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ONSOZ

“Biiylik Lahana Kelebegi (Pieris brassicae L.; Lepidoptera: Pieridae)’nde Yeni Bir
Mikrosporidium (Protista) Tiiriiniin Karakterizasyonu” adli bu yiiksek lisans tezi, gerek
diinya gerekse iilkemizde lahana tiirlerinin yetistiriciliginde biiylik zararlara neden olan
Biiyiik Lahana Kelebegi (Pieris brassicae L.)’nin biyolojik miicadelesinde kullanilma
potansiyeline sahip yeni bir mikrosporidium tiiriiniin karakterizasyonu iizerine 6nemli
bilgiler sunmaktadir.

Lisansiistii egitimim siiresince danigsmanligimi istlenerek, gerek konu seg¢imi,
gerekse caligmalarin yiiriitiilmesi sirasinda deneyim ve bilgilerini benimle paylasan,
yardim ve destegini esirgemeyen saym hocam Prof. Dr. Mustafa YAMAN’a, sonsuz
tesekkiirii borg bilirim.

Tez c¢aligmas1 siiresince yardimlarini esirgemeyen Zooloji I laboratuvari
calisanlarina yardimlarini ve desteklerini higbir zaman eksik etmeyen sevgili arkadaslarim
ve degerli hocalarim; Mustafa CUCE, Onur TOSUN, Mutlu GULTEPE, Ersan BEKTAS,
Aykut SAGLAM, Halil ibrahim GULER ve Mehmet DEMIRALAY ’a, ayrica desteklerini
esirgemeyen tiim dostlarim ve meslektaslarima tesekkiir ederim.

Tiim hayatim ve tez calismam siiresince her tiirlii fedakarlikla yanimda bulunan
sevgili esim Tuba BEKIRCAN ve basta annem, babam olmak iizere diger aile bireylerime

sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Cagr1 BEKIRCAN
Trabzon 2012



TEZ BEYANNAMESI

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum “Biiylik Lahana Kelebegi (Pieris brassicae L.;
Lepidoptera:  Pieridae)’nde Yeni Bir Mikrosporidium (PROTISTA) Tiiriiniin
Karakterizasyonu” baglikli bu ¢alismay1 bastan sona kadar danigmanim Prof. Dr. Mustafa
YAMAN‘in  sorumlulugunda tamamladigimi, Ornekleri  kendim  topladigima,
deneyleri/analizleri ilgili laboratuvarlarda yaptigimi/yaptirdigimi, baska kaynaklardan
aldigim bilgileri metinde ve kaynakcada eksiksiz olarak gosterdigimi, calisma siirecinde
bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 01 /06 / 2012

Cagr1 BEKIRCAN
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Yiiksek Lisans
OZET

BUYUK LAHANA KELEBEGI (PIERIS BRASSICAE L.; LEPIDOPTERA:
PIERIDAE)’NDE YENI BIR MIKROSPORIDIUM (PROTISTA) TURUNUN
KARAKTERIZASYONU

Cagri BEKIRCAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

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

Bu yiiksek lisans tezinde; diinyada ve lilkemizde lahana yetistiriciliginde 6nemli iiriin
kayiplart meydana getiren Biiyiikk Lahana Kelebegi (Pieris brassicae L.; Lepidoptera:
Pieridae)’nde dogal enfeksiyona neden olan bir mikrosporidium tiiriiniin karakterizasyonu
yapildi. 2011 yilinda Trabzon ilinde yapilan arazi ¢alismalar1 sonucu toplanan P. brassicae
larvalar tizerinde 151k mikroskopu ile 40X ve 1000X’lik biiylitmelerde incelemeler yapildi.
Larvalarin disekte edilmesi ile hazirlanan taze preparatlarda patojenin boyu 5,29 + 0,55
(3,71 = 7,26; n = 250) um, eni ise 2,31 + 0,30 (1,65 — 3,30; n = 250) olarak ol¢iildii.
Enfeksiyonun konagmn yalmizca bagirsak dokusunda gelistigi ve yapilan Giemsa
caligmalar1 ile patojenin hayat sathalar tespit edildi. Elektron mikroskobisi (TEM) ile
patojenin ultrastriiktiirel yapis1 belirlendi. Spor safhasi {lizerinde yapilan ultrastriiktiirel
incelemeler sonucunda patojenin; diplokaryotik, polarfilament sayis1 6, spor duvari
kalinligt 100 — 125 nm ve polar filament capmin 57 — 71 nm oldugu tespit edildi.
Ultrastriiktiirel karakterler bu patojenin, Pieris brassicae’de daha 6nceden tespit edilen
mikrosporidium tiirlerinden farkli yeni bir tiir oldugunu gostermektedir. Yapilan molekiiler
calismalarin sonuglar1 da elektron mikroskobisi sonuglarini desteklemektedir. Yapilan 1sik,
elektron mikroskobisi ve molekiiler calismalar; P. brassicae larvalarinda tespit edilen bu

patojenin Nosema cinsine ait yeni bir tiir oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Pieris brassicae L., Biyolojik miicadele, 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 BiLGILER

1.1. Giris

Lahana bitkisi bugiin hem Tiirkiye’de hem de diinyada iiretimi ve tiiketimi en ¢ok
yapilan sebzelerden biridir. 2003 yili diinya lahana iiretim miktar1 65.956.162 ton iken
iilkemizde yine ayni yil 721.000 ton iiretim ger¢eklesmistir (Hekimoglu ve Altindeger,
2010). Yine TUIK in 2009 verilerine gére iilkemizde 693.002 ton lahana tiirlerinin {iretimi
yapilmis ve bu iiretimin Tirkiye ekonomisine katkist 346.493.371 TL olmustur. So6z
konusu bu rakamlar iiretimi yapilan lahana tiirlerinin diinya ve iilke ekonomisinde nedenli
bliyiik bir dneme sahip oldugunu goz oniine sermektedir.

Glinlimiizde tarimsal {retimi yapilan lahana tiirleri Turpgiller (Brassicaceae)
familyasindan olup, Avrupa'min giineybati kesimlerinde kendiliginden yetisen yabani
lahanadan (Brassica oleracea) tiiretilmistir (URL-1, 2011). Ulkemizde yetistirilen lahana
tiirlerine baktigimizda bolgesel bir degisim séz konusudur. Ornegin Karadeniz bolgesinde
yaprak lahana (Brassice oleraceae var. acephala), Dogu Anadolu’da beyaz bas lahana
(Brassice oleraceae var. capitata), bat1 ve giiney bolgelerimizde ise kirmizi bas lahana
(Brassice oleraceae var. rubra) yetistiriciligi yapilmaktadir (MEGEP, 2008).

Besin igerigi bakimindan degerlendirildiginde; 100 gr. taze beyaz bas lahanada 1,7 g
protein, 0,2 g yag, 91,4 g su, 5,1 g karbonhidrat, 1,0 g seliilloz bulunmaktadir. Kalori degeri
33 kJ’ dir. Bas lahanada A, B1, B2, B3 ile bol miktarda C vitamini vardir (MEGEP, 2008).
Insan beslenmesi yoniinden énemli bir yeri olan Brassicaceae sebzeleri, 6zellikle icerdigi
besin maddeleri ve fitokimyasallar (glukosinolat, isotiyosiyonat, indol bilesikleri)
bakimindan zengin olmalar1 yaninda, kolesterolu ve sekeri azaltmalari, kemik erimesi, kalp
hastaliklar1 ve kansere karst koruyucu etkilere sahip olmalariyla da ayri bir 6neme
sahiptirler (Vural vd., 2000).

Tarim, ekonomi ve insan saglig1 agisindan bu kadar biiylik 6neme sahip olan lahana
tiirlerinin tiretimini etkileyen olumsuz etmenler mevcuttur. S6z konusu bu etmenler biyotik
ve abiyotik etmenler olarak temelde iki guruba ayrilmaktadir. Lahana yetistiriciligine
olumsuz etki eden biyotik etmenlerin basinda pest olarak adlandirilan zararli bocekler

gelmektedir.



Biiyiik lahana kelebegi Pieris brassicae L.en 6nemli lahana zararlilarindan biridir.
Bitki iizerindeki zarari larva doneminde bitkinin yapraklarmi yemesiyle gerceklestiren
bliylik lahana kelebegi, bu beslenmesine lahana yapraklarinin kalin ana damarlar1 kalana
kadar devam etmektedir. Biiyiik lahana kelebegi, zarar goren bitkinin yapraklarinin
yenilebilir kisimlar1 tiikkendikten sonra beslenmeye devam etmek icin yeni bitkilere
gecmekte ve hizli bir sekilde ¢cok genis bir alana yayilabilmektedir. Yapraklarin1 kaybeden
lahana bitkisi gelisimi i¢in gerekli 151k ve nem gibi hayati unsurlardan yoksun kalmakta ve
gelisimini tamamlayamamaktadir. Bu durumda lahana tiirlerinin {iretiminde biiyiik
miktarda yillik iiriin kayiplar1 olugsmaktadir.

Tiirkiye’de ve diinyada biiyiik lahana kelebeginin verdigi zarar1 engellemek igin
bliyiik caba ve maddi gii¢ sarf edilmektedir. Zararli bocek miicadelesinde diger tarimsal
triinler de oldugu gibi kimyasal insektisitler yaygin olarak kullanilmaktadir. Kimyasal
ilaglarin zararli bocekler tizerindeki etkisinin diginda ¢evreye ve dolayli olarak insan
sagligina oldukga biiyiik zararlar1 mevcuttur. Kimyasal insektisit kullanimi ile hedeflenen
bocek disinda, ortamda bulunan birgok yararli hayvan da zarar gormektedir. Yagmur
rizgar gibi abiyotik etmenlerle kimyasallar; topraga, ekim alanindaki tarim f{iriinlerine
hatta akarsular aracilif1 ile icme sularia bulagmakta ve insan sagligini tehdit etmektedir
(Ecevit, 1988). Ayrica lahana yapragi yenen sebze oldugu i¢in kalinti sorunu gibi arzu
edilmeyen bazi hususlarm da ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Avci ve Ozbek, 1990).

Kimyasal miicadelenin bir diger olumsuz yani ise uygulandigi bocek tiirliniin
kimyasala kars1 diren¢ gelistirmesidir. Kazanilan bu direng sayesinde bir sonraki bocek
nesli uygulanan kimyasal insektisitlerden etkilenmemektedir. Kimyasal miicadele
yontemlerinde insektisit kullaniminin bu olumsuzluklarindan dolay1 bir¢ok bilim adami ve
devlet calisan1 alternatif miicadele teknikleri {izerinde yogunlagsmaktadir. Alternatif
miicadele tekniklerinin baginda c¢evreye ve insanlara olan zararli etkisinin minimum,
maliyetinin diisiik oldugu ydntemler tercih edilmelidir (Ozcan, 2010). Bu amagla 6zellikle
son yillarda biyolojik miicadele alaninda kayda deger calismalar yapilmaktadir (Yaman ve
Radek, 2003, 2005; Tosun vd., 2008). Bu ¢alismalar dogrultusunda zararli bocek iizerinde
dogal hastalik olusturan etmenler ilgi odagi olmustur.

Bu yiiksek lisans tezinde diinyada ve iilkemizde 6nemli bir tarim zararlisi olan biiyiik
lahana kelebeginde dogal olarak enfeksiyon olusturan bir mikrospor tiiriiniin izolasyonu ve
basta 151k mikroskobisi olmak iizere elektron mikroskobisi ve molekiiler calismalarla

karakterizasyonu amaglanmistir.



1.2. Pieris brassicae L. (Lepidoptera: Pieridae) (Biiyiik Lahana Kelebegi)

Pieris brassicae L; hayvanlar (Animalia) aleminin, eklem bacaklilar (Arthropoda)
subesindendir. Biiylik Lahana Kelebegi olarak da bilinen bu tiir, bocekler (Insecta)
siifinin pul kanatlilar (Lepidoptera) takimina ait olup Pieridae familyasinin Pieris cinsinin

icinde yer almaktadir.

Alem: Hayvanlar (Animalia)
Altalem: Bilateria
Ustsube: Panarthropoda
Sube: Eklem bacaklilar (Arthropoda)
Alt Sube: Hexapoda
Sinif: Bocekler (Insecta)
Altsinif: Dicondylia
Usttakim: Panorpida
Takim: Pul kanatlilar (Lepidoptera)
Familya: Pieridae
Altfamilya: Pierinae
Cins: Pieris

Tur: Pieris brassicae

1.2.1. Biyolojisi

Biiyiik lahana kelebeginin ergin kanat acikligi 40-60 mm civarindadir. Kanatlarin
esas rengi kremimsi beyazdir. Ust kanadin 6n kenarinin dis kdsesinden baslayip asag
dogru inen yarim ay seklinde siyah bir leke vardir (Sekil 1 A). Ayrica 6n kanadin ortasina
dogru disilerde iki siyah yuvarlak leke bulunur. Erkeklerde alt kanadin iizerinde kiigiik
siyah bir leke bulunur (MEGEP, 2008). Biiyiik lahana kelebegi kist pupa olarak gecirir.
Ulkemizde ergin ¢ikislari iklim sartlarina bagli olarak bolgesel degisim gdstermektedir.
Ege Bolgesinde ergin cikist Subat aymin ikinci yarisindan itibaren goriiliirken, diger

bolgelerde ise Nisan ayindan itibaren ergin ¢ikisi gerceklesmektedir. iklim sartlarina bagh



olarak dol sayist degiskenlik gosterir ve biiyiik lahana kelebegi iilkemizde iklim sartlarina
bagl olarak 2-6 dél verir (TKIB, 2010).

Yumurtalar 20-50’li gruplar halinde yaprak altma birakilir. Ilk birakildiginda
yumurtalar acik saman saris1 renktedir, sonradan limon sarisina doniisiir ve yumurtalar
birbirine paralel siralar seklinde dizilmistir. Yumurta iizerinde 12 sira ¢izgi bulunur, bu
cizgiler iist ucta birlesir ve kendi aralarinda enine ¢ok sayida ¢izgilerle baglanmigtir
(MEGEP, 2008) (Sekil 1 B).

Yumurtadan 6-10 giin sonra larva ¢ikisi gerceklesir. Yumurtadan yeni ¢ikan larvalar
sarimtirak renkli, esmer basli ve 1 mm uzunlugundadir (Sekil 1 C). ilk ¢ikan larvalar
yaprak epidermisinde koloniler halinde beslenmeye baslar. Ikinci gémlek degisiminden
sonra ise koloniler dagilir ve larvalar 4-5 bireylik gruplar olusturup beslenmelerine devam
ederler. Olgun larvalar ise 40-50 mm boyunda, yesilimsi gri renkli ve bas siyahtir. Viicutta
uzunluguna ii¢ sar1 bant bulunur. Karin sirta gére daha agik renkli ve ince siyah noktalidir
(MEGEP, 2008) (Sekil 1 D).

Gelismesini tamamlayan larvalar, bitkiyi terk ederek duvar, ¢it, agac govdesi veya
cesitli bitkisel atiklar iizerinde pupa olur ve biiyiik lahana kelebegi pupalart gogiis
kismindan zemine tutunur. Pupalarin {izeri sivri ¢ikintili, yesil renkli, iizeri siyah-sari
lekelerle isli olup, 30 mm boyundadir (TKIiB, 2010) (Sekil 1 E). Pupa dénemi iklim
sartlarina bagl olarak 10-15 giin siirer.

Bu tiirtin hayat dongiisii larvalarin yumurtadan ¢ikmasi ile baglar. Larvalar, konak
bitki iizerinde beslenmeye basladiktan 20 giin sonra uygun bir yer bulup metamorfoz
slirecini gegirecegi pupay1 olusturur. Bu degisim siireci yaklasik 20 giin siirer ve kelebek
halinde kozadan ¢ikan bireyler 1-2 ay yasar. Ergin bireyin yumurta birakmasi ile dongii
tekrardan baglar (URL-2, 2011).



Sekil 1. Pieris brassicae’ ye ait ergin, yumurta, larva ve pupa sathalart; A: Ergin, B:
Yumurta, C: Ilkin larvalar, D: Olgun larvalar, E: Pupa (URL-3, 2011)

1.2.2. Zarar Sekli, Ekonomik Onemi ve Yayilisi

Biiyiik lahana kelebeginin bitki iizerinde zarara neden olan sathasi larva sathasidir.
Yumurtadan ¢ikan larvalar ilk iki donem yapraklarin kenarlarinda toplu halde bulunurlar
ve damar aralarimi ylizeysel olarak kemirirler. Daha sonraki donemlerde larvalar bitkinin
her tarafina dagilarak ¢ok oburca beslenir ve bulunduklar1 bitkinin yapraklarini tamamen
yiyerek sadece kalin damarlarini birakirlar. Zararin yogun oldugu bahgelerde bitkilerde
calilasmis bir gorlinlim ortaya ¢ikar (Sonmez, 2005) (Sekil 2). Cikardiklar1 pislikler de

yagmur ve ¢ig damlaciklar ile bitkinin orta kismina birikerek bitkinin yenmez hale



gelmesine neden olur. Neticede larvalar, bitkinin yapraklarini yiyerek, pislikleri ile
kirleterek, iirlin kayiplarina ve bitkinin pazar degerinin diigmesine neden olurlar (MEGEP,
2008). Biiylik lahana kelebegi larvalar1 bitki iizerinde direk zarar olusturabildikleri gibi
salgam sar1 mozaik ve salgam kirigiklik viriisii gibi bazi virlis hastaliklarinin vektorligiint
de yaparlar (TKiB, 2010).

Biiyiik lahana kelebegi beslenme sekli olarak polifag bir bocektir. Bu nedenle biiyiik
lahana kelebegi diinya genelinde sebze iiretiminde biiyiik zararlara neden olmaktadir.
Sadece Hindistan’da farkli sebze tiirlerinin liretiminde yillik % 40’ dan fazla iirlin
kayiplarina neden olmaktadir (Ali ve Rizvi, 2007). 1985 ve 1986 yillar1 arasinda
Tiirkiye’nin baz1 bolgelerinde yapilan ¢alismaya gore sadece lahana tiirlerinde yaklasik %
40 civarinda iiriin kayiplarina neden olmustur (Atalay ve Hincal, 1992).

Biiyiik lahana kelebegi, batida Ingiltere’den doguda Cin’e, Afrika’ nin giiney
sahillerinden kuzeyde Kuzey Buz Denizi’ne kadar lilkemizin de i¢inde bulundugu 41 eski
diinya iilkesinde yayilim gostermektedir. Amerika kitasinda ise basta Sili olmak iizere
bircok yeni diinya iilkesinde biiyiik lahana kelebegi yayilim gosterir (Feltwell, 1978).
Larvalar, aym1 ekim alaninda bir konak bitkiden diger konak bitkiye kolaylikla gegerken,
genis alanlara yayilim ise ergin bireylerin toplu halde gogleri ile gergeklesir (URL-2,
2011).
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Sekil 2. P. brassicae’nin Brassicae tiirleri lizerinde meydana getirdigi zarar A: P.
brassicae’nin Brassicae oleraceae var. gemmifera iizerinde olusturdugu
zarar (URL-1, 2011), B: P. brassicae’nin Brassicae oleraceae var. acephala
iizerinde olusturdugu zarar (Bekircan, 2011)

1.2.3. Miicadele Yontemleri ve Dogal Diismanlari

Diinyada ve iilkemizde biiyiik lahana kelebeginin miicadelesinde yogun olarak
kimyasal miicadele teknikleri kullanilmaktadir. Giiniimiizde bu zararlinin miicadelesinde
farkli kimyasal pestisitler kullanilmaktadir (Tablo 1). Ancak kullanilan bu pestisitler; ¢cevre
kirligi, kalint1 problemi ve hedef organizma disinda ortamda bulunan diger canlilari
etkilemek gibi cesitli olumsuzluklar1 da beraberinde getirmektedir. Bu zararlinin
miicadelesinde kimyasal miicadelenin yani sira mekanik miicadele teknikleri de
kullanilmaktadir. Daha ¢ok kii¢iik alanlarda toplu halde bulunan biiyiik lahana kelebegi
yumurtalarinin ve larvalarinin toplanip imha edilmesi seklinde yapilan bu miicadele,

uygulama zorlugu ve fazla is giicii gereksiniminden dolay1 pek tercih edilmemektedir.



Tablo 1. Giinlimiizde P. brassicae ile miicadelede kullanilan kimyasal insektisitler
(URL-4, 2011).

Etkili Madde Adi ve Oram1 Formiilasyonu Dozu ( Preparat) Dekara 100

It suya
Dichlorvos, 550 g/l EC 200 ml
Malathion, 190 g/l EC 500 ml
Malathion, % 25 WP 400 g
Malathion, 650 g/1 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 125¢
Fenitrothion, % 40 WP 200 g
Chlorpyrifos-methyl, 227 g/1 EC 150 ml
Bromophos, % 36 EC 100 ml

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla bu zararlinin ¢ok sayida paraziti, (yumurta, larva ve
pupa) parazitoidleri ve patojenleri tespit edilmistirr Bu nedenle bu zararlinin
miicadelesinde liclincii bir miicadele sekli olan biyolojik miicadele, yapilan caligmalarla
her gecen giin 6nem kazanmaktadir.

Biiyiik lahana kelebeginin miicadelesinde kullanilan ve kullanim potansiyeline sahip
organizmalara baktigimizda; larva parazitoidi, yumurta parazitoidi, pupa parazitoidi ve
entomopatojenik bakteri, nematod ve mikrospor tiirleri dikkat ¢ekmektedir.

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 giiniimiize kadar tespit edilen tiirlerdendir (Akdagcik, 2010; Avci ve Ozbek,
1990).

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

parazitoidi olarak ise Aprostocetus taxi, Agrothereutes adustus, Blapsidotes vicinus,



Brachymeria femorata, Hyposoter clauses, Phryxe vulgaris, Pteromalus puparum,
Pteromalus semotus, Baryscapus galactopus, Pimpla instigator, Compsilura concinnata,
Exorista segregata tiirleri tespit edilmistir (Tozlu vd., 2002; Razmi vd., 2011).

Biiyiik lahana kelebeginde hastalik olusturan entomopatojenik bakteriler ise Bacillus
spp. suslarl, Xanthomonas campestris, Micrococcus sp., Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli (Yaman, 2000)’dir. Bir entomopatojenik nematot tiirii olan, Steinernema
carpocapsae tiiri de biiyiik lahana kelebeginin biyolojik miicadelesinde kullanilma
potansiyeline sahiptir (URL-5, 2011). Ornekleri verilen patojen ve parazitoidlerin disinda,
son yillarda yapilan c¢alismalar biiylik lahana kelebeginin kontroliinde diger bir

entomopatojen tiirli olan mikrosporlara dikkat cekmektedir.

1.3. Microsporidia

Protista alemine ait olan, 6karyotik mikrosporodialar, zorunlu hiicre i¢i parazitlerdir.
Mitokondrileri bulunmayan mikrospordialar, hiicre disinda kalin protein ve kitin yapida
duvarla gevrili sporlar halinde bulunurlar. Sarmal yapida polar filament igerirler (Vavra,
1976 a, b).

Mikrosporlarin - gelisimi, merogoni ve sporogoni safhalarim1 igerir. Merogoni
sayesinde vejetatif cogalma gerceklesirken, sporogoni ile sporlar meydana gelir. Merogoni
ile sporogoni asamalar1 ve hayat dongiisiindeki evrelerin c¢ekirdek sayilari, tiirden tiire
degisiklik gosterir.

Mikrosporlar iki ¢esit spor olustururlar. Bunlardan ilki daha kalin spor duvarina
sahip olan eksternal sporlardir. Ikincisi ise konak iginde farkli dokulara bulasmaya yarayan
internal sporlardir. Eksternal sporlar konak tarafindan viicuda agiz yoluyla alinir. Besin
yoluyla meydana gelen bu tasinim horizontal tasinim olarak adlandirilir. Internal sporlar
ise hastalikli disi tarafindan yumurta araciligiyla bulastirilir. Sporlarin bu yolla
bulastirilmasina ise vertikal tasinim denir.

Genellikle tek tip olan sporlar1 ¢ok kiiciiktiir (1-20 pm). Mikrosporlar 151k
mikroskobunda 15181 kiran, neredeyse ayni boyut ve sekilde ¢ok sayida spor ile kendini
belli eder. Spor sekil ve boyutlar1 tirden tiire degismekle birlikte, ¢ogu 2-7 um
araligindadir ve genellikle oval sekle sahiptir.

Mikrospora ait sporlar, konak tarafindan viicut i¢ine alinip bagirsaga ulastiktan sonra

polar filamentlerini disar1 ¢ikarip polar tiip olustururlar ve konagin hiicre zarini delerek
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icine girerler. Mikrosporidialar konak hiicrenin tiim bagisiklik sistemini bu sekilde asarlar.
Sporun i¢indeki ¢ekirdek ve sitoplazmadan olusan sporoplazma tlip vasitasiyla konak
hiicre igine aktarilir (Hazard vd., 1984, 1985).

Konak hiicreyi enfekte eden mikrosporlarin ilk vejetatif hayat sathasi, meront
sathasidir. Kiire seklinden oval sekle degisiklik gosteren merontlar ince bir hiicre duvarina
sahiptir. Merontlar hizla ve ¢ok sayida mitoz bdliinme gegirerek sporontlart olustururlar.
Kiire ya da uzun sekilli sporontlarin hiicre duvarinin kalinlasmaya basladig1 gozlenir. Bir
sonraki sathada organelleri belirginlesen hiicre duvari oldukca kalin sporoblastlar goze
carpar. Sporoblastlar, patojenin tanimlanmasinda kararkteristik 6zellige sahip olan olgun
sporlar1 olusturan son vejetatif sathadir.

Mikrosporlar, konak spesifitesi olan canlilardir, yani dogada tek bir konagi tercih
ederler. Bununla birlikte enfeksiyon gergeklestirdikleri zararlinin 6liimiine sebep olmazlar.
Bunun yerine bulunduklar1 konagin hayat siiresinin kisalmasini, canliliklarinin azalmasin,
istah ve kilo kaybini ve ayn1 zamanda tlireme potansiyellerinin azalmasi gibi belirtileri olan
kronik bir hastaliga yol acarlar. Mikrosporidialar genel olarak tek bir konaga 6zgili olmalari
nedeniyle biyolojik miicadelede kullanima uygun patojenlerdir. Boylelikle sadece hedef
organizmay etkilerler, cevreye ve diger organizmalara zarar vermezler. Bu 6zellikleri ile
tercih edilmesi gereken biyolojik miicadele ajanlaridir.

Insanlarda da hastaliga sebep olabildikleri i¢in mikrosporidialarin teshis edilmesi ve
karakterizasyonu son derece Onemlidir. Mikrosporidialarin kesin teshisi i¢in Giemsa
boyamasi yontemi kullanilir. Boyanan sporlar kayda deger bir kiiciilmeye maruz kalirlar
ancak ¢cekirdegin oldukea belirgin bir sekilde boyanmasi sayesinde bu yontem ¢ok etkilidir.
Giemsa boyama yontemiyle teshis edilen mikrosporlarin elektron mikroskobu caligmalar

sayesinde detayl1 karakterizasyonunu yapmak miimkiindiir (Yaman ve Radek, 2003).

1.4. Tezin Amaci

Calismalar1 yapilan bu yiiksek lisans tezinde, basta Brassicaceae familyasina ait
sebzelerin liretiminde biiyiik zararlara neden olan Pieridae familyasindan Biiylik Lahana
Kelebegi (P. brassicae L. Lepidoptera: Pieridae)’nde dogal olarak hastalik olusturan,
diinya literatiirii i¢in de yeni bir kayit olan mikrospor patojeninin tespiti, izolasyonu ve

cesitli metodlarla karakterizasyonu amaglanmaistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

Tez calismas1 boyunca lahana tiirlerinde zarara neden olan Biiyiik Lahana Kelebegi
(Pieris brassicae)’nde dogal enfeksiyon olusturan bir entomopatojenin tiir seviyesinde
teshisinin yapilabilmesi i¢in 151k, elektron (TEM) mikroskopisi ve molekiiler ¢aligmalar

gergeklestirilmistir.

2.1. Orneklerin Elde Edilmesi

Bu calismanin konusunu olusturan biiyiik lahana kelebegi larvalari 2011 yih
Haziran-Agustos aylar1 arasinda Trabzon’un belirli lokalitelerinden toplanmistir. Arazi
caligmalari sirasinda zararliya ait larvalar dikkatlice uygun kaplara toplanmaistir. Larvalarin
elde edildigi yer, tarih ve Onemli olarak nitelendirilebilecek her tiirlii bilgi bir arazi
defterine not edilmistir ve toplanan bireyler en kisa siirede, giivenli bir sekilde laboratuvara

getirilmistir.

2.2. Mikroskobik Calismalar

Biiyiik Lahana Kelebegi’nin larvalarinda enfeksiyon gerceklestirdigi belirlenen bu
yeni mikrospor tiirliniin; morfolojik, anatomik ve histopatolojik oOzelliklerini ortaya

koymak i¢in 151k ve elektron mikroskobu (TEM) calismalar1 yapilmistir.

2.2.1. Isik Mikroskopu Calismalari

Arazi ¢alismalar1 sonucunda elde edilen biiylik lahana kelebegi larvalari, hazirlanan
Ringer soliisyonu iginde disekte edilmistir. Diseksiyon, larvalarin i¢ organlarinin disari
cikarilmasi ile yapilmistir. Tiim doku ve organlar icerecek sekilde hazirlanan preparat 151k
mikroskobu (Olympus CX41) altinda 40X’ten 1000X’e kadar olan biiylitmelerle
incelenmistir. Enfeksiyon tespit edilen preparatlar, DP-25 dijital kamera ve DP2-BSW

resim sistemine sahip Olympus BXS51 mikroskobuyla yeniden incelenmis, patojenin
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fotograflar1 ¢ekilmis ve karakterizasyonu ic¢in gerekli olan dlgiimler yapilmistir (Yaman

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

Larva dokulariyla hazirlanan preparatlarda, enfeksiyon yapan patojenler ¢cogu zaman,
preparatta mevcut olan besin artiklar1 ile morfolojik bakimdan benzerlik gosterebilir.
Ortaya cikabilecek bu karisikligir gidermek icin Giemsa boyama teknigi kullanilmistir.
Tespit edilen tim mikrospor enfeksiyonlu preparatlar gerekli islemlerden gegirilerek
Giemsa ile boyanmistir. Boyanan preparatlar incelenmis ve var olan sporlar boyanma

sekilleri ile ayirt edilip dl¢limleri tekrar yapilmstir.

2.2.1.1. Giemsa Boyama

Giemsa boyas1 sayesinde hiicrenin sitoplazmasi ve ¢ekirdegi farkli renklere boyanir.
Sitoplazmik kisim ag¢ik mavi ve kirmiziya boyanirken niiklear kisim pembe renkte boyanir.
Boylece detayli bir inceleme ortami saglanarak patojen ya da parazitin hayat dongiisii
safhalariyla birlikte ortaya konulur. Bununla birlikte Giemsa boyasi spor duvarini

boyamadig1 i¢in tespit ve teshis de ¢ok 6nemli bir rol oynar.

Enfeksiyon tespit edilen preparatlarin boyama islemi sirasiyla su asamalardan
gecirilerek yapildi; oncelikle preparat oda sicakliginda kurutuldu, % 100’lik metil alkolde
3 dakika bekletilerek fikse edildi ve tekrar oda sicakliginda kurutulup saf suyla hazirlanan
% 5’lik Giemsa boyasinda 16 saat boyamaya birakildi. Boyanan preparat steril suyla
yikanip kurutuldu ve incelemeye hazir hale getirildi. Son olarak da immersiyon yag: ile
birlikte 1000X’lik biiylitmede preparatlar incelendi (Toguebaye vd., 1988; Undeen ve
Vavra, 1997; Yaman vd., 2009a, 2009b; Yaman ve Radek, 2011).

2.2.2. Elektron Mikroskobu Cahismalari

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) calismalari, incelenmesi istenen yapilarin
morfoloji ve i¢ yapilarmin ayrintili bir sekilde aciga cikarilmasi bakimindan ¢ok énemlidir.
Bu tez calismalan sirasinda tespit edilen mikrosporun, Nosema cinsine ait yeni bir tlr
oldugunun kanitlanmasinda elektron mikroskobunun katkisi biiyiiktiir. Biiyiik lahana

kelebegi larvalarindan izole edilen Nosema sp’nin detayli yapist Almanya, Berlin
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Universitesi, Zooloji Enstitiisii Laboratuari’nda Philips JM 208 elektron mikroskobunda

incelenmis ve fotograflanmistir.

2.2.2.1. Resine Gomme islemi ve Elektron Mikroskobu Calismasi

Isik mikroskobu altinda enfeksiyon oldugu tespit edilen preparattaki dokular
dikkatlice alinarak birtakim islemlerden gecirilmis ve resine gomiilmiistir. Bdylece
dokular elektron mikroskobunda incelenmek i¢in hazir hale getirilmistir.

Yukarida bahsedilen islemler sunlardir; ayrilan doku materyali pH 7,2’de 0,1 M
kakodilat tamponu ile seyreltilen % 2,5’lik glutaraldehit icinde iki saat boyunca fikse
edilmis, pH 7,2’de 0,1 M kakodilat tamponu igerisinde ii¢ kez 10’ar dakika yikanmustir.
Daha sonra OgQy ile 2 saat slireyle muamele edilmis, yeniden pH 7,2’de 0,1 M kakodilat
tamponu icerisinde ii¢ kez 10’ar dakika yikanmaistir.

Numuneler sirastyla % 30’luk, % 50’lik ve % 70’lik etanolle 15’er dakika, % 90’lik,
% 96’lik ve % 100’liik etanol ile 10’ar dakika iicer kez muamele edilip dehidrasyona
ugratilmistir. Daha sonra 1:1 oraninda hazirlanan ERL:Etanol karisimi ile 1 saat, 3:1
oraninda hazirlanan ERL:Etanol karisimi ile 4 saat muamele edilen numuneye Epoxy resin
emdirilmistir. Saf ERL igerisinde bir gece boyunca bekletilmistir. Taze saf ERL ile beem
tiiplerine aktarilmis ve ortalama 48 saat 70 °C’de etiiv igerisinde sertlesmeye birakilmustir.
Resinlerden ultra mikrotom kullanilarak kesitler alinmis, bu kesitler uranil asetat ve kursun

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

2.2.3. Molekiiler Calismalar

Molekiiler ¢alismalarda, enfekte oldugu onceden 151tk mikroskobu ile belirlenen
biiyiik lahana kelebegi larvalar1 kullanildi. Ilk olarak ependorf homojenizatérii ile birlikte,
mikrospor sporlart ile enfekte olmusg larvalar bir ependorf tiip i¢erisinde homojenize edildi.
Saf su ilave edilen homojenizat, kaba bdcek pargalarindan i¢inde pamuk bulunan enjektor
ile ayrildi. Ayirma isleminin ardindan sporlar1 tamamen saflagtirmak icin elde edilen
stispansiyon 3000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonunda siipernetant
kism1 uzaklagtirildiktan sonra pellet saf su ile sulandirilarak 3000 rpm’de 2 dakika tekrar
santrifiij edildi ve bu islem mikrospor sporlarini iyice saflastirana kadar birka¢ kez tekrar

edildi. Saflagtirma isleminin sonunda sporlar hemositometre ile sayildi (7,6 x 10%ml).
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Sayimmi tamamlanan sporlar bir ependorf tiip icerisinde +4°C’ de molekiiler ¢aligmalarda

kullanilmak tizere depolandi.

2.2.3.1. DNA izolasyonu ve rDNA Amplifikasyonu

Bu tez ¢alismasinda; 151k ve elektron (TEM) mikroskobu incelemeleri tamamlanan
mikrospor patojeninin filogenetik acidan incelenebilmesi icin Onceden saflagtirilmig
mikrospor sporlarindan DNA izolasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) metodu
kullanilarak rDNA amplifikasyonu gergeklestirilmistir. Boylelikle bu mikrospor patojeni
filogenetik analizlere hazir hale gelmistir.

Yukarida bahsedilen DNA izolasyonu ve rDNA amplifikasyonu islemlerine sirasi ile
deginecek olursak; onceden bdcek dokularindan arindirilan ve +4°C’ de depolanan
mikrospor sporlarindan 50 pl alarak bir ependorf tiip igerisine aktarildi ve bu sporlarin
spor duvarlarinin pargalanmasi i¢in 50 ul % 0,3 lik H,O, (Hidrojenperoksit) eklenip 15
dakika oda sicakliginda bekletildi (Higes vd., 2006). Hidrojenperoksit ile kimyasal yolla
inceltilen spor duvarlar1t mekanik yikim i¢in cam bilyelerle vortekslendi (Hylis vd., 2005).
Bu islemlerin ardindan ticari DNA izolasyon kiti (QIAGEN, No; 69504) kullanilarak
tireticinin kit icerisinde belirtmis oldugu direktiflere uygun sekilde DNA izole edildi.

DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra Multiplex PZR teknigi kullanilarak rDNA
amplifikasyonu  gergeklestirildi. = Multiplex = PZR  ¢alismalarinda  18F  5°-
CACCAGGTTGATTCTGCC-3> ve 1537R 5’-TTATGATCCTGCTAATGGTTC-3’
primerleri kullanild1 (Baker vd., 1995). PZR reaksiyonlari, Qiagen Multiplex PCR Kit, No:
206143 kullanilarak iiretici talimatlarina uygun sekilde toplam hacim 50 pl olacak sekilde
ayarlanarak gercgeklestirildi. Yine ticari kitin (QIAGEN Multiplex PCR Kit, No: 206143)
kullanim kilavuzunda belirtildigi gibi PZR amplifikasyonlari; 95°C* de 15 dakika, her biri
45 dongii olacak sekilde 94 °C’ de 30 saniye, 61°C’ de 90 saniye, 72 °C’ de 90 saniye ve
son dongiiyii takiben son uzama reaksiyonu 72 °C’ de 10 dakika olarak gerceklestirildi.
Elde edilen PZR iiriinii % 0,9’ luk, etidyum bromdiir (EtBr) ilaveli agaroz jelde yiiriitiilerek
UV transilliminatérde varlig1 belirlendi. Varlig1 belirlenen PZR iiriinii, baz dizin analizleri
icin Macrogen Inc. firmasinin Hollanda subesine gonderildi ve baz dizin analiz sonuglari,
NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLAST ( The Basic Local
Alignment Search Tool) internet ara yiizii kullanilarak GenBank’ taki verilerle

karsilastirildi ve sonuglar degerlendirildi.



3. BULGULAR

Brassicae tiirlerinin en 6nemli zararlilarindan biri olan Lepidoptera takimina ait,
biiyiik lahana kelebegi (Pieris brassicae) ile miicadelede kullanilmak amaciyla zararlinin
dogal diismani olan mikrosporidium patojeninin varligi arastirildi. Bu amagla yapilan arazi
caligmalarinda bocegin larvalar1 Trabzon’un farkli bolgelerinden toplanildi. Toplanan 30
larvadan 2’sinde mikrospor enfeksiyonuna rastlanilmigtir. Tez ¢aligmasi siiresince bu
patojenin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve biiyiik lahana kelebegindeki varliginin tespiti
icin gerekli caligsmalar yapildi. Tespit edilen mikrosporidium patojeni ile ilgili ayrintili

bilgi asagida verildi.

3.1. Pieris brassicae L.’ de Mikrospor Enfeksiyonunun Belirlenmesi

S6z konusu bu ¢alismada, biiylik lahana kelebeginde dogal enfeksiyon olusturan bir
mikrosporidium tiirliniin tespiti ve karakterizasyonu icin 1s1ik ve elektron mikroskobu
caligmalarinin yan sira, yine biiyiik lahana kelebeginde enfeksiyon olugturan bilinen diger
mikrospor tiirleri ile karsilastirma yapabilmek i¢in filogenetik ¢aligmalarda

gergeklestirilmistir.

3.1.1. Mikrospor Enfeksiyonunun Makroskobik Goriiniimii

Mikrospor enfeksiyonunun konagi iizerinde makroskobik olarak gozlenebilen birkag
semptom mevcuttur. Bu belirtiler arasinda asir1 genislemis viicut kisimlari, deride renk
degisimi, hareket yeteneginde azalma, istahsizlik, kiitikiil lizerinde belirgin leke benzeri
renklenmeler ve larvalarin instar degisimlerindeki anormallikler sayilabilir. Ayrica disi
boceklerin yumurtlama veriminde azalmanin gerceklestigi de bilinmektedir (Joudrey ve
Bjernson, 2007). Her ne kadar siiphelenilen enfeksiyonun belirlenmesinde makroskobik
bulgular 6nemli olsa da, kesin yargiya varabilmek i¢in mikroskobik diizeydeki bulgularin

Onemi biiytktiir.
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3.1.2. Mikrospor Enfeksiyonunun Mikroskobik Olarak Belirlenmesi

Bu tez calismasinda, tespit edilen mikrospor patojeninin mikroskobik olarak
incelemeleri; 1s1tk mikroskobu c¢alismalar1 ile direkt olarak dokunun incelenmesi,
enfeksiyon belirtisi gosteren numunelerin Giemsa boyama teknikleri ile incelenmesi ve
tespit edilen enfeksiyonun elektron mikroskobu (TEM) incelenmesi seklinde
gergeklestirilmistir. Tespit edilen mikrospor patojeni, once 11k mikroskobu altinda
incelendi. Taze preparatlardaki mikrospor patojeninin karakteristik hayat safhasi olan ve
15181 farkli agidan kiran sporlar incelenmistir. Daha sonra entomopatojenlerin detayli bir
sekilde ele alinmasinda yaygin olarak kullanilan Giemsa boyama teknigi ile spor yapilari
tekrar incelenmis ve mikrospor varlig teyit edilmistir. TEM calismalar1 ile mikrospor
patojeninin ultrastriiktiirel yapisi ortaya ¢ikarilmig ve karakteristik 6zelliklerinin
belirlenmesi agisindan detayli olarak irdelenmistir. Bu ¢alismalar sayesinde tiir tespiti

saglanmistir.

3.1.2.1. Isik Mikroskobu Cahsmalar1 ile Mikrospor Enfeksiyonunun
Belirlenmesi

Isik mikroskobu caligmalarinda incelenmek {izere diseksiyonu yapilan Orneklerde
mikrospor patojenine ait 6nemli hayat sathalari dikkatli sekilde tespit edilmeye
calisilmigtir. Dogrudan taze dokularin incelenmesi sirasinda, mikrospor enfeksiyonunun
bulundugu dokulardaki morfolojik farkliliklar, normal dokular ile karsilagtirilarak
enfeksiyon varligi saptanmistir. Taze preparatlarda konagin dokularinda gergeklesen
tahribat  gozlemlenmistir. Isik  mikroskobu c¢alismalar1  sonucunda  mikrospor
enfeksiyonunun bdcegin bagirsak dokusunda enfeksiyon yaptigi belirlenmistir (Sekil 3).
Ozel kamera ve resim sistemlerine sahip mikroskop kullanilarak, daha o6nce 151k
mikroskobunda tespit edilen mikrosporlarin enfekte ettigi dokular fotograflanmis ve

sporlarimin 6l¢iimii yapilmaistir.
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Sekil 3. Mikrospor sporlar ile enfekte olmus P. brassicae bagirsagi. A ve B:
Mikrospor sporlari ile dolu bocek bagirsagi, 40X’1ik biiyiitme, bar: 30 um;
C ve D: Mikrospor sporlari, 100X’lik biiyiitme, bar: 10 pm

Mikrospor patojeninin karakteristik 6zelliklerini tagiyan sporlar 15181 farkli sekilde
kirmalar1, aynt boyut ve sekle sahip olmalar1 ile konak¢inin diger dokularindan ayirt
edilmektedir. Taze praperatlarda 151k mikroskobu ile tespit edilen patojenin sporlar 5,29 +
0,55 (3,71 — 7,26; n = 250) um boyunda ve 2,31 + 0,30 (1,65 — 3,30; n = 250) um
enindedir. Boceklerde enfeksiyona neden olan entomopatojenler 151k mikroskobu altinda
morfolojik olarak birbirlerine benzemektedir. Cesitli patojen tiirleri farkli &zellikteki
yapilarmin varligi ile karakterize edilebilmektedir. Ozellikle bircok mantar tiirii morfolojik
yapilar1 ile mikrospor patojeninin karakteristik spor safhasina benzerlik gostermektedir.

Isik mikroskobu ¢aligmalarinda patojenlerinin neden olabilecegi karisikligi gidermek ve
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mikrospor patojenini diger dokulardan ve patojenlerden ayirt edebilmek icin ¢esitli boyama
teknikleri kullanilmaktadir. Entomopatojenlerin tespitinde yaygin olarak kullanilan Giemsa
boyasi ile preparatlar boyanarak mikrospor patojeninin karakteristik safhasi olan sporlar ile
hayat dongiisiindeki diger meront, sporont ve sporoblast gibi karakteristik 6neme sahip
sathalar boyanarak tespit edildi (Sekil 4, 5, 6, 7). Giemsa boyama metodu ile enfeksiyon
kapmis bocek dokularinda mikrospor enfeksiyonu teyit edildi.

Giemsa ile boyanan numunelerde cift ¢ekirdekli sporlar, kalin spor duvarlar1 nedeni
ile renksiz veya oldukca agik renkte, sporun posterior kutbu, farkli bir renkte, tanecikler
seklinde goze carpan Golgi aygitinin kalintilar1 da koyu mavi renkte boyandi. Hayat
sathasinin diger onemli safhalarinda sitoplazmanin belirgin mavi renkte, c¢ekirdeklerin
koyu mor renkte boyandig1 gézlemlendi.

Mikrospor patojeninin tanimlanmasinda karakteristik sathasi spor safhasidir. Sporlar
oval sekillidir (Sekil 5). Giemsa ile boyama isleminden sonra mikrospor patojeninine ait
sporlar tekrar 6l¢iildii, 6l¢iimler sonrasinda sporlarin boyu 4,21 + 0,50 (3,13 — 5,47; n = 50)
um, eni ise 1,91 + 0,24 (1,31 — 2,45; n = 50) um olarak tespit edildi.
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Sekil 4. Giemsa boyali bocek dokusu, mikrospor sporlar1 ve cesitli hayat safhalari,
bar; 20 pm

Tespit edilen mikrospor patojenine ait ilk hayat safthas1 meront sathasidir. Giemsa ile
boyanan numunelerde bulunan merontlarin sitoplazmasi kismen mavi renkte, nukleuslar
ise belirgin mor renkte boyanmistir. Tek bir diplokaryona sahip merontlar kiiresel veya
oval sekillidir (Sekil 5). Kiire seklindeki merontlar 3,68 + 0,73 (2,89 —4,78; n=8) x 3,32 +
1,09 (2,13 —4,97; n = 8) um ol¢iiliirken, oval merontlar 4,04 + 0,74 (3,02 — 6,32; n=30) x
2,63 £0,49 (1,66 —4,09; n = 30) um olarak o6l¢iildii.
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Sekil 5. Mikrospor hayat dongiisiiniin karakteristik meront sathasi, A: Kiiresel
meront, bar: 3 um, B: Oval meront, bar: 2 um.

Mikrospor patojeninin merontlari birgok boliinme gegirerek sporontlar1 meydana
getirir. Giemsa ile boyanan sporontlarin sitoplazmalari, merontlara oranla daha agik mavi
renkte, ¢ekirdekleri ise mor renkte boyandi. Sporontlar kiiresel sekilden uzamis sekle
degisen yapidadir (Sekil 6). Boyali numunelerde gézlemlenen sporontlar 4,52 + 0,48 (3,46
—5,62; n=60) x 2,16 £ 0,27 (1,65 — 3,38; n = 60) um Olciilerine sahiptir. Diplokaryotik

sporlar sporoblastlar1 olusturmak i¢in tek bir boliinme gecirirler (Sekil 6).
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Sekil 6. P. brassicae’de tespit edilen mikrospor patojenine ait sporont safhasi, bar: 2
pum

Olgun sporlar1 olusturacak olan sporoblast sathasi, mikrosporun hayat dongiisiiniin
son vejetatif sathasidir. Giemsa ile boyandiktan sonra sporoblastlarin sitoplazmalar1 ¢ok
acitk mavi, nukleuslar1 agik mor renkte gozlemlendi. Tespit edilen diplokaryotik
sporoblastlar uzamis sekildedir. Giemsa boyali numunelerde sporoblastlar 4,67 + 0,60

(3,48 -5,98; n =35)x 2,30 £ 0,30 (1,85 — 2,94; n = 35) um boyutlarinda dl¢ildi (Sekil 7).
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Sekil 7. P. brassicae’de tespit edilen mikrospor patojenine ait diplokaryotik
sporoblast safhasi, bar: 7 um

3.1.2.2 Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile Mikrospor Patojeninin
Incelenmesi

Yukarida bahsedildigi gibi biiyiikk lahana kelebegi larvalarinda hastalik olusturan
patojenin 151k ve giemsa boyali incelemeleri sonrast patojenin mikrospor oldugu tespit
edilmistir. Mikrospor patojenlerinin tiir diizeyinde siniflandirilmasinda ultrastriiktiirel
yapilar biiyiilk 6nem arz etmektedir. Bu nedenle biiyiik lahana kelebegi larvalarinda tespit
edilen mikrosporun tiir diizeyinde teshisi icin TEM ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bu
calismalar sonucunda mikrosporlarin tiir diizeyinde siniflandirilmalarinda kullanilan ve

yaygin sekilde kabul goren spor sekli, polar filament sayisi, ¢ekirdek sayisi, spor duvari
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kalinlig1 gibi bu mikrospora ait ¢esitli 6zellikler TEM’ de resmedilerek teyit edilmistir
(Sekil 8, 9, 10). Bu tez ¢aligmasinda biiyiik lahana kelebegi larvalarinda hastalik olusturan
mikrospor patojeninin Nosema cinsine ait yeni bir tiir oldugu tespit edilmistir.

Mikrospor enfeksiyonlarinin teshisinde ve tiir tanimlamalarinda kullanilan

karakteristik satha spor sathasidir (Sekil 8).

- AV

4

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

Glinlimiizde mikrosporlarin siniflandirilmasinda; spor seklinin yani sira; g¢ekirdek

sayisi, spor duvart kalinligi, polar filament sayisi, polar filament capi, polaroplast sekli,
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spor biiyiikliigli ve hayat dongiisii gibi farkli sistematik karakterler 6nem arz etmektedir

(Larsson, 1986) (Sekil 9, 10, 11).

Sekil 9. P. brassicae’de belirlenen diplokaryotik mikrospor, n: Cekirdek, bar 250 nm
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Sekil 10 Mikrospor sporlarinda polaroplast ve anchoring disc yapilari, pp;; ince
lamellar tip polaroplast, pp,; kalin lamellar tip polaroplast, ad; anchoring
disc yapist, bar: 200 nm
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Sekil 11. Tespit edilen mikrospor patojenin de ekzospor, endospor, plazma zar1 ve
polar filament yapilari; ex: Ekzospor, en: Endospor, p: Plazma zari, pf:
Polar filament, bar: 200 nm

3.2. P. brassicae L. Larvalarinda Tespit Edilen Mikrospor Patojeni Uzerinde
Yapilan Molekiiler Calismalar

Biiyiik lahana kelebegi larvalarinda tespit edilen mikrospor patojenine ait sporlar
tizerinde DNA izolasyonu ve rDNA amplifikasyonu islemleri gerceklestirildi. Bu islemler
sonucunda elde edilen rDNA’ nin varliginin tespiti ve biiyiikliigiiniin hesaplanabilmesi i¢in
etidyum bromiir (EtBr) ilave edilmis % 0,9 luk agaroz jelde yiiriitiildi. Elde edilen PZR
tirtiniiniin biiyiikliigii hesaplanirken, 100 baz ciftinden (bp) baslayip 10 kilo baza (kb)

varan 16 bantlik bir skala olusturan DNA ladder kullanildi. Yiiriitme isleminin sonunda
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elde edilen sonuglar UV transilliminatdrde goriintiilendi ve tez konusu olan mikrospor

patojenine ait rDNA’ nin 1000 bp ile 1500 bp arasinda bir biiyilikliige sahip oldugu
belirlendi (Sekil 12).
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5 kb
4 kb
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Sekil 12. P. brassicae’de belirlenen mikrospor patojenine ait
rDNA’nin agaroz jel goriintiisii; A: 16 bantlik DNA
ladder, B: Mikrospor patojenine ait tDNA

Tespit edilen mikrospor patojenini diger mikrosporlarla kiyaslamak i¢in baz dizin
analizleri gercgeklestirilmistir. Bu analizler PZR f{iriinlerini Macrogen Inc. firmasina
dogrudan okutularak gerceklestirildi. Bu islem i¢in elde edilen PZR {iriinlerinden 30 pl

hacminde almnarak o©rnek basina 2’ser ul 18F ve 1537R primerleri ile beraber
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gonderilmistir. Calismay1 gergeklestiren firma PZR {iriiniinii kalip olarak kullanarak 18F
ve 1537R primerleri vasitast ile rtDNA’ nin sstRNA geninde bulunan V4 bolgesindeki
kismi baz dizilimini elde etmistir (EK-1). Elde edilen kismi1 baz dizilimi 1167 bp’lik bir
dizidir. Tespit edilen baz dizilimindeki % G+C igerigi Fast PCR programi kullanilarak %
36,5 olarak belirlendi.

Baz dizin analiz sonucu, NCBI (National Center for Biotechnology Information)
BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool) internet ara yiizii kullanilarak
GenBank’taki verilerle karsilastirildi ve sonuglar degerlendirildi (Tablo 2).
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Tablo 2. Filogenetik analizlerde kullanilan SSU rRNA baz dizileri

Kabul Kodu Organizma Ad1 Konak Takim Familya
AF426104 Nosema carpocapsae Cydia pomonella  Lepidoptera Tortricidae
EU260046 Endoretzcu{atus sp. CHW- T haume.topoea Lepidoptera Thaumetopoeidae
2008 Austria processionea
L39109 Endoreticulatus schubergi H. sapiens Primates Hominidae
AY009115 Endoreticulatus bombycis B. mori Lepidoptera Bombycidae
Endoreticulatus sp. CHW- . . . .
AY502944 2004 Taiwan Ocinara lida Lepidoptera Bombycidae
AJ011833 Nosema granulosis Gammqrus Amphipoda Gammaridae
duebeni
DQ073396 Nosema antheraeae Antheraea pernyi  Lepidoptera Saturniidae
FJ767862 Nosema philosamiae thloivamza Lepidoptera Saturniidae
cynthia
D85502 Vairimorpha sp. NIS-M12 B. mori Lepidoptera Bombycidae
Y 00266 Vairimorpha necatrix Psyedaletza Lepidoptera Noctuidae
unipuncta
U27359 Nosema oulemae Oulema Coleoptera Chrysomelidae
melanopus
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 Chorz.stoneura Lepidoptera Tortricidae
conflictana
AY008373 Nosema bombi Bombus terrestris  Hymenoptera Apidae
U97150 Nosema apis Apis mellifera Hymenoptera Apidae
AJ252955 Pleistophora ovariae Notemigonus Cypriniformes Cyprinidae
crysoleucas
AJ252956 Pleistophora typicalis My oxocep halus Scorpaeniformes Cottidae
scorpius
Pleistophora sp. Sd-Nu- . . .
D85500 IW8201 B. mori Lepidoptera Bombycidae
AJ131646 Vairimorpha imperfecta Plutella xylostella  Lepidoptera Plutellidae
AY 960987 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 Lepidoptera Noctuidae
armigera
AY747307 Nosema spodopterae Spodoptera litura  Lepidoptera Noctuidae
AY383655 Nosema sp. CO1 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 Calismada)  Pieris brassicae Lepidoptera Pieridae
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Bu calismada biiylik lahana kelebeginde tespit edilen mikrospor patojeninin baz
diziliminin yan sira, ¢cogu Lepidoptera takiminda dogal enfeksiyona neden olan mikrospor
tiirleri ve biri analizlerde dis grup olacak sekilde toplamda 38 farkli veri kullanildi. MEGA
5.0 programi kullanilarak bu verilerle MaximumLikelihood agac topolojisi elde edildi.
MaksimumLikelihood aga¢ topolojisi olusturulurken dis grup olarak Trypanosoma brucei
tirti kullanildi. MEGA 5.0 programi yardimiyla yapilan MaksimumLikelihood analizi
sonucuna bakildiginda analizi yapilan verilerin tiimiiniin 2 ana grup altinda toplandigi
gorilmektedir (Sekil 13). Ayrica GenBank’tan elde edilen verilerle tez konusu olan
mikrosporidium tiiriiniin sstDNA’sina ait baz dizisi, Pairwase distance analizi Kimura-2

modeline gore hesaplanarak tiirler arasindaki baz farkliliklar1 da belirlenmistir (EK - 2)
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a0 @ AF426104 Nosema carpocapsae
76 W HQ399665 uncultured Nosema
W D85502 Vairimorpha sp. NIS-M12
8e W Y00266 Vairimorpha necatrix
A U27359 Nosema oulemae
W D85501 Nosema sp. NIS-M11
DQ486027 Nosema ceranae
a1 @ EU219086 Nosema thomsoni
4[ M Nosema sp. (Bu Calismada)

W L39114 Vairimorpha sp

98| Y W AF033315 Vairimorpha lymantriae
_(-” E W AF033316 Nosema portugal
W AF141129 Vairimorpha lymantriae
gs — AY008373 Nosema bombi

L U97150 Nosema apis
A AJ252955 Pleistophora ovariae
A AJ252956 Pleistophora typicalis
W D85500 Pleistophora sp. Sd-Nu-IW8201

B
» EU260046 Endoreticulatus sp. CHW-2008 Austria
3% L39109 Endoreticulatus schubergi
=il W AY009115 Endoreticulatus bombycis
W AY502944 Endoreticulatus sp. CHW-2004 Taiwan
A& AJ011833 Nosema granulosis
—=C

@ AJ131645 Vairimorpha imperfecta
W D35503 Nosema bombycis
W AY383655 Nosema sp. C01
| AYT47307 Nosema spodopterae
% AY259631 Nosema bombycis
@ FJ767862 Nosema philosamiae
W AF240350 Nosema sp
W AF485270 uncultured Nosema

66 @ AJ131646 Vairimorpha imperfecta
@ AY960987 Nosema plutellae
@ DQO073396 Nosema antheraeae
W AF240354 Nosema sp
1 U09282 Nosema trichoplusiae

W AF240351 Nosema sp.
W M12676 Tryponosoma brucei

M Pieridae @ Plutellidae A Chrysomelidae
B Lymantriidae @ Tortricidae A Cyprinidae
M Bombycidae ® Saturniidae % Gammaridae
" Noctuidae ' Thaumetopoeidae

Apidae Hominidae
M Glossinidae A Cottidae

Sekil 13. MEGA 5.0 programi ile yapilmis MaximumLikelihood analizi; renkli
figlirler analiz i¢in kullanilan verilerin enfeksiyon meydana getirdikleri
familya diizeyinde konaklarini géstermektedir.



4. TARTISMA

Bu yiiksek lisans tezinde diinyada ve Tiirkiye’de tarim alanlarinda iiretilen lahana
tiirleri lizerinde biiylik zararlara neden olan biiyilk lahana kelebegi; P. brassicae’de
enfeksiyon yapan mikrosporidium patojenlerinin varligi ¢alisilmistir. Paillot (1918), ilk
defa soz konusu zararlida dogal yolla enfeksiyon olusturan Nosema cinsine ait bir
mikrosporidium tiirli teshis etmistir (Nosema mesnili). Giiniimiize kadar biiyiik lahana
kelebegi iizerinde dogal enfeksiyona neden olan ii¢ adet mikrosporidium tiirii tespit
edilmistir (Malone ve Mcivor, 1996). S6z konusu bu calismada, varligi belirlenen
mikrosporidium patojeninin tespiti ve karakterizasyonu icin 151k, elektron mikroskobu ve
molekiiler calismalar gerceklestirilmistir.

Giemsa boyama ve elektron mikroskobu caligsmalari neticesinde, gerek hayat
dongiisii  gerekse ultrastriiktiirel ozellikleri dikkate alindiginda bu mikrosporodium
patojeninin Nosema cinsine ait oldugu belirlenmistir (Lipa, 1968). Bu tez calismasi
stiresince bliylik lahana kelebeginde kaydedilen patojen; diplokaryotik sathalarin varligi,
homojen ekzospor, spor duvart kalinlifi ve spor kesesinin bulunmayist gibi Nosema
cinsinin tipik 6zelliklerine sahiptir (Larsson, 1986, 1988, 1999). Bir¢ok Nosema tiiriinlin
ultrastriiktiirel yapis1 tanimlanmistir (Sato vd., 1982, Avery ve Anthony, 1983, Toguebaye
ve Marchand, 1984, Toguebaye ve Marchand, 1986, Toguebaye ve Bouix, 1989, Canning
ve Vavra, 2000, Yaman ve Radek, 2003, Yaman vd., 2005a, b, Yaman vd., 2008). Bu
caligmalar, Nosema cinsinin tanimlanmasinda faydali bilgiler saglamaktadir. Nosema
sporlarinin ultrastriiktiirel 6zellikleri Sato vd. (1982) ve Canning ve Vavra (2000)
tarafindan belirlenmistir.

Gilinlimiize kadar biiyiik lahana kelebeginde Nosema cinsine ait kaydedilen tek tiir
(Nosema mesnili) Paillot (1918) tarafindan, biiyiik lahana kelebeginin Malpigi tiipleri, yag
dokusu, ipek bezleri ve kan hiicreleri gibi farkli dokularinda 151k mikroskopisi ile tespit
edilmistir. Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligsmalar, biiylik lahana kelebegini dogal yollarla
enfekte eden Endoreticulatus ve Thelohania cinslerine ait iki yeni mikrospor tiiriiniin
varligimi ortaya koymustur (Paillot, 1924, Veber, 1956). S6z konusu bu iki cinse ait
mikrospor tiirleri; sporlarinin monokaryotik olmalarinin yami sira gerek enfekte ettikleri
dokularla gerekse hayat dongiileri ile Nosema cinsinden bariz olarak farklar tasimaktadir

(Undeen ve Vavra, 1997). Choi vd. (2002)’ne gore, Pieris cinsi lizerinde dogal olarak
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enfeksiyona neden olan bes farkli mikrospor tiirii kaydedilmistir. Yapilan bu tez ¢aligmasi
ile birlikte biiyiik lahana kelebegi iizerinde tespit edilen mikrospor patojeninin bahsi gecen
mikrospor tiirleri ile karsilastirildiginda bariz farklara sahip oldugu asikardir. Giinlimiize
kadar Pieris cinsinde dogal enfeksiyon olusturan mikrospor tiirleri Tablo 3’de listelendi.
Tablo 3’de goriildiigli gibi Pieris cinsinde kaydedilen mikrospor tiirlerinden biri olan
Microsporidium (Thelohania) mesnili’nin spor boyutu 2,5-3,5 x 1,5-2 um, Pleistophora
schubergi aporiae 2 x 1,5 pum, Thelohania sp. 5,6-6,8 x 3,1-3,8 um, (Serbest spor) 3,8 x
1,8 um, Vairimorpha sp (Oktosporlar) 3,1 x 1,9 um, (Makrosporlar) 8,0 x 2,1 um, Nosema
(Perezia) mesnili 3-4 x 1,5-2 um ve bizim izolatimiz (Bu ¢alisma) 4,21 (3,13 — 5,47) X
1,91 (1,31 — 2,45) um olarak kaydedildi. Bu tiirlerin enfekte ettikleri Pieris tiirlerine
bakildiginda 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 goriilmektedir.

Tablo 3’de goriildiigii gibi bu caligmada tespit edilen mikrospor tiirii belirgin
sekilde biiyiik lahana kelebeginde tespit edilen diger mikrosporidium tiirlerinden spor
morfolojisi olarak farklilik géstermektedir. Spor biiyiikliigii agisindan bu caligmada tespit
edilen mikrospor tirli Thelohania sp. ve Vairimorpha sp.’nin makrosporlarindan daha

kiigiik olup, Nosema cinsine ait olan Nosema mesnili’den bariz sekilde biiytiktiir.



Tablo 3. Pieris Cinsinde Kaydedilen Mikrospor Tiirleri

Mikrospor Tiirii Spor Olgiisii Konak Referans
Microsporidium (Thelohania) mesnili 2,5-3,5x 1,5-2 um P. brassicae Paillot (1924)
P.b ] Veber (1956
Pleistophora schubergi aporiae 2x 1,5 um P'r:zas;;ceae Is:i (elr 9( 69) )
5,6-6,8 x 3,1-3,8 um
Thelohania sp. 3,8x 1,8 um P. rapae Laigo ve Paschke (1966)
(Serbest spor)
Vairimorpha sp 3,1 x 1,9 um (Oktosporlar) P. rapae Malone ve Mecivor

8,0 x 2,1 um (Makrosporlar)

(1996)

Nosema (Perezia) mesnili 3-4x1,5-2 um

P. brassicae

Paillot (1918)

Nosema sp. 4,21 (3,13-5,47) x 1,91
(Bu Calisma) (1,31 — 2,45) um

P. brassicae

Bu Calisma (2012)

143
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Paillot (1918) tarafindan Nosema mesnili sporlar1 iizerinde 151k mikroskopu ile
yapilan tanimlama ve karekterizasyon islemleri elektron mikroskopisinin gelisimi ile
yeterliligini kaybetmistir. Daha Once spor morfolojisini esas alan ve ultrastriiktiirel
detaylar1 aciklanmamis mikrosporidium tanimlamalari ¢ogu zaman yeni tiir agisindan
gereksiz bir ¢alisma olarak sonuc¢lanmistir (Malone ve Mcivor, 1995). Giiniimiizde
mikrosporlarin siniflandirilmasinda; spor sekli, spor duvari kalinligi, polar filament sayisi,
polar filament capi, polaroplast sekli, spor blylikliigli ve hayat dongiisii gibi farklhi
sistematik karakterler 6nem arz etmektedir (Larsson, 1986). Bu sistematik karakterler
dogrultusunda, tez konusu olarak iizerinde calisilan mikrospor patojeninden elde edilen

sonuclar ve Nosema mesnili’ nin baz1 karakteristik 6zellikleri Tablo 4’ de 6zetlenmistir.

Tablo 4. Tespit edilen Nosema sp. (Bu calismada) ve Nosema mesnili’nin ultrastriiktiirel
karakterlerinin karsilastirilmasi

Nosema mesnili Nosema sp.

(Paillot 1918) (Bu Calismada 2012)

Malpigi tiipleri, Ipek
Enfekte Organlar bezi, Yag dokusu, Bagirsak
Kan hiicresi

) Dikdértgen veya
Spor Sekli Oval Oval
4,21 (3,13 —-5,47) x

Spor Boyutu 3-4x1,5-2 um 1.91 (131 - 2.45) um

_ Spor duvari kalinlig 107 — 138 nm 100 - 125 nm

o

5 8 | Polar filament 11 6

% < Polar filament Cap1 54 — 69 nm 57 -71 nm

g g Polaroplast Lamellar - Vesikiiler Lamellar

5 = Cekirdek Diplokaryotik Diplokaryotik

Nosema mesnili sporlari lizerinde ilk ultrastriiktiirel ¢alisma ise 1995 yilinda Cheung
ve Wang tarafindan gergeklestirilmistir. Bu calismaya gore N. mesnili sporlar1 bdcegin
Malpigi tiiplerini, ipek bezlerini, bagirsak, kan hiicreleri ve yag dokusunu enfekte ederken,
spor Olgiileri 3 - 4 x 1,5 - 2 um ve polar filament sayis1 11 olarak belirlenmistir. Bu tez

caligmasinda bahsi gecen mikrospor patojeninin ultrastriiktiirel 6zelliklerine bakildiginda
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ise; bu patojenin spor Olgiileri 4,21 + 0,50 (3,13 — 5,47; n=50) x 1,91 +£ 0,24 (1,31 — 2,45;
n = 50) um ve polar filament sayis1 6 olarak kaydedildi. Nosema mesnili’de polaroplast
sekli lamellar veya vesikiiler sekillerde olabilirken bu calismadaki mikrospor patojeninde
sadece lamellar tipte polaroplast kaydedildi. Ultrastriiktiirel yapilarin yaninda spor sekli ve
spor boyutu mikrosporlarin siniflandirilmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir (Larsson, 1986).
Nosema mesnili ve tez konusu olan mikrospor patojenini bu kritere gore
degerlendirdigimizde; N. mesnili sporlar1 dikdortgenimsi ya da oval ve spor boyutu 3-4 x
1,5 - 2 um iken, tespit edilen mikrospor patojeninin spor sekli 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) um’dir. Mikrosporlarin
siiflandirilmasinda bu kriterlerin disinda enfekte edilen doku ve iizerinde enfeksiyon
gergeklestirilen konak tirii de mikrosporlarin  smiflandirilmasinda  kullanilmaktadir
(Sprague vd., 1982). P. brassicae lizerinde dogal olarak enfeksiyon olusturan N. mesnili;
bocegin Malpigi tiipleri, ipek bezleri, kan hiicreleri ve yag dokusunu enfekte ederken; tez
konusu olan mikrospor bu bdcegin yalnizca bagirsak dokusunu enfekte etmektedir.
Mikrosporlari siniflandirmada kullanilan 6nemli bir taksonomik karakter de polar filament
cap1 ve spor duvart kalinhigidir (Larsson, 1986). Bu karakterler {izerinden yapilan
incelemede s6z konusu mikrospor patojeninin polar filament ¢ap1 57 — 71 nm arasinda
degisirken, spor duvart kalinligir 100 — 125 nm’dir. Nosema mesnili’nin resimden yapilan
Ol¢timlerinde ise polar filament ¢ap1t 54 — 69 nm, spor duvart kalinligi ise 107 — 138
nm’dir.

Ultrastriiktiirel ¢alismalarin yanm1 sira bu patojenin tanimlanmasinda molekiiler
calismalarda kullanilmistir. Yapilan molekiiler ¢alismalar sirasi ile DNA izolasyonu,
rDNA amplifikasyonu ve baz dizin analizleri olarak gruplandirilabilir. Amplifikasyonu
gergeklestirilen rDNA’nin sstRNA genine ait kismi baz dizisi biiyiikliigii 1167 bp olarak
tespit edildi. Pieris tiirlerinde tespit edilen Nosema cinsine ait diger mikrospor
patojenlerine ait baz dizisi biiytikliikleri ise; Nosema sp. CO1 3779 bp, Nosema sp. 1205
bp, Nosema sp. 1080 bp ve Nosema sp. 3750 bp olarak belirlenmistir (Choi vd., 2002,
2004; Wang vd., 2001; Xu vd., 2010).

Mikrosporlar1 tiir diizeyinde birbirleri ile karsilastirmada ssrRNA geninin V4
bolgesindeki niikleotid dizilerinin kiyaslanmasi yaygin sekilde kabul goren bir taksonomik
parametredir (Malone vd., 1994). Eubakteriler gibi mikrosporlar disindaki diger organizma
guruplarinda sstfRNA genindeki niikleotid dizileri tiirden tiire bir veya iki niikleotidlik

farklar gosterirken, mikrosporlarda biiyiik farklar géstermektedir (Dams vd., 1988; Barry
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vd., 1990). Mikrospor tiirleri arasindaki sstTRNA geni agisindan bu biiytik farkliligin nedeni
ise ¢ok sayida hayvan tiirii iizerinde zorunlu parazit olarak evrimlesmelerinden dolay1
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Vossbrinck vd., 1987).

Molekiiler teknikler kullanilarak yapilan son c¢aligmalarda elde edilen baz
dizilimlerindeki % G+C igerigi mikrosporlar1 cins diizeyinde birbirinden ayirmada
kullanilmaktadir. Ornegin 2010 yilinda yapilan bir galismaya gore; Nosema tiirlerinde
ssTRNA genindeki G+C igerigi % 33,93 — 38,73 iken, bu oran Endoreticulatus tiirlerinde
% 50,96 — 51,12°dir (Dong vd., 2010). Fast PCR programi kullanilarak biiyiik lahana
kelebeginde tespit edilen ve tez ¢alisma konusu olan mikrospor da % G+C igerigi ise %
36,5 olarak tespit edildi. Belirlenen % G+C igerigi, tez konusu olan mikrosporidium
tiirliniin, gerek morfolojik gerekse hayat dongiisii gibi molekiiler yonden yapilan
incelemeler de Nosema cinsine ait oldugunu tekrardan teyit etmistir. Bunun yaninda %
G+C igerigi ayni cins igerisinde bulunan mikrosporidium tiirleri arasinda da farklilik
gostermektedir. Ornegin 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 belirlenmistir
(Kyei-Poku vd., 2008).

Bu calismada biiylik lahana kelebeginde tespit edilen mikrospor patojeninin baz
diziliminin yan sira, cogu Lepidoptera takiminda dogal enfeksiyona neden olan mikrospor
tiirleri ve biri analizlerde dis grup olacak sekilde toplamda 38 farkli veri kullanildi. MEGA
5.0 programi kullanilarak bu verilerle MaksimumLikelihood aga¢ topolojisi elde edildi.
MaksimumLikelihood aga¢ topolojisi olusturulurken Kimura-2 modeli uygulandi ve dis
grup olarak Trypanosoma brucei tirii kullanildi. MEGA 5.0 programi yardimiyla yapilan
MaksimumlLikelihood analizi sonucuna bakildiginda analizi yapilan verilerin tiimiiniin 2
ana grup altinda toplandigi goriilmektedir. Analiz sonucuna gore tez konusu olan
mikrosporidium tiirli, Pieridae familyasinda enfeksiyon olusturan diger mikrosporidium
tiirlerinden ayrilarak Tortricidae familyasinda enfeksiyon olusturan Nosema thomsoni’ye
%091°1ik bootstrap degeri ile yakin baglanmigtir. Ayrica analizi gergeklestirilen 38 tiiriin 5’1
Pieridae familyasinda enfeksiyon olusturmasmma ragmen her biri, farkli familyalarda
enfeksiyon olusturan mikrosporidium tiirleri ile gruplar meydana getirmistir.

Tez konusu olan mikrosporidiumdan elde edilen 1167 bp’lik baz dizisi en yakin tiir
olan Nosema thomsoni’nin baz dizisinden 6 baz farklidir. Bu bazlarin 3’ii delesyon diger
3’1 ise baz substitisyonu olarak belirlendi. Kimura-2 modeline gore yapilan Pairwase

distance analizine gore ise tez konusu olan mikrosporidium ve Nosema thomsoni
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arasindaki baz farklilig1 ise % 0,2 olarak tespit edildi. Baz farklilig1 acisindan % 44,4 gibi

bir oranla Pleistophora typicalis tez konusu olan mikrosporidium tiiriine en uzak tiirdiir.

Molekiiler analizler sonucunda tez konusu olan mikrosporidiuma en yakin tiir olan
Nosema thomsoni, Populus tremuloides (titrek kavak) ilizerinde zarar meydana getiren ve
Amerika kitasina 6zgili olan biiyiikk kavak yaprak biikeni (Choristoneura conflictana;
Lepidoptera: Tortricidae) ilizerinde dogal olarak enfeksiyon olusturmaktadir (Wilson ve
Burke, 1971). Tez konusu olan mikrosporidium ise biiyilk lahana kelebegi (Pieris
brassicae L., Lepidoptera: Pieridac)’'nde belirlendi. Bocekleri enfekte eden
mikrosporidium tiirlerinin siiflandirilmasinda enfekte edilen konak tiirii ilk ve baslibasina
yeterli bir taksonomik karakter olarak kullanilmaktadir (Sprague vd., 1992). Molekiiler
acidan Nosema thomsoni ve tez konusu olan mikrosporidium tiirli birbirine yakinlik
gostersede enfekte edilen konak tiirlerinin farkliligindan dolayr tamamen birbirinden farkl

turlerdir.

Sonug olarak; 1s1k, elektron mikroskobu ve molekiiler ¢calismalardan elde edilen tiim
veriler, bu tez ¢alismasinda tanimlanan mikrosporidium patojeninin yeni bir tiir oldugunu
gostermektedir. Nosema cinsine dahil olan bu yeni protistin ismi konagina atfedilerek

isimlendirilmistir.
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Nosema pieriae sp. n.

Sporlar: Oval, 4,21 (3,13 — 5,47) x 1,91 (1,31 — 2,45) um, 6 polar filament, lamellar
tip polaroplast.

Enfekte doku: Bagirsak
Konak: Pieris brassicae L. (Lepidoptera: Pieridae)
Lokalite: Besikdiizii (Trabzon), Tiirkiye.

Enfeksiyon orani: Incelenen 30 larvadan 2’sinde bu patojen tespit edildi. Enfeksiyon

oran1 % 6,6.

Tip Ornek: Isik ve elektron mikroskobisi i¢in numuneler Karadeniz Teknik
Universitesi, Biyoloji Boliimiinde Zooloji-II laboratuarinda (MCPB-01) muhafaza
edilmektedir.

Etimoloji: Bu yeni protistin ismi konagina atfedilmistir.



5. SONUCLAR

Bu yiiksek lisans tezi siiresince elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde
verilmigtir.
1. Lepidoptera takimina ait olan biiyiik lahana kelebegi (Pieris brassicae Lep:
Peiridae) ile biyolojik miicadelede kullanilmak iizere dogal hastalik etmeni mikrospor
patojeninin varlig arastirilmis ve 2011 yilinin Haziran — Temmuz aylar1 arasinda toplanan
larvalarda bir mikrosporidium patojenine rastlanmaistir.
2. Biiyiik lahana kelebeginde tespit edilen mikrosporun morfolojik ve ultrastriiktiirel
ozellikleri, 151k mikroskobu, Giemsa boyama ve elektron mikroskobu (TEM) ¢alismalari
ile belirlenmis ve bu patojenin Nosema cinsine ait yeni bir tiir oldugu saptanmaistir.
3. Tespit edilen mikrospor sporlart iizerinde yapilan molekiiler c¢alismalarla bu
patojenin Nosema cinsine ait yeni bir tiir oldugu teyit edilmistir.
4. Giemsa boyama yontemi ve elektron mikroskobu ¢alismalar1 sonucunda elde edilen
hayat donglisii sathalar1 ve ultrastriiktiirel yap1 bulgular1 ve molekiiler calismalar Pieris
cinsinde tespit edilen bu mikrospor patojeninin diger Nosema tiirlerinden farkli oldugunu
gostermistir. Bu tez c¢alismasi biiyiilk lahana kelebeginde (P. brassicae) tespit edilen
mikrospor patojeninin diinya ve Tiirkiye i¢in ilk kaydidir.
5. Arazi ¢alismalarindan elde edilen larvalarin diseksiyonu sonucunda % 6,66’a varan
mikrospor enfeksiyon orani belirlenmistir.
6. Mikrospor patojeninin konak spesifitesinin yiiksek olmasi, dogal hastalik olusturup
cevreye ve diger canlilara zarar vermeden, ekolojik dengeyi koruyarak yalnizca hedef
zararli popiilasyon yogunlugunu azaltmasi, biyolojik miicadelede bu patojenlerin tercih
edilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Bu yiiksek lisans tez calismasi ile Tiirkiye ve diinya i¢in ilk kez biiyiikk lahana
kelebegi (Pieris brassicae 1.)’nde dogal hastalik olusturan yeni bir mikrosporidium

patojeni tespit edilmekte, karakterizasyonu ve varligi agiklanmaktadir.



6. ONERILER

Alan zararlilartyla miicadelede iilkemizde tamamen kimyasal ilaglarla yapilmaktadir.
Kimyasallarin hedef zararli disinda, ¢evreye, dogadaki diger yararli canlilara ve insan
sagligma olumsuz yoéndeki etkileri endise verici bir durumdur. Istenmeyen bu etkileri
ortadan kaldirmak ya da minimum seviyeye indirmek i¢in alternatif miicadele yontemleri
gelistirilmektedir. Cevreye duyarli, yalnizca kontrol altina alinmasi ve etkisinin azaltilmasi
gereken zararliya etki eden ve kalint1 sorunu gibi olumsuzluklar barindirmayan biyolojik
miicadele yontemi, tercih edilmesi gereken yontemlerin baginda gelir. Bu yiiksek lisans tez
caligmalar sirasinda tespit edilen Nosema cinsine ait bu patojenti, iilkemiz ve ¢esitli diinya
tilkeleri i¢cin 6nemli bir besin kaynagi olan lahana (Brassicaceae) tiirii bitkilerinde ¢ok ciddi
zararlara neden olan biiyiikk lahana kelebegi (P. brassicae) ile miicadele de kimyasal
miicadeleye alternatif olarak kullanilmalidir. Bu amagla bu mikrosporidium patojeninin
kitle tiretimi yapilip patojenite testlerinden gegirildikten sonra tarimsal liretimle ugrasan
gerek ciftcilere gerekse tiizel kisilere ticari sekilde sunulabilir. S6z konusu patojenin
kullanilmastyla zararli ile biyolojik miicadele gerceklestirilmis ve ayn1 zamanda kimyasal
ilaglarin ¢evreye ve canlilara verdigi zararh etkilerin de Oniine gecilmis olacaktir. Dar bir
alanda siirdiiriilen arazi calismalar1 ile gergeklesen bu tez caligmasinin kapsami
gelistirilerek tiim Karadeniz Bolgesi’nde ve hatta Tiirkiye’de lahana yetistiriciligi yapilan
bolgelerdeki zarar yapan boceklerde patojen varligr arastirilabilir. Patojenin larva
gelisimine, beslenmeye ve yumurta birakma gibi faaliyetlerine etkisi aragtirilmalidir.
Zararlinin larva ve ergin formlaria bioassay deneyleri yapilarak s6z konusu mikrospor
patojeninin patojenitesi ve konak iizerinde meydana getirdigi semptomlar tespit
edilmelidir. Ayrica bu patojenin vertikal ve horizontal bulasma potansiyelleri de
arastirilabilir. Ayn1 zamanda bu patojenin basta Pieridae familyasi olmak iizere diger
Lepidoptera takimina ait familya ve tiirlerde enfeksiyon gerceklestirip gerceklestirmedigi
de calisilabilecek konular arasindadir. Bu tez ¢alismasinin tilkemiz i¢in ilk kayit olmasi, bu
alanda yapilacak olan diger ¢alismalara kaynak olacaktir. Bu ¢alisma araciligi ile sunulan
bilgiler kullanilarak diger tarimsal zararlilarla miicadelede yeni patojenik ajanlarin tespiti

mimkin olabilir.
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8. EKLER

Ek 1. Tez Konusu Mikrosporidium Tiiriiniin rDNA’sina ait Kismi Baz Siras1

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 Gore Analizlerde Kullanilan Orneklerin Baz Farkhliklar

AYO009115 Endoreticulatus bombycis
AY502944 Endoreticulatus sp. CHW-2004 Taiwan
L39109 Endoreticulatus schubergi
EU219086 Nosema thomsoni
U27359 Nosema oulemae

AY259631 Nosema bombycis
AY747307 Nosema spodopterae
AJ252955 Pleistophora ovariae
AJ252956 Pleistophora typicalis
AF426104 Nosema carpocapsae
AY383655 Nosema sp. CO1
DQO073396 Nosema antheracae
DQ486027 Nosema ceranae
AF240354 Nosema sp.

D85502 Vairimorpha sp. NIS-M12
D85501 Nosema sp. NIS-M11
AF033315 Vairimorpha lymantriae
AF033316 Nosema portugal

D85500 Pleistophora sp. Sd-Nu-IW8201
Y00266 Vairimorpha necatrix
AY008373 Nosema bombi
AJ131645 Vairimorpha imperfecta
AJ131646 Vairimorpha imperfecta
Nosema sp. (Bu Caligmada)

U97150 Nosema apis

D85503 Nosema bombycis

FJ767862 Nosema philosamiae
EU260046 Endoreticulatus sp. CHW-2008 Austria
AJ011833 Nosema granulosis
AF240350 Nosema sp.

AF240351 Nosema sp.

AY960987 Nosema plutellae
AF485270 uncultured Nosema
L39114 Vairimorpha sp.

U09282 Nosema trichoplusiae
AF141129 Vairimorpha lymantriae
M12676 Tryponosoma brucei
HQ399665 uncultured Nosema

0,002
0,001
0,404
0,403
0,449
0,449
0,347
0,344
0,408
0,449
0,456
0,410
0,461
0,414
0,404
0,404
0,404
0,004
0,411
0,395
0,449
0,447
0,404
0,414
0,449
0,449
0,009
0,456
0,450
0,768
0,447
0,447
0,406
0,449
0,404
1,001
0,408

0,001
0,404
0,403
0,449
0,449
0,347
0,344
0,408
0,449
0,456
0,410
0,461
0,414
0,404
0,404
0,404
0,004
0,411
0,395
0,449
0,447
0,404
0,414
0,449
0,449
0,009
0,456
0,450
0,768
0,447
0,447
0,406
0,449
0,404
1,007
0,408

0,402
0,401
0,447
0,447
0,345
0,342
0,406
0,447
0,454
0,407
0,458
0,412
0,401
0,402
0,402
0,002
0,408
0,393
0,447
0,445
0,402
0,412
0,447
0,447
0,007
0,453
0,447
0,764
0,445
0,445
0,404
0,447
0,402
1,001
0,406

0,012
0,147
0,147
0,442
0,441
0,010
0,147
0,151
0,015
0,154
0,016
0,014
0,010
0,010
0,400
0,015
0,017
0,147
0,147
0,002
0,031
0,147
0,147
0,411
0,151
0,148
0,497
0,147
0,150
0,009
0,147
0,010
1,042
0,010

0,151
0,151
0,446
0,444
0,007
0,151
0,155
0,017
0,159
0,015
0,009
0,012
0,012
0,399
0,012
0,021
0,151
0,151
0,015
0,035
0,151
0,151
0,410
0,154
0,153
0,500
0,151
0,154
0,011
0,151
0,012
1,028
0,007

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
0,000
0,151
1,020
0,153

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
0,000
0,151
1,020
0,153

0,053
0,446
0,457
0,464
0,449
0,464
0,446
0,444
0,446
0,446
0,341
0,446
0,435
0,457
0,457
0,442
0,443
0,457
0,457
0,357
0,455
0,457
0,819
0,457
0,457
0,448
0,457
0,446
1,148
0,446
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0,446
0,449
0,456
0,455
0,456
0,446
0,444
0,446
0,446
0,338
0,445
0,437
0,449
0,449
0,444
0,444
0,449
0,449
0,352
0,454
0,450
0,787
0,449
0,449
0,448
0,449
0,446
1,142
0,446
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