTGTACAGTAAGAGTGAGACCTATCAGCTAGTTGTTAAGGTAATGGCTTAAC
AAGGCAGTGACGGGTAACGGTATTACTTTGTAATATTCCGGAGAAGGAGCCT
GAGAGACGGCTACTAAGTCTAAGGATTGCAGCAGGGGCGAAACTTGACCTAT
GGATTTTATCTGAGGCAGTTATGGGAAGTAATATTATATTGTTTCATATTTT
AAAAGTATATGAGGTGATTAATTGGAGGGCAAATCAAGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACTTGTTCCAAGAGTGTGTATGATGATTGATGCAGTTAAAAAGTCCG
TAGTTTATTTTTAAGAAGCAATTTGAGGTGTACTGTATAGTTGGGAGAGAGA
TGAAATGTGACGACCCTGACTGGACGAACAGAAGCGAAAGCTGTACACTTGT
ATGTATTTTTTGAACAAGGACGTAAGCTGGAGGAGCGAAGATGATTAGATAC
CATTGTAGTTCCAGCAGTAAACTATGCCGACGATGTGATATGAAGTTATTTG
TATTACATAATAGAAATTAGAGTTTTTTGGCTCTGGGGATAGTATGATCGCA
AGATTGAAAATTAAAGAAATTGACGGAAGAATACCACAAGGAGTGGATTGTG
CGGCTTAATTTGACTCAACGCGAGGTAACTTACCAATATTTTATTATTTTGA
GAGGATTTTTAATCTGAGAATGATAATAGTGGTGCATGGCCGTTTTCAATGG
ATGCTGTGAAGTTTTGATTAATTTCAACAAGACGTGAGACCCTTTTATATAG
ACAGACACAATCAGTGTAGGAAGGAAAGGATTAAAACAGGTCCGTTATGCCC
TCAGACATTTTGGGCTGCACGCGCAATACAATAGATATATGATCTTTATGGG
ATAATATTTTGTAAGAGATATTTGAACTTGGAATTGCTAGTAAATTTTATTA
AATAAGTAGAATTGAATGTGTCCCTGTTCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTA
TCTAAGATGATATATGTTGTGAAATTAGTGAAAACTACTTGAACAATATGTA
TAGATCTGATATAAGTCGTAACA
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Ek 2. rDNA’ya Göre Analizlerde Kullanılan Örneklerin Baz Farklılıkları

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
AY009115 Endoreticulatus bombycis
AY502944 Endoreticulatus sp. CHW-2004 Taiwan 0,002
L39109 Endoreticulatus schubergi 0,001 0,001
EU219086 Nosema thomsoni 0,404 0,404 0,402
U27359 Nosema oulemae 0,403 0,403 0,401 0,012
AY259631 Nosema bombycis 0,449 0,449 0,447 0,147 0,151
AY747307 Nosema spodopterae 0,449 0,449 0,447 0,147 0,151 0,000
AJ252955 Pleistophora ovariae 0,347 0,347 0,345 0,442 0,446 0,457 0,457
AJ252956 Pleistophora typicalis 0,344 0,344 0,342 0,441 0,444 0,449 0,449 0,053
AF426104 Nosema carpocapsae 0,408 0,408 0,406 0,010 0,007 0,153 0,153 0,446 0,446
AY383655 Nosema sp. C01 0,449 0,449 0,447 0,147 0,151 0,000 0,000 0,457 0,449 0,153
DQ073396 Nosema antheraeae 0,456 0,456 0,454 0,151 0,155 0,005 0,005 0,464 0,456 0,157 0,005
DQ486027 Nosema ceranae 0,410 0,410 0,407 0,015 0,017 0,156 0,156 0,449 0,455 0,020 0,156 0,160
AF240354 Nosema sp. 0,461 0,461 0,458 0,154 0,159 0,006 0,006 0,464 0,456 0,160 0,006 0,011 0,163
D85502 Vairimorpha sp. NIS-M12 0,414 0,414 0,412 0,016 0,015 0,154 0,154 0,446 0,446 0,010 0,154 0,158 0,026 0,162
D85501 Nosema sp. NIS-M11 0,404 0,404 0,401 0,014 0,009 0,150 0,150 0,444 0,444 0,009 0,150 0,154 0,016 0,157 0,017
AF033315 Vairimorpha lymantriae 0,404 0,404 0,402 0,010 0,012 0,151 0,151 0,446 0,446 0,014 0,151 0,156 0,020 0,159 0,020 0,015
AF033316 Nosema portugal 0,404 0,404 0,402 0,010 0,012 0,151 0,151 0,446 0,446 0,014 0,151 0,156 0,020 0,159 0,020 0,015 0,000
D85500 Pleistophora sp. Sd-Nu-IW8201 0,004 0,004 0,002 0,400 0,399 0,447 0,447 0,341 0,338 0,404 0,447 0,453 0,405 0,458 0,410 0,399 0,400 0,400
Y00266 Vairimorpha necatrix 0,411 0,411 0,408 0,015 0,012 0,154 0,154 0,446 0,445 0,007 0,154 0,159 0,024 0,162 0,010 0,016 0,018 0,018 0,406
AY008373 Nosema bombi 0,395 0,395 0,393 0,017 0,021 0,150 0,150 0,435 0,437 0,024 0,150 0,154 0,022 0,157 0,030 0,020 0,020 0,020 0,391 0,026
AJ131645 Vairimorpha imperfecta 0,449 0,449 0,447 0,147 0,151 0,000 0,000 0,457 0,449 0,153 0,000 0,005 0,156 0,006 0,154 0,150 0,151 0,151 0,447 0,154 0,150
AJ131646 Vairimorpha imperfecta 0,447 0,447 0,445 0,147 0,151 0,001 0,001 0,457 0,449 0,153 0,001 0,006 0,156 0,007 0,152 0,150 0,151 0,151 0,444 0,152 0,150 0,001
Nosema sp. (Bu Çalışmada) 0,404 0,404 0,402 0,002 0,015 0,147 0,147 0,442 0,444 0,012 0,147 0,151 0,017 0,154 0,018 0,016 0,012 0,012 0,400 0,017 0,019 0,147 0,147
U97150 Nosema apis 0,414 0,414 0,412 0,031 0,035 0,162 0,162 0,443 0,444 0,035 0,162 0,166 0,040 0,168 0,039 0,039 0,035 0,035 0,410 0,035 0,039 0,162 0,162 0,034
D85503 Nosema bombycis 0,449 0,449 0,447 0,147 0,151 0,000 0,000 0,457 0,449 0,153 0,000 0,005 0,156 0,006 0,154 0,150 0,151 0,151 0,447 0,154 0,150 0,000 0,001 0,147 0,162
FJ767862 Nosema philosamiae 0,449 0,449 0,447 0,147 0,151 0,000 0,000 0,457 0,449 0,153 0,000 0,005 0,156 0,006 0,154 0,150 0,151 0,151 0,447 0,154 0,150 0,000 0,001 0,147 0,162 0,000
EU260046 Endoreticulatus sp. CHW-2008 Austria 0,009 0,009 0,007 0,411 0,410 0,454 0,454 0,357 0,352 0,415 0,454 0,461 0,416 0,465 0,419 0,410 0,411 0,411 0,010 0,417 0,402 0,454 0,452 0,410 0,421 0,454 0,454
AJ011833 Nosema granulosis 0,456 0,456 0,453 0,151 0,154 0,015 0,015 0,455 0,454 0,153 0,015 0,020 0,159 0,021 0,157 0,150 0,154 0,154 0,453 0,157 0,153 0,015 0,016 0,151 0,165 0,015 0,015 0,460
AF240350 Nosema sp. 0,450 0,450 0,447 0,148 0,153 0,004 0,004 0,457 0,450 0,154 0,004 0,009 0,160 0,010 0,156 0,151 0,153 0,153 0,447 0,156 0,151 0,004 0,005 0,148 0,163 0,004 0,004 0,454 0,019
AF240351 Nosema sp. 0,768 0,768 0,764 0,497 0,500 0,402 0,402 0,819 0,787 0,498 0,402 0,404 0,509 0,404 0,502 0,493 0,499 0,499 0,768 0,497 0,497 0,402 0,402 0,497 0,515 0,402 0,402 0,768 0,415 0,404
AY960987 Nosema plutellae 0,447 0,447 0,445 0,147 0,151 0,001 0,001 0,457 0,449 0,153 0,001 0,006 0,156 0,007 0,152 0,150 0,151 0,151 0,444 0,152 0,150 0,001 0,000 0,147 0,162 0,001 0,001 0,452 0,016 0,005 0,402
AF485270 uncultured Nosema 0,447 0,447 0,445 0,150 0,154 0,004 0,004 0,457 0,449 0,156 0,004 0,009 0,159 0,010 0,157 0,153 0,154 0,154 0,444 0,157 0,153 0,004 0,005 0,150 0,166 0,004 0,004 0,452 0,019 0,005 0,400 0,005
L39114 Vairimorpha sp. 0,406 0,406 0,404 0,009 0,011 0,153 0,153 0,448 0,448 0,012 0,153 0,157 0,018 0,160 0,018 0,014 0,001 0,001 0,402 0,017 0,021 0,153 0,153 0,011 0,034 0,153 0,153 0,413 0,156 0,154 0,502 0,153 0,156
U09282 Nosema trichoplusiae 0,449 0,449 0,447 0,147 0,151 0,000 0,000 0,457 0,449 0,153 0,000 0,005 0,156 0,006 0,154 0,150 0,151 0,151 0,447 0,154 0,150 0,000 0,001 0,147 0,162 0,000 0,000 0,454 0,015 0,004 0,402 0,001 0,004 0,153
AF141129 Vairimorpha lymantriae 0,404 0,404 0,402 0,010 0,012 0,151 0,151 0,446 0,446 0,014 0,151 0,156 0,020 0,159 0,020 0,015 0,000 0,000 0,400 0,018 0,020 0,151 0,151 0,012 0,035 0,151 0,151 0,411 0,154 0,153 0,499 0,151 0,154 0,001 0,151
M12676 Tryponosoma brucei 1,001 1,007 1,001 1,042 1,028 1,020 1,020 1,148 1,142 1,049 1,020 1,020 1,036 1,029 1,058 1,038 1,042 1,042 1,007 1,048 1,038 1,020 1,020 1,037 1,039 1,020 1,020 1,007 1,030 1,026 1,014 1,020 1,020 1,042 1,020 1,042
HQ399665 uncultured Nosema 0,408 0,408 0,406 0,010 0,007 0,153 0,153 0,446 0,446 0,000 0,153 0,157 0,020 0,160 0,010 0,009 0,014 0,014 0,404 0,007 0,024 0,153 0,153 0,012 0,035 0,153 0,153 0,415 0,153 0,154 0,498 0,153 0,156 0,012 0,153 0,014 1,049
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derecede İngilizce bilmektedir


	dýþ kapak.pdf
	tez 10.05.2012.pdf

