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ONSOZ

“Kuru Meyve Giivesi (Plodia interpunctella (Hiibner), Lepidoptera: Pyralidae)’nde
Patojenik Bir Mikrosipridyum Tiiriiniin Karakterizasyonu” adli bu yiiksek lisans tezi, gerek
diinya gerekse lilkemizde depolanmis iiriinlerde biiyiik zararlara neden olan Kuru Meyve
Giivesi (Plodia interpunctella (Hiibner))’nin biyolojik miicadelesinde kullanilma
potansiyeline sahip yeni bir mikrosporidyum tiiriiniin karakterizasyonu lizerine 6nemli
bilgiler sunmaktadir. S6z konusu bu yiiksek lisans tez ¢alismasinin bu alanda calisacak
bir¢ok bilim adamina bir 6rnek teskil edecegini timit ediyorum.

Lisanslistii egitimim siiresince danismanligimi stlenerek, gerek konu secimi,
gerekse caligmalarin yiiriitiilmesi sirasinda deneyim ve bilgilerini benimle paylasan,
yardim ve destegini esirgemeyen sayin hocam Prof. Dr. Mustafa YAMAN’a, sonsuz
stikranlarim1 sunuyorum.

Tez ¢alismasi siiresince yardimlarini esirgemeyen Zooloji II laboratuari ¢alisanlart ve
Beyza Gonca Giiner’e ve desteklerini hi¢cbir zaman eksik etmeyen tiim dostlarima tesekkiir
ederim.

Tim hayatim ve tez c¢alismam siiresince her tiirlii fedakarlikla yanimda bulunan,
basta sevgili anne ve babam olmak ilizere diger aile bireylerime sonsuz tesekkiirlerimi

sunuyorum.

F. Pinar GUNGOR
Trabzon 2014



TEZ BEYANNAMESI

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum “Kuru Meyve Giivesi (Plodia interpunctella
(Hiibner), Lepidoptera: Pyralidac)’nde Patojenik Bir Mikrosipridyum  Tiriiniin
Karakterizasyonu” baslikli bu ¢alismay1 bastan sona kadar danismanim Prof. Dr. Mustafa
YAMAN‘mm  sorumlulugunda  tamamladigimi, Ornekleri  kendim  topladigimu,
deneyleri/analizleri ilgili laboratuvarlarda yaptigimi/yaptirdigimi, baska kaynaklardan
aldigim bilgileri metinde ve kaynakc¢ada eksiksiz olarak gosterdigimi, ¢alisma siirecinde
bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 19 /06 /2014

F. Pinar GUNGOR
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Yiiksek Lisans
OZET

KURU MEYVE GUVESI (PLODIA INTERPUNCTELLA (HUBNER),
LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)’NDE PATOJENIK BIR MIKROSPORIDYUM
TURUNUN KARAKTERIZASYONU

F. Pinar GUNGOR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Mustafa YAMAN
2014, 59 Sayfa,

Bu yiiksek lisans tezinde; diinyada ve iilkemizde depolanmis iirlinlerde énemli iiriin
kayiplart meydana getiren Kuru Meyve Giivesi (Plodia interpunctella (Hiibner);
Lepidoptera: Pyralidae)’nde dogal enfeksiyona neden olan bir mikrosporidyum tiiriiniin
karakterizasyonu yapildi. 2010 — 2014 yillar1 arasinda Trabzon, Karadeniz Teknik
Universitesi’nde yiiriitiilen laboratuar ¢alismalar1 sonucunda yetistirilen P. interpunctella
larva ve erginleri tizerinde 1s1k mikroskobu ile 40X ve 1000X’lik biiyiitmelerde
incelemeler yapildi. Disekte edilen taze preparatlarda patojenin boyu 4.48 + 0.23 (4.01-
4.84; n = 50) um ve eni 2.21 + 0.15 (1.91-2.48; n = 50) um olarak 6l¢iildii. Enfeksiyon
konagin bagirsak, yag dokusu, malpigi tiipleri ve salgi bezleri gibi bir¢ok doku ve
organinda gozlendi. Elektron mikroskobisi (TEM) ile patojenin ultrastriiktiirel yapisi
belirlendi. Spor safthasi iizerinde yapilan ultrastriiktiirel incelemeler sonucunda patojenin;
diplokaryotik, polarfilament sayis1 10 — 12, spor duvar1 kalinligr 150 — 200 nm ve polar
filament ¢apinin 80 — 100 nm oldugu tespit edildi. Ultrastriiktiirel karakterler bu patojenin,
Plodia interpunctella’da daha onceden tespit edilen mikrosporidyum cinsi olan
Vairimorpha oldugunu gostermektedir. Yapilan molekiiler calismalarin sonuglart da
elektron mikroskobisi sonuglarini desteklemektedir. Yapilan 1s1k, elektron mikroskobisi ve
molekiiler ¢alismalar neticesinde P. interpunctella larva ve erginlerinde tespit edilen bu

patojenin Vairimorpha plodiae oldugu Tiirkiye’den ilk kez bildirilmektedir.

Anahtar  Kelimeler:  Plodia interpunctella  (Hiibner), biyolojik  miicadele,
mikrosporidyum,  Vairimorpha plodiae, karakterizasyon,
Tiirkiye
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Master Thesis
SUMMARY

CHARACTERIZATION OF NEW MICROSPORIDIUM (Protista) FROM INDIAN
MEAL MOTH (Plodia interpunctella (Hubner); Lepidoptera: Pyralidae)

F. Pinar GUNGOR

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Mustafa YAMAN
2014, 59 Pages,

A microsporidium species detected from Indian meal moth (Plodia interpunctella
(Hubner); Lepidoptera: Pyralidae) which cause important product loses in stored products
in our country and worldwide was characterized in this master thesis. The larvae and adults
were produced in Black Sea Technical University in the provience of Trabzon in between
the years 2010 — 2014. Fresh preparations were dissected and examined under the light
microscope with magnifications 40x-1000x. Pathogen dimensions were measured as 4.48
+ 0.23 (4.01-4.84; n = 50) x 2.21 £ 0.15 (1.91-2.48; n = 50) in fresh preparations
dissected. Infection was observed in many tissues and organs such as glands, malpighian
tubules, adipose tissue, intestine of host and the life cycle of the microsporidian.
Ultrastructural features of the pathogen were determined with electron microscopy.
According to ultrastructural studies on pathogen spore; this pathogen is diplocharyotic and
it has 10 — 12 polar filament, 150 — 200 nm spore wall thickness and 80 — 100 nm polar
filament dimension. Ultrastructural details showed that the microsporidian is a
Vairimorpha genus previously characterized from Plodia interpunctella. Molecular
studies were also completed in order to confirm the microsporidian pathogen . According
to light, electron microscopy and molecular studies, this pathogen is the species of
Vairimorpha plodiae detected in P. Interpunctella larvae and adults. In the present study,

Vairimorpha plodiae is reported for the first time from Turkey.

Key Words: Plodia interpunctella (Hubner), biological control, microsporidium,
Vairimorpha plodiae, characterization, Turkey
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Hizla artan diinya niifusuna yeterli ve dengeli beslenebilmeleri amaciyla ihtiyag
duyduklar1 besin maddelerinin, Uluslar Aras1 Gida Standartlart Komisyonu kriterlerine
uygun olarak saglikli ve giivenilir bir sekilde saglanmasi giinlimiiziin 6nde gelen
sorunlarindan biri olarak dikkat ¢cekmektedir (Ferizli ve Emekg¢i, 2014).

Ulkemizin kullanilabilir tarim alanlar1 niifus artisma paralel olarak artmamakta,
aksine her gegen giin azalmaktadir. Bu nedenle birim alandan elde edilen iiriin miktarinin
arttirilmasi birinci derecede 6ne ¢ikmakla birlikte; tiretimden tliketime kadar {iriiniin uygun
bir sekilde korunmasi da ¢ok biiylik 6nem arz etmektedir (Ferizli ve Emekg¢i, 2014).

Diinyada ve Tiirkiye’de ozellikle nem igerigi diisik gida iriinleri beslenme,
tohumluk ve ihtiyag fazlasi gibi degisik amaglarla kisa veya uzun siireli olarak
depolanmakta ve tiim y1l boyunca gerek i¢ ve gerekse dis pazarda piyasaya sunulmaktadir.

Ulkemiz hububat, bakliyat, yagl tohum ve mamiilleri, findik ve mamiilleri ve kuru
meyve ve mamiilleri gibi iiriinlerin diinya {iretim ve ihracatinda énemli bir yere sahiptir. I¢
tikketim ve dis satimda son derece 6nemli olan bu triinler T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanligt Gida Koruma Genel Midiirliigii onay1 ile 6zel olarak kurulmus tesis ve
isletmelerde depolanmaktadir.

Tiirkiye Ihracatgilar Meclisi (TIM) verilerine gore, iilkemizin 2014 Ocak-Nisan
donemi sektorel bazda ihracat kayit rakamlar1 toplamda 110,107,255 lira, tarim sektorii
genelinde 16,381,369 lira, bitkisel {triinler kategorisinde ise 11,412,166 liradir. Ayni
doneme ait, depolanmis {iirlinler olarak nitelendirilen hububat, bakliyat, yagli tohum ve
mamiilleri, findik ve mamiilleri ve kuru meyve ve mamiilleri ihracat rakamlar ise sirastyla

5,223,145, 1,408,428 ve 974,023 liradir (Tablo 1).



Tablo 1. TiM’e gére Ulkemizin 2014
rakamlar1 (URL-1, 2014).

Ocak-Nisan donemi sektorel bazda ihracat kayit

2014 OCAK-NIiSAN

SEKTORLER IHRACAT KAYIT
RAKAMLARI (1000 TL)

TARIM 16,381,369

Bitkisel Uriinler 11,412,166

Hububat, Bakliyat ve Yagli Tohum ve Mamiilleri 5,223,145

Yas Sebze-Meyve ve Mamiilleri 1,733,095

Findik ve Mamdiilleri 1,408,428

Meyve ve Sebze Mamiilleri 1,020,451

Kuru Meyve ve Mamiilleri 974,023

Tutiin ve Mamiilleri 766,377

Zeytin ve Zeytin Yagi Mamiilleri 198,863

Siis Bitkileri ve Mamiilleri 87,784

Hayvansal Uriinler 1,741,415

Agac ve Orman Uriinleri 3,227,788

SANAYI 90,427,343

MADENCILIK 3,298,543

TOPLAM 110,107,255

Bu veriler depolanmis iiriinlerinin iilkemiz ekonomisine ne denli énemli bir katki

sagladigin1 ortaya koymaktadir. Bu bakimdan, vurgulamak gerekirse, tarimsal tirlinlerin



hasattan hem i¢ tiikketim ve piyasada hem de dis piyasada satisa sunulana kadar en az
diizeyde kayipla korunmasi bir zorunluluktur. Artan tiiketici bilinci de tirlinlerde herhangi
bir zarar1 kabul etmemektedir (Ferizli ve Emekei, 2014). Ancak, tarim ve iilke ekonomisi
acisindan goz ardi edilemeyecek derecede Oneme sahip olan depolanmis {iriinlerin
tiretimini ve dolayisiyla ihracatini etkileyen birtakim olumsuz etmenler mevcuttur. Bu
olumsuzluklar igerisinde verimsiz alanlarda yapilan ekim islemleri, bitkilerin dogal
hastaliklari, olumsuz iklim ve depolama sartlar1 ve Ozellikle biiyiikk kayiplara neden
olabilen zararl1 bocek salginlar1 yer almaktadir.

Depolanmig {irlin zararlist olan bocekler genel olarak Baklagil Tohum Bocekleri,
Depolanmis Hububat ve Mamiillerinin Zararlilari, Kuru Meyve Zararlilari, Misir Depo
Zararlilari, Patates Giivesi ve Tiitlin Depo Zararlilar1 olmak {izere alt1 grupta
toplanmaktadir (TAGEM, 2008). iklim ve ekolojik kosullarin optimal diizeye ulagmasi
durumunda hemen hemen her yere yayilabilen bu zararlilar, popiilasyon yogunluklarini
arttirabilmekte ve salginlar yapabilmektedirler. Ilaveten, depolanmus iiriinlerde zararli olan
bircok bocek tiirliniin tropik ya da yar1 tropik kaynakli oldugu ve diinyanin diger
kesimlerine ticaret yoluyla yayildig: bilinmektedir (URL-2, 2014).

Kuru meyve giivesi (Plodia interpunctella, (Lepidoptera; Pyralidae)), hem kuru
meyve zararlilarinin ve hem de depolanmig hububat ve mamiillerinin en Onemli
zararlilarindan biridir. Gerek ~ Plodia interpunctella ve gerekse diger depolanmis iiriin
zararhilar1 bulastiklar1 gida {iriinlerine dogrudan ya da dolayli bir sekilde zarar
vermektedirler. Bunun sonucu olarak da iirlinlerde agirlik kayiplarina, tohumluluk
ozelliklerinin diismesine, kalite ve besin degerlerinde olumsuz degisimlere yol acarak ticari
degerlerinin azalmasina neden olmaktadirlar (Boxall, 2001). Ayrica, bulasma goriilen gida
riinlerinin insanlar tarafindan tiiketilmesinin de saglik yOniinden sakincalar tasidig
saptanmigtir. Bu tiir gida iirlinlerinin yenilmesi ile solunum yollar1 alerjisi, kasinti, astim,
istahsizlik, gelisim bozuklugu gibi belirtiler ve bakteriyel enfeksiyonlar ortaya
cikmaktadir. Yine, bu boceklerin kemik hastaliklari, serit ve veba gibi hastalik etmenlerini
de tasidiklari belirlenmistir (URL-2, 2014).

Depolanmis iiriin zararlilarinin insanlarin gelisimi i¢in gerekli olan karbonhidrat,
protein ve yag gibi organik bilesikleri ve vitamin ve mineraller gibi inorganik bilesikleri
iceren besin kaynaklarinda salginlar yaparak insan sagligi ve iilke ekonomisi ilizerinde
tehdit unsuru olusturmalar1 bu zararlilarla miicadelenin ne kadar gerekli oldugunu gozler

Oniline sermektedir. Bu baglamda depolanmis iiriin zararlilari ile miicadele yontemleri



gelistirilmis ve temel ilke temiz depoya temiz iiriin koymak ve {iriinii depolama siiresince
bulagsmalardan korumak olmustur. Bu amaca ulasmak i¢in kiiltiirel, mekanik, kimyasal,
fiziksel, biyoteknik, biyolojik ve karantina 6nlemlerinin entegre bir bigcimde uygulanmasi
yoluna gidilmektedir.

Diinyada ve iilkemizde depolanmis iirin zararlilar1 ile yaygin olarak kimyasal
miicadele yontemi tercih edilmekte olup fumigasyon uygulamalari yapilmaktadir. Gida
iirtinlerinde zararli olan organizmalarin zehirli gaz kullanimi yoluyla 6ldiiriilmesi anlamina
gelen fumigasyon uygulamalarinda siklikla tercih edilen fumigantlar metil bromit (MeBr)
ve fosfin (PH3)’dir. Tiirkiye’de ilk defa 1987 yilinda ruhsatlandirilan metil bromidin, ayni
yil 160 iilkenin katilimi ile imzalanan ve {ilkemizin de 1991 yilinda taraf oldugu Montreal
Protokolii geregince, ozon tabakasini inceltici 6zellige sahip olmasi ve iiriinlerde brom
(Br) kalintis1 nedeniyle zirai karantina ve tagima Oncesi kullanimlar disinda, kullaniminin
ve ithalatinin kademeli olarak azaltilmasi karar1 benimsenmistir (T.C. Resmi Gazete, 2000;
2004). Mevcut uygulamaya iilkemizde 2004 yilinda baslanmistir (Ferizli ve Emekgi,
2014). Metil bromidin, hali hazirda gelismis tilkelerde 2005 ve gelismekte olan iilkelerde
ise 2015 yilina kadar kullanimdan kaldirilmasi planlanmistir (UNEP, 1995).

Fumigasyonun, bulasik iiriine dogrudan uygulanabilmesi, {iriniin her yerinde ve
zararlinin tiim yasam agamalarinda etkili olmasi, kisa siirede kesin sonug¢ ve genis capli
uygulamalara olanak vermesi ve diger miicadele yontemlerine gére daha az girdi ve is
giicii gerektirmesi ilk bakista avantaj gibi goriinmektedir. Fakat kullanilan fumigantlarin
zamanla zararlilarin direng mekanizmalarini gelistirmeleri ve daha once belirtildigi iizere
ozon tabakasini inceltme potansiyeline sahip olmalari, besinlerde kalint1 olusturabilmeleri
ve insan saghig agisindan da Onemli riskler tasimalari bir¢ok bilim adami ve devlet
calisanini diger alternatif miicadele yontemleri tlizerinde yogunlagtirmaktadir. S6z konusu
miicadele yoOntemlerinin insan sagligi, argoekosistem, cevre ve biyolojik dengenin
korunarak siirdiiriilmesini desteklemeleri bir zorunluluktur. Bu amagla son yillarda
biyolojik miicadele yontemleri 6nem kazanmistir. Biyolojik miicadele yontemlerinde
zararli bocek iizerinde dogal hastalik olusturan etmenler ilgi odagi olmustur.

Bu ytiksek lisans tezinde Tiirkiye’de ve diinyada dnemli bir depolanmus {iriin zararlisi
olan kuru meyve giivesi Plodia interpunctella zararlisina karsi kimyasal kullanimini
ekarte ederek cevreye, ekonomiye ve insan sagligina daha duyarli olabilecegi diisiiniilen

miicadele yontemleri arastirilmistir. Bu bakimdan, bocekte dogal hastalik olusturan bir



patojenin varligi, dogadan izolasyonu, zararli bocek popiilasyonundaki varligi ve nesiller

aras1 dagilimi ¢alisilmistir.

1.2. Kuru Meyve Zararhlarn

Sorun olan zararlilar asagida verilmistir;

Eksilik Bocekleri [Carpophilus spp. (Coleoptera: Nitidulidae)]
Testereli Bocek [Oryzaephilus surinamensis (L.) (Coleoptera: Cucujidae)]
Kuru Meyve Akari [Carpoglyphus lactis (L.) (Acarina: Carpoglyphidae)]
I¢ Findik Giivesi [Paralipsa gularis (Zell.) (Lepidoptera: Galleridae)]
Kuru Uziim Giivesi [Ephestia figuliella (Greg.) (Lepidoptera: Pyralidae)]
Kuru Incir Giivesi [Ephestia cautella (Walk.) (Lepidoptera: Pyralidae)]

Kuru Meyve Giivesi  [Plodia interpunctella (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidae)]

Plodia interpunctella (Hiibner) kuru meyve zararlist olmasinin yani sira ayn1 zamanda
depolanmis hububat ve mamiillerinin zararlilar1 listesinde de yer almaktadir (TAGEM,
2008).

1.3. Plodia interpunctella (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidae)

Alem: Animalia (Hayvanlar)
Sube: Arthropoda (Eklembacaklilar)
Alt Sube: Hexapoda
Sinif : Insecta (Bocekler)
Takim: Lepidoptera (Pulkanatlilar)
Familya: Pyralidae
Altfamilya: Phycitinae
Cins: Plodia

Tiir: Plodia interpunctella (Hiibner)



1.3.1. Tanim ve Biyolojisi

Plodia interpunctella (Hiibner), kuru meyve giivesi, Lepidoptera takimi, Pyralidae
familyasina ait Pyralid bir giivedir. P. interpunctella, depolanmis iiriinlerin diinya ¢apinda
ekonomik agidan 6nemli bir zararlisidir (Sedlacek vd., 1996; Yoon vd., 2001; Mohandass
vd., 2007; Fasulo ve Knox, 2014).

Plodia interpunctella’nin birinci derecede tercih ettigi besin kaynaklari incir, {iziim,
erik, kayis1 ve hurma gibi kuru meyvelerdir. Bunlarin yani sira kestane, ceviz, i¢ findik,
antep fistig1, yer fistig1l, badem, susam ve aygigegi gibi yagli tohumlar; piring, mercimek
ve fasiilye gibi hububat mamiilleri; un ve mamiilleri; ¢ikolata, kakao, siit tozu ve baharat
gibi triinler de tercih edilen diger besin kaynaklaridir (TAGEM, 2008). Goriildiigii gibi
P. interpunctella besin seciciligi sergilememektedir. Bu durum pek ¢ok gida iirliniinde
kuru meyve giivesi istilalarin1 kaginilmaz kilmaktadir.

Kuru meyve giivesi yumurta, larva, pupa ve ergin gelisim asamalarin1 gegirerek tam
baskalasim gosterir.

Kuru meyve giivesinin yumurtalar1 kirli beyaz renkte, hafif oval ve 0,3-0,5 mm
uzunlugundadir (Yildirim vd., 2001; Fasulo ve Knox, 2014). 2-4 haftalik yasam siiresince
ortalama 300-400 kadar yumurta birakma potansiyeline sahip olan ergin disi yumurtalarini
besin yiizeyinin yakinina veya ilizerine, tek tek ya da kiime halinde birakir (Miillen ve
Argobast, 1977; Argobast ve Miillen, 1978; TAGEM, 2008) (Sekil 1 A).

Oda sicakliginda yumurtadan larva c¢ikisi bir hafta sonra gerceklesir. Yapilan
laboratuar ¢aligmalar1 Plodia interpunctella’nin yumurtlama potansiyelinin besin ¢esidi,
ortam sicakligi, 151k ve nispi neme bagl olarak degisebilecegini gostermistir (Bell, 1975;
Mbata, 1985; Allotey ve Goswami, 1990; Johnson vd., 1992, 1995; Nansen ve Phillips,
2003; Argobast, 2007).

Yumurtadan ¢ikan larva hizli bir sekilde besin bulmaya yonelir (Sedlacek vd.,
1996). Kuru meyve giivesi larvasi 10-12 mm uzunlugundadir ve kirli beyazdan pembemsi
kreme kadar degisen renklere sahiptir. Genellikle larva biiyiidiik¢e rengi agilir. Larva beg
gomlek degistirir; tiriinlerde kiiclimsenemeyecek derecedeki zarari en aktif oldugu ikinci
ve Uclincii gomlek degistirme donemlerinde gerceklestirir (Oluwafemi vd., 2009)

(Sekil 1 B).



Dordiincii veya besinci gomlek degistirme donemlerinde diyapoz gerceklesir, daha
sonra beslenme durur, fakat ¢evresel faktorler gelisimi daha erken vuku buldurabilir. Larva
bir sonraki gelisim asamasi olan pupaya gegebilecegi uygun bir yer bulmak igin genellikle
besin yiizeyinden uzaklasir. (Mbata ve Osuji, 1983; Mohandass vd., 2007). Larva bes
gomlek degistirdikten sonra kokon oOrerek pupa haline gecer. Pupa kokon igerisinde,
kahverengimsi ve 6-8 mm uzunlugundadir (Sekil 1 B).

Pupadan c¢ikan erginin 6n kanatlarinin dip kismi sar1, diger kisimlari ise kirmizimsi
kahverengindedir. Sar1 renkli olan dip kistm koyu kahve renkli bir ¢izgi ile u¢ kisimdan
ayrilir. Arka kanatlar sarimsi gri renkli ve ortalama 9 mm uzunlugunda olup kanat agiklig1
18 mm’dir. Erginleri arasinda eseysel dimorfizim bulunur. Disileri erkeklerine gore daha
uzun boya ve daha koyu renge sahiptir. Geligsme siiresi uygun kosullarda 37-52 giindiir.

Yilda, kosullara gore 2-5 dol verir (TAGEM, 2008) (Sekil 1 C).
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Sekil 1. Plodia interpunctella’ya ait yumurta, larva, pupa ve ergin hayat safhalari

A.Yumurta, B. Larva - Pupa, C. Ergin (Fotograflar: A. URL-3, 2014, B. URL-4,
2014, C. URL-5, 2014)



1.3.2. Zarar Sekli, Ekonomik Onemi ve Yayihis1

Plodia interpunctella eksternal bir beslenicidir (Mohandass vd., 2007). Yalniz larva
doneminde beslenir ve zarar yapar. Larvalar bulunduklar1 gida ortaminda beslenerek iiriin
kayiplarina neden olurlar. Buna ek olarak, ¢ikardiklar1 diski, degistirdikleri gémlek ve bas
kapsiilii kalintilar1 ve yaydiklari hos olmayan koku ile de {iriiniin nicelik ve niteligini
bozarlar (Yildirim vd., 2001; TAGEM, 2008). Ayrica, hem besin yiizeyinin {izerinde hem
de igerisinde ipeksi ag orerler (Sekil 2 A, B, C).

Plodia interpunctella istilalar1 zararli kontrol maliyetleri, nicelik ve nitelik kayiplari
ve tiiketici sikayetleri nedeniyle dogrudan {iriin kaybina ve dolayli ekonomik maliyetlere
sebebiyet verebilmesi agisindan 6nemlilik arz etmektedir (Phillips vd., 2000a). Kuru
meyve giivesi, kuru incir giivesi ve incir kurdunun Ege Bolgesi’nde kuru incirin sergi
doneminde % 12-23, depolarda ise % 39-68 oraninda kayiplara neden olduklar
belirlenmistir. Yine, kuru meyve giivesi i¢ findik giivesi ve diger giivelerle birlikte
Karadeniz Bolgesi findik depolarinda % 20 dolayinda bulasmaya yol agmaktadir
(TAGEM, 2008).

Kuru meyve giivesi Plodia interpunctella Antartika hari¢ her kitada yayilis
gostermektedir (Rees, 2004). Plodia interpunctella’nin kitasal uzakliklarin Gtesinde gog
edebildigi ve yayilabildigini ileri siiren kayitlar yoktur (Mohandass vd., 2007). Ancak,
ticari gemi yiikii tasimaciligi ile boceklenmis iirtinlerin igerisinde goriilmiistiir (Schulten ve

Roorda, 1984).
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Sekil 2. Plodia interpunctella’nin i¢ findiktaki zarar durumu. A. Zararin baslangi¢ dénemi,

B. Zararm ilerleme donemi, C. Zararin son donemi; bocek istilasina ugramis iirtin
(Fotograflar: F. Pinar GUNGOR)
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1.3.3. Miicadele Yontemleri

Kuru meyve giivesi Plodia interpunctella ile savasim igin kimyasal, fiziksel,

biyoteknik ve biyolojik miicadele yontemleri ayr1 ayr1 veya birlikte uygulanmaktadir.

1.3.3.1. Kimyasal Miicadele

Diinyada ve tilkemizde Plodia interpunctella popiilasyonlarin1 kontrol altinda
tutmak i¢in siklikla kimyasal kullanimi ve yaygin olarak fumigasyon uygulamalari tercih
edilmektedir. Fumigasyon uygulamalarinda ise Oncelikle metil bromit ve fosfin
kullanilmaktadir.

Metil bromit depolanmis {iriin ilaclamalarinda kullanilan tek mevcut genis
spektrumlu bir fumigant olmasina karsin ozon tabakasini inceltme potansiyeline sahiptir.
Montreal Protokoliine gore; ozon tabakasini inceltme potansiyeline sahip tiim kimyasal
materyallerin kullanimi ¢evre giivenligi acisindan kademeli olarak durdurulmalidir
(Ozyardimci vd., 2006).

Yapilan ¢alismalar P. interpunctella nesillerinin organofosfat malatoin ve diger
birka¢ organofosfata direng gelistirdigini gostermistir (Attia, 1977, 1981; Zettler vd., 1973,
1989; Zettler, 1982; Arthur vd., 1988; Sumner vd., 1988; Schaafsma, 1990; Subramayam
ve Hagstrum, 1996; Arthur ve Phillips, 2003). Ilaveten, organofosfat kloroprifos-metilli ve
pretroit  siflutrinli ¢aligmalar gezgin donemdeki larvalar1 6ldiirmek icin gerekli olan
insektisit miktariin kirmizi un kurdu Tribolium castaneum’u 6ldiirmek igin gerekli olan
miktardan 10-20 kat daha fazla olacagim gostermektedir (Arthur, 1989b, 1994, 1995).
Ayrica, baz1 P. interpunctella nesilleri fosfin igerikli fumigantlara da diisiik seviyeli direng
gelistirmistir (Zettler, 1982; Zettler vd., 1989; Chaudhry, 1997).

Yildirrm vd., (2001), kuru meyve giivesi P. interpunctella’nin miicadelesi igin
Onerilen kimyasal ilaglarin etken madde ve miktarlarini, formiilasyonlarin1 ve kullanim

sekillerini igeren bir liste hazirlamiglardir (Tablo 2).
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Tablo 2. Plodia interpunctella’nin miicadelesi igin Onerilen kimyasal ilaglar (Yildirim

vd., 2001).
Etken madde/miktar: Formiilasyon 100 It suya preparat

Aliiminyum fosfit %57 Tablet 3 g/1 m® hacime

Bromofos 360 g/It EC 275 ml/100 m* alana (su
miktar1 kalibrosyanla)

Klorprifos metil 235 g/It EC 425 ml/100 m® alana (su
miktar1 kalibrosyanla)

Diklorvos 550 g/It EC 0,150 ml/1 m® hacime 1 m°su
icin 10 ml su

Malation % 25 WP 500 @/100 m°® alana (su
miktar1 kalibrosyanla)

Malation 190 g/It EC 650 ml/100 m° alana (su
miktart kalibrosyanla)

Metil bromit % 98" Gaz 40 g/1 m® hacime (24 saat
atmosferik fumigasyon)

Metil bromit % 98” Gaz 30 g/1 m*®hacime (24 saat)

g: Gram, It: Litre, ml: Mililitre, m? Metre kare, m*: Metre kiip, EC: Stv1 konsantrasyonlar,
WP: Islanabilir toz konsantrasyonlar, *: Montreal Protokolii geregince iilkemizde 2004
yilindan itibaren uygulanmasi kademeli olarak durdurulmustur
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1.3.3.2. Fiziksel Miicadele

Fiziksel miicadele kapsaminda sicaklik manipiilasyonlari, modifiye atmosfer (Adler,
2001) ve radyoaktivite uygulamalari yer almaktadir.

Bilindigi tizere Plodia interpunctella’nin gelisimi sicakliktan etkilenmektedir.
Optimal sicaklik diizeyinde gelisim hizlanmakta, bu diizeyin altindaki sicakliklarda ise
yavaglamaktadir. Bu nedenle depolama tesislerinin diisiik ve yiiksek sicaklik uygulamalari
mevcut zararlinin kontrolii i¢in bir potansiyeldir (Fields, 1992). Kuru meyve giivesinin
miicadelesinde ¢cogunlukla diisiik sicakliklar (0-10,5 C") tercih edilmektedir. Bu sicakliklar
ergin giive lizerinde bir stres faktorli olusturmakta ve ergin 6liim orani artmaktadir. Bunun
yant sira, hayatta kalan erginler diisilk yumurta iiretimi sergilemekte ve bu yumurtalar
daha diisikk yasama yetenegine sahip olmaktadirlar (Johnson vd., 1997). Ayrica, diisiik
sicakliklarda P. interpunctella’nin 2-3 giinliik yumurtalar1 1 giinlik yumurtalarma goére
olime daha fazla direng gbsterirken, yiiksek sicakliklarda (42-48 C°) 1 giinlik
yumurtalarinin 2-3 giinlik  yumurtalarina gére daha toleransli oldugu goriilmiistiir
(Lewthwaite vd., 1998). Roesli vd., (2003) ise yiiksek sicakligin pilot bir yem
degirmeninde farkli depo iiriinii bocekleri yok ettigini, fakat birka¢ hafta sonra
P. interpunctella popiilasyonunun giderek arttigini belirlemistir

Son yillarda, diisiik enerjili elektron ve gamma radyasyon uygulamalarini igeren
radyoaktivite ¢alismalar1 ile de P. interpunctella popiilasyonlarini kontrol altinda tutma
cabalart olumlu sonuglar vermistir (Hayashi vd., 2004; Ozyardimci vd., 2006).
[rradyasyonun, metil bromidin ihra¢ {iriinii olarak kullanimmmi ve kimyasal kalinti
problemini ortadan kaldiracak Onemli ve cazip bir alternatif olarak Onerilebildigi
bildirilmistir (Ahmed, 1991; Marcotte, 1993). Besin irradyasyonunun ticari uygulamasinin
ekonomisi kapsamli bir sekilde ¢alisiimaktadir. Bu teknoloji daha diisiik radyasyon dozu
kullanilirsa ekonomik acidan ¢ok daha uygundur (Borsa ve Iverson, 1993; Kunstadt ve
Steeves, 1993; Hargitai vd., 1993). Uluslar aras1 Gida Standartlar1 Komisyonu tiim besin
ve zirai Uriinlerin ilaglamasi i¢cin 1 kGy dozu tavsiye etmektedir (Codex Alimentarius,
1984). irradyasyon ilaglamalar1 diisiik dozlarda basari gosteriyor olsa da, radyasyon
duyarliliginin farkli bocek takimlarinda ve hatta ayni bocegin farkli gelisim evrelerinde

bile degisiklik gosterebilecegi unutulmamalidir (Ahmed, 2001).



14

1.3.3.3. Biyoteknik Miicadele

Biyoteknik miicadele ydnteminin hedefi zararlilar1 dogrudan oldiirmek yerine,
onlarin dogal davraniglari, fizyolojileri ve biyolojileri iizerine etkili olan bazi yari
kimyasal maddeler kullanarak popiilasyonlarini azaltmaktir.

Depolanmis {irlin zararlilari igin ~ yart kimyasal maddelerin  kullanimi  6nemli
bir alternatif olmustur (Phillips, 1997; Jones, 1998; Phillips vd., 2000b, Cox, 2004). Yari
kimyasal olarak daha g¢ok attraktantlar (cezbediciler) ve feromonlar tercih edilmektedir.
Buna karsin, bocek biiylime regiilatorii hidroprenin de Plodia interpunctella‘nin yumurta
birakma ve larva gelisimini sinirlandirdigr bilinmektedir (Argobast vd., 2002; Mohandass
vd., 20064, b). [laveten, yar1 kimyasal maddeler, besin tesislerinin icerisinde ve ¢evresinde
P. interpunctella ve diger depolanmis iiriin zararli popiilasyonlarinin erken donemde
belirlenmesi ve izlenmesi igin yaygin olarak feromon tuzaklarinda kullanilmaktadir
(Nansen ve Phillips, 2004).

Plodia interpunctella disi feromonunun temel bileseni Brady vd., (1971) ve
Kuwahara vd., (1971) tarafindan tespit edilmis ve ZETA [(Z,E)-9,12-tetradecadienyl asetat
(Z29,E12-14:0ac)] olarak adlandirilmigtir. Daha sonra P. interpunctella disi feromonunun
ti¢ ilave bileseni kaydedilmistir (Kuwahara ve Casida, 1973; Sower vd., 1974; Soderstrom
vd., 1980; Teal vd., 1995; Zhu vd., 1999). Fakat ticari P. interpunctella tuzaklarinin ¢ogu
sadece ZETA igermektedir (Nansen ve Phillips, 2004). Nansen ve Phillips, (2004)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada yar1 kimyasal bir attraktant ve ZETA’ya maruz kalan
P. interpunctella erginleri iizerine toksite analizi yapilmig ve attraktant verilen ergin
erkeklerin disilerin yumurtlama potansiyellerine énemli bir etki yaptigi, ZETA verilen
ergin erkeklerin ise boyle bir etki gostermedigi bulunmustur. Ayrica, Slovenya’da
gergeklestirilen bir ¢alismada P. interpunctella’nin da dahil oldugu ii¢ depolanmis iiriin
zararhisina karst feromon tuzagi kullaniminda olumlu sonug elde edilmistir (Trdan vd.,
2010).
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1.3.3.4. Biyolojik Miicadele

Kuru meyve giivesi Plodia interpunctella’yr da igeren pek ¢ok depolanmis iiriin
zararlis1 bocegi kontrol altinda tutmak amaciyla dogal {iriinlerin kullanim1 diger miicadele
yontemlerine ve ozellikle de kimyasal uygulamalara ve fumigasyona karsi bir alternatif
olarak goriilmektedir (Arthur, 1996). Cevreye ve insanlara olan zararl etkisinin minimum
olmasinin yani sira maliyetinin de diisiik olmas1 biyolojik miicadele yontemlerini ¢ok daha
tercih edilir duruma getirmektedir.

Plodia interpunctella’nin birgok dogal diismani mevcuttur. Kuru meyve giivesinin
parazit ve predatdr tiirleri arasinda Habrobracon hebetor (Oluwafemi vd., 2009; Mbata ve
llan, 2010), Xylocoris flavipes (Press vd., 1974; Kraszpulski ve Davis, 1988), Venturia
canescens (Harvey ve Thompson, 1995; Said vd., 1995, 1996), Tricogramma deion,
T. ostrinia, T. pretiosum (Grieshop vd., 2006, 2008), Nemeritis canescens (Waage, 1978;
Yildirrm vd., 2001), Bracon hebetor, Apentelca serula, Phoneretoma fravitestacea,
Diadegma chrysosticta, D. ohryacetieta, Hessestorun tranfuga, Leucopis puncticornis,
Pachycrepoideus vindemiae (Yildirim vd., 2001) yer almaktadir. Bunlara ilaveten,
entomopatojenik nematodlar Heterorhabditis indica (Mbata ve Ilan, 2010) ve Steinernema
riobrave (Rodriguez vd., 2007); entomopatojenik mantarlar Beauveria bassiana,
Lecanicillium  (Verticillium) lecanii, Metarhizium anisopliae var anisopliae ve
Paecilomycers farinosus (Buda ve Peciulyté, 2008); bakteri Bacillus thuringiensis
(Alaoglu, 1989; Oluwafemi vd., 2009) ve graniiloviriisler (Vail vd., 1991; Vail ve Tebbets,
1993; Boots ve Begon, 1995; Saejeng vd., 2010) kuru meyve giivesine karsi kullanilmstir.
Gortildiigii gibi s6z konusu zararlinin miicadelesinde biyolojik miicadele ajanlarinin
kullanimi1 kaginilmazdir.

Ancak, yapilan ¢aligmalar P. interpunctella’nin bakteri Bacillus thuringiensis’e de
direng gelistirebilecegini gostermistir (Johnson vd., 1990; Van-Rie vd., 1990; McGaughey
ve Johnson, 1992; Subramanyam ve Hagstrum, 1996; Herrero vd., 2001).

Bu bilgiler 1s1¢inda P. interpunctella’nin farkli dogal patojen ve parazitlerinin tespiti
ve poplilasyonun kontrol altina alinmasi zararli ile miicadelede en basarili sonucu

verecektir.
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Bu yiiksek lisans tezinde kuru meyve giivesi Plodia interpunctella’da dogal hastalik
olusturan bir mikrosporidium patojeni tespit edilmis ve zararli bocegin popiilasyonuna

etkisi calisiimistir.

1.4. Microsporidia

Mikrosporidialar, fungus alemine ait olan zorunlu hiicre i¢i parazitleridir.
Mitokondri, golgi membranlar1 ve diger tipik 6karyotik organellerinin yoklugu nedeniyle
ilkel okaryot organizma olarak kabul edilmektedirler (Yaman ve Radek, 2003; Tirk ve
Dogruman-Al, 2009).

Mikrosporlarin gelisimi merogoni (vejetatif ¢ogalma) ve sporogoni (sporlarin
olugmasi) seklindedir. Merogoni kisa bir siireye sahiptir ve dikkatli incelenmedigi zaman
gozden kacabilir. Sporogoni ise kalict ve belirgin sporlar ile sonuglanir. Dogadan
toplanmis materyal ile yapilan ¢aligmalarda elde edilen mikrospor patojenleri genellikle
spor asamasindadir (Yaman vd., 2005; Yaman vd., 2009).

Konak hiicreyi enfekte eden mikrosporlarin ilk vejetatif hayat sathasi, meront
sathasidir. Kiire seklinden oval sekle kadar degisiklik gosterebilen merontlar ince bir hiicre
duvarmna sahiptir. Merontlar hizla ve ¢ok sayida mitoz boliinme gecirerek sporontlar
olustururlar. Kiire ya da uzun sekilli sporontlarin hiicre duvarinin kalinlasmaya basladigi
gozlenir. Bir sonraki sathada organelleri belirginlesen, hiicre duvari olduk¢a kalin
sporoblastlar géze ¢arpar. Sporoblastlar, patojenin tanimlanmasinda karakteristik 6zellige
sahip olan olgun sporlar1 olusturan son vejetatif safhadir (Yaman vd., 2005; Yaman, 2007).

Yaygin olarak oval veya kayik sekilli olmalarinin yani sira bazen g¢ubuk veya
dairesel sekilli de olabilen sporlar genellikle 2-7 um uzunlugundadir. Spor duvarlar
kalindir ve kitin igeren koruyucu bir tabakaya sahiptir (Erickson ve Blanquet, 1969; Vavra,
1976b). Sporlar tek veya ¢ift ¢cekirdekli olabilir. Cekirdek okaryotik 6zellikte ve ¢ift kath
zar ile g¢evrili olup, kiiresel veya oval, nadiren de at nali seklindedir (Vivier ve Schrevel,
1973; Larsson, 1982). Sitoplazmada serbest ribozomlar ve karakteristik olarak yerlesmis
endoplazmik retikulum bulunur. Polar filament ise sarmal yapida olup, anchoring disk
polar filamentin tek katll zarmin devami olan polar kese i¢inde yer almaktadir (Petri ve

Schigdt, 1966). Pek ¢ok mikrospor patojeninde posterior kutba yakin ve zarla ¢evrili olarak
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bulunan posterior vakuoliin golgi aparatina karsilik geldigi diistiniilmektedir (Vernick vd.,
1977).

Mikrosporlar iki g¢esit spor olusturmaktadirlar. Bunlardan birincisi daha kalin spor
duvarina sahip olan ve konak tarafindan viicuda agiz yoluyla alinan eksternal sporlardir.
Besin yoluyla alinan bu tasinim vertikal tasmim olarak adlandirilir. Ikincisi ise konak
icinde farkli dokulara bulagsmaya yarayan ve hastalikli disi tarafindan yumurta araciligiyla
bulastirilan internal sporlardir. Sporlarin bu yolla bulastirilmasina da horizontal taginim
denir.

Mikrospora ait sporlar, konak tarafindan viicut igine alinip bagirsaga ulastiktan sonra
polar filamentlerini disar1 ¢ikarip polar tiip olustururlar ve konagin hiicre zarin1 delerek
icine girerler. Mikrosporidialar konak hiicrenin tiim bagisiklik sistemini bu sekilde asarlar.
Sporun i¢indeki cekirdek ve sitoplazmadan olusan sporoplazma tiip vasitasiyla konak
hiicre igine aktarilir (Hazard vd., 1984, 1985).

Mikrosporlar, konak spesifitesi olan canlilardir, yani dogada tek bir konag: tercih
ederler. Bununla birlikte, enfeksiyona neden olduklar1 zararlinin 6liimiine sebep olmazlar.
Bunun yerine bulunduklari konagin hayat siiresinde kisalma, hareket kabiliyetlerinde
yavaglama, istah ve kilo kaybi ve ayni zamanda iireme potansiyellerinde azalma gibi
belirtileri olan kronik bir hastaliga yol acarlar. Mikrosporlar genel olarak tek bir konaga
0zgl olmalar1 nedeniyle biyolojik miicadelede kullanima uygun patojenlerdir. Boylelikle
sadece hedef organizmayi etkilerler, ¢cevreye ve diger organizmalara zarar vermezler.

Mikrosporlar  boceklerde, baliklarda ve insanlarda enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar. Bdceklerde siklikla goriilen mikrosporlar Burenella, Canningia,
Larssoniella, Nosema, Ovavesicula, Tuzetia, Unikaryon, Pleistophora, Thelohania,
Endoreticulatus ve Vairimorpha cinslerine aittir (Weiser ve Purrini, 1985; Brooks vd.,
1988; Undeen ve Vavra, 1997; Weiser vd., 1998; Yaman ve Radek, 2003; Yaman vd.,
2005; Weiser vd., 2006; Vavra vd., 2006; Yaman, 2007; Yaman vd., 2009; Hoch vd.,
2009).

Goriildigl gibi mikrosporidialar bdcek patojenlerinin 6nemli bir grubu olarak
mikrobiyal kontrolde kullanim acisindan en gelecek vaat eden mikroorganizmalardir
(Tanada ve Kaya, 1993). Bu nedenle mikrosporidialarin kesin teshisi ve karakterizasyonu
son derece Onemlidir. Bunun i¢in ¢ekirdegin belirgin bir olarak boyanmasini saglayan
Giemsa boyama yontemi uygulanmaktadir. Bu yontemle belirlenen mikrosporlarin

elektron mikroskobu incelemeleri ile de detayl1 karakteristik yapilar1 goriilmektedir.
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1.5. Tezin Amaci

Hazirlanan bu yiiksek lisans tezinde, depolanmis firiinlerin 6nemli bir zararlisi
olan, Lepidoptera takimi, Pyralidae familyasina mensup kuru meyve giivesi, Plodia
interpunctella (Hiibner)’da dogal bir sekilde hastalik olusturan bir mikrospor patojeninin
teshisi, izolasyonu ve farkli yontemler araciligiyla karakterizasyonunun gerceklestirilmesi

amagclanmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

Tez calismalar1 siiresince, 2010-2014 yillar1 arasinda, kuru meyve giivesinde
mikrosporidyum enfeksiyonunun varligi arastirnllmistir. Kuru meyve gilivesinde
gerceklestirdigi enfeksiyonlarla, zararlinin yagam kalitesini diisiiren ya da 6lime neden
olan bir mikrosporidyum patojeninin izolasyonu, kuru meyve giivesinin larva ve

erginlerine gegisi ve ayirt edici 6zelliklerinin belirlenebilmesi i¢in ¢aligmalar yapilmuistir.

2.1. Boceklerin Elde Edilmesi

Mevcut ¢alismanin  konusunu olusturan Plodia interpunctella’nin larva ve
erginleri, ¢galisma boyunca Trabzon, K.T.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Zooloji II
Laboratuarinda yetistirilmistir. Ayrica ¢evrede bocegin bulastigi farkli depo tirlinlerinde
zararliya ait larvalar ve erginler de toplanarak incelenmistir.

Laboratuar caligmalar1 sirasinda besin kaynagi olarak tarhana, findik, bulgur ve
pestil kullanilmis ve bulagsmaya birakilmistir. Calismalar siiresince P. interpunctella’nin
larva ve erginleri tesadiifi olarak elde edilmistir. Enfeksiyon dagilim oranini etkilememek
ve olast kontaminasyonu onlemek icin her besin kaynaginin larva ve erginleri ayr1 ayri
yetistirme kaplarinda muhafaza edilmis, besin kaynagi ve tarih bilgileri etiketlenmistir.

Laboratuar ortaminda steril yetistirme kaplarinda muhafaza edilen bocekler oda

sicakliginda bulundurulmuslardir.

2.2. Mikroskobik Calismalar

P. interpunctella’nin  larva ve erginlerinde enfeksiyon tespit edilen
mikrosporidyumun morfolojik, anatomik ve histopatolojik 6zelliklerini a¢iga kavusturmak
ve tlir tespitini yapmak i¢in bir seri 151k ve elektron mikroskobu (TEM) caligmalart ile

molekiiler calismalar yapilmistir.
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2.2.1. Isik Mikroskobu Calismalar

Laboratuar caligmalar1 sonucunda elde edilen larva ve erginler hazirlanan Ringer
soliisyonu igerisinde disekte edilmistir. 8,0 g Sodyum kloriir (NaCl), 0,25 g Kalsiyum
kloriir (CaCly), 0,25 g Potasyum kloriir (KCI) ve 0,25 g Sodyum bikarbonat (NaHCO3)’1n
1000 ml saf su icerisinde ¢6ziilmesiyle elde edilen Ringer soliisyonu bocek dokulart i¢in en
ideal izotonik ortami olusturmasi agisindan diseksiyon islemlerinde kullanilmaktadir.
Diseksiyon; ergin bocekte abdomenin bocegin viicudundan ayrilmasi ile, larvada ise
abdomenin son segmentinden acilan bir kesi ile gergeklestirilmistir. Hazirlanan taze
preparatlar 151k mikroskobu (Olympus CX41) altinda 40x’ten 1000x’e kadar olan
biiylitmelerle incelenmistir. Enfeksiyon goriilen preparatlar DP-25 dijital kamera ve DP2-
BSW resim sistemine sahip Olympus BXS51 151k mikroskobu kullanilarak yeniden
incelenmis, patojenin ve enfekte ettigi dokularin fotograflar1 ¢ekilmis ve karakterizasyonu
icin gerekli 6l¢iimler yapilmistir.

Mikrospor enfeksiyonlarinin, hazirlanan preparatlarda goriilmesi muhtemel besin
artiklar1 ve bocek dokularinda enfeksiyona neden olabilen diger patojenlerden ayirt

edilebilmeleri i¢in Giemsa boyama teknigi uygulanmstir.

2.2.1.1. Giemsa Boyama

Giemsa boyast hiicrenin ¢ekirdek ve sitoplazmasindaki yapilarin ayirt edilmesini
saglar. Oyle ki, sitoplazma agik mavi veya kirmiziya boyanirken, ¢ekirdek pembe renkte
boyanur. Ilaveten, sporlarin ¢ekirdegini boyayip, spor duvarimin beyaz kalmasini saglayarak
da mikrospor patojenlerinin teshisinde etken bir gorev iistlenmistir. Ayrica, Giemsa boyasi
ile patojen ya da parazitin hayat dongiisii safthalar1 da ortaya konulabilmektedir.

Enfeksiyon tespit edilen preparatlarin boyama islemi su sekildedir: dncelikle preparat
oda sicakliginda kurutulur, muhtemel kontaminasyonu engellemek i¢in % 100’liik metil
alkolde 3 dakika bekletilir, daha sonra tekrar oda sicakliginda kurutulur, saf su ile
hazirlanan % 5’lik Giemsa boyasinda 16 saat boyanmaya birakilir. Boyanan preparat akan
musluk suyunda yikanir, oda sicakliginda kurumaya birakilir ve incelenmeye hazir hale
getirilir. Immersiyon yagi kullanilarak 100x’lik biiyiitmede incelenir (Toguebaye vd.,
1988; Undeen ve Vavra, 1997).
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Mikrospor enfeksiyon varligi belirlenen tiim preparatlar yukarida bahsi gecen
islemlerden gegirilerek Giemsa ile boyanmistir. Boyanan preparatlar incelenmistir. Var
olan sporlarin boyanma sekilleri ile ayirt edilip 6lgiimlerinin tekrar yapilmasinin yani sira,

hem sporlarin hem de hayat dongiisii sathalarinin fotograflar1 da ¢ekilmistir.

2.2.2. Elektron Mikroskobu Calismalar:

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ¢alismalari, incelenmesi istenen yapilarin
morfolojik ve anatomik 6zelliklerinin kapsamli bir sekilde ortaya koyulmasi ve dolayisiyla
da tez galismalar1 sirasinda gézlemlenen mikrosporun tiir seviyesinde teshis edilebilmesini
miimkiin kilmas1 bakimindan muazzam bir 6neme sahiptir. Kuru meyve giivelerinden izole
edilen mikrosporidyumun detayli yapisi Almanya, Berlin Universitesi Laboratuari’nda

Philips JM 208 elektron mikroskobu kullanilarak incelenmis ve fotograflanmustir.

2.2.2.1. Fiksasyon, Dehidrasyon, Resine Gomme ve Boyama

Isik mikroskobu altinda enfeksiyon varlig: tespit edilen preparattaki dokular dikkatli
bir sekilde alinarak fiksasyon, dehidrasyon, resine (ERL) gomme ve boyama islemlerinden
gecirilmistir.

Dokularin elektron mikroskobunda incelenebilecek duruma getirilebilmesi igin
izlenen asamalar sunlardir: ayrilan doku materyali pH 7,2°de 0,1M kakodilat tamponu ile
seyreltilen % 2,5’lik glutaraldehit iginde iki saat boyunca fiske edilmis ve takiben pH
7,2’de 0,1 M cacodylate tamponu igerisinde ii¢ kez 10’ar dakika yikanmigtir. Daha sonra
0OsO4 (Osmium tetroksit) ile 2 saat siireyle muamele edilmis (Karnovsky, 1971), yeniden
pH 7,2’de 0,1 M cacodylate tamponu igerisinde ii¢ kez 10’ar dakika yikanmistir (Becnel,
1997).

Numuneler sirasiyla % 30’luk, % 50’lik ve % 70’lik etanolle 15’er dakika, % 90’lik,
% 96’lik ve % 100’lik etanol ile 10’ar dakika iicer kez muamele edilip dehidrasyona
ugratilmistir. Ertesi giine birakilmasi gerektiginde ya da 1-2 giin ara verilecegi zaman
numuneler %70 etanolde veya %25 resinde birakilmistir (Becnel, 1997).

Daha sonra 1:1 oraninda hazirlanan ERL: etanol karigimi ile 1 saat, 3:1 oraninda
hazirlanan ERL: etanol karisimi ile 4 saat muamele edilen numuneye Epoxy resin

emdirilmigstir. Saf ERL icerisinde bir gece siireyle bekletilmistir. Taze saf ERL ile beem
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tiiplerine aktarilmis ve ortalama 48 saat 70°C’de etiiv igerisinde sertlesmeye birakilmustir.
Resinlerden ultra mikrotom kullanilarak kesitler alinmis, bu kesitler Pioloform kapli bakir
1zgaralar {lizerine yerlestirilmis ve doymus uranil asetat ve Reynold’s kursun sitrat

(Reynolds, 1963) boyalar1 ile boyanmustir.

2.2.3. Molekiiler Calismalar

2.2.3.1. DNA izolasyonu

Yogun enfeksiyon gozlenen preperatlardaki spor iceren sollisyonlar cam pastor pipet
vasitasiyla toplandi. Saflastirilan spor orneklerinden 50 pl alinarak bir ependorf tiip
igerisine aktarildi, tizerine 50 ul % 0,3’liikk H,O, (Hidrojen peroksit) eklenip 15 dakika oda
sicakliginda bekletildi (Higes vd., 2006). 1 mm ¢apinda 0,1 gramlik cam bilyeler ependorf
tiiplerine eklendi ve vortexde 3000 rpm de 1 dakika bekletildi (Hylis vd., 2005). Ticari
DNA izolasyon kiti (QIAGEN, Noj; 69504) kullanilarak kit icerisinde direktiflere uygun
sekilde DNA izole edildi (Hylis vd., 2005).

2.2.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra Multiplex PZR teknigi kullanilarak rDNA
amplifikasyonu  gerceklestirildi. ~ Multiplex =~ PZR  ¢alismalarinda  18F  5°-
CACCAGGTTGATTCTGCC-3> ve 1537R 5-TTATGATCCTGCTAATGGTTC-3’
primerleri kullanildi. PZR reaksiyonlari, Qiagen Multiplex PCR Kit, No: 206143
kullanilarak toplam hacim 50 pl olacak sekilde ayarlanarak gerceklestirildi.

PZR amplifikasyonundaki dongiiler su sekilde gergeklestirildi; 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 dongiliyii takiben son uzama reaksiyonu 72 °C’ de 10 dakika olarak
gergeklestirildi.

Elde edilen PZR iirlinleri standart buffer i¢cinde % 0,9’luk, etidyum bromiir (EtBr)
ilaveli agaroz jelde ydritiilerek, UV transilliminatdrde varligi belirlendi. Biitiin PZR

reaksiyonlarinda negatif kontrol kullanildi. Elde edilen PZR iiriinliniin biytkligi
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hesaplanirken, 100 baz ciftinden (bp) baslayip 10 kilo baza (kb) varan 16 bantli bir skala
olusturan DNA ladder kullanildi (Hylis vd., 2005).

Elde edilen PZR fiiriinii, baz dizin analizleri i¢in Macrogen Inc. firmasinin Hollanda
subesine gonderildi ve baz dizin analiz sonuglari, GenBank’ taki verilerle karsilastirildi ve

sonuglar degerlendirildi.

2.2.4. Plodia interpunctella’dan Saf D6l Elde Edilmesi ve Enfeksiyon
Gecislerinin Tespiti

Kuru meyve giivesi Plodia interpunctella’da, enfeksiyona neden oldugu belirlenen,
151k ve elektron mikroskobu ¢alismalari ile de varligi kanitlanan mikrosporidyumun
nesiller arasi geg¢is orani irdelenmistir. Bu amacla P. interpuctella’dan saf dol elde etme
calismalar1 yapilmigtir.

Yiiriitiilen ¢aligmalarda, toplam iki ayr1 saf dol elde edilmistir. Soyle ki, 1. nesil tez
caligmasinin ilk asamasinda yetistirilen P. interpunctella erginlerinden, 2. nesil ise ilk
nesilden elde edilen erginlerden saglanmstir.

Calismalar siiresince, yogun efeksiyon goriilen ve besin kaynagi olarak findik ile
beslenen ergin disi ve erkek P. interpuctella bireyleri tercih edilmistir. Secilen bireylerin
timii, temiz besin bulunan steril yetistirme kaplarma aktarilmis ve oda sicakliginda
bulundurulmuslardir.

Calismalar sirasinda Olen larva ve erginler hemen alinip diseksiyonlar1 yapilarak

mikroskop altinda incelenmis ve 6liim orani giinliik olarak kaydedilmistir.



3. BULGULAR

Bu yiiksek lisans tezinde iilkemizde Onemli bir depo zararlisi olan Plodia
interpunctella ’nin larva ve erginlerinde hastalik olusturan mikrosporidyum patojenlerinin
varlig1 ve karakterizasyonu calisilmistir. Calismalar sonucunda iilkemiz igin ilk kayit olan
bir mikrosporidyum patojeni tespit edilmis ve detayli karakterizasyonu yapilarak, tiir
seviyesinde tanimlanmistir. Tanimlanan patojen literatiirde mevcut, sistematik olarak
birbirine yakin tiirler ile karsilastirilmistir. Tez siiresince elde edilen bulgular sirasiyla

asagida verilmektedir.

3.1. Plodia interpunctella’da Mikrospor Enfeksiyonunun Belirlenmesi

P. interpunctella’da enfeksiyon yapan mikrosporidyum patojeni makroskobik,
mikroskobik (morfolojik, anatomik; 1s1ik ve elektron mikroskobu) ve molekiiler yontemler

kullanilarak karakterize edilmistir.

3.1.1. Mikrospor Enfeksiyonunun Makroskobik Goriiniimii

Mikrospor enfeksiyonunun konagi tzerinde makroskobik olarak gozlenebilen
birtakim semptomlar mevcuttur. Bunlar arasinda asir1 genislemis viicut kisimlari, deride
renk degisimi, hareket yeteneginde azalma, istahsizlik, kiitikiil {izerinde belirgin leke
benzeri renklenmeler ve larvalarin goémlek degisimlerindeki anormallikler sayilabilir.
Ayrica disi boceklerin yumurtlama veriminde azalmanin gergeklestigi de bilinmektedir
(Joudrey ve Bjernson, 2007). Calismalar sirasinda, enfekte olmus boceklerin hareket
yeteneklerinde azalma gOriilmiistiir. Ayrica, diseksiyon sirasinda bazi bodceklerin
hemolenfinin siit beyazi bir renk aldigi gozlemlenmistir. Mikrospor enfeksiyonunun
preparat lizerinde konak¢i hemolenfini siit beyazi bir renge doniistiirdiigii bilinmektedir.
Her ne kadar siliphelenilen enfeksiyonun belirlenmesinde makroskobik bulgular énemli
olsa da, kesin yargiya varabilmek i¢in mikroskobik diizeydeki bulgularin degerlendirilmesi

bir zorunluluktur.
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3.1.2. Mikrospor Enfeksiyonunun Mikroskobik Olarak Belirlenmesi

Bu tez c¢alismasinda, tespit edilen mikrospor patojeninin mikroskobik olarak
belirlenmesi igin 151k ve elektron mikroskobu (TEM) calismalar1 olmak iizere iki temel yol
izlenmistir. Tespit edilen mikrospor patojeni, dnce 151k mikroskobu altinda saptanmustir.
Taze preparatlardaki mikrospor patojeninin karakteristik hayat safhasi olan ve 15181 farkl
acidan kiran sporlar incelenmistir. Daha sonra entomopatojenlerin detayli bir sekilde ele
alinmasinda yaygin olarak kullanilan Giemsa boyama teknigi uygulanmis, spor yapilar
tekrar incelenmis ve mikrospor varligi teyit edilmistir. TEM ¢alismalart ile mikrospor
patojeninin ultrastriiktiirel yapis1 ortaya c¢ikarilmis ve karakteristik ozelliklerinin
belirlenmesi acisindan detayli olarak irdelenmistir. Bu ¢alismalar sayesinde tiir tespiti

saglanmustir.

3.1.2.1. Isik Mikroskobu Cahsmalar1 ile Mikrospor Enfeksiyonunun
Belirlenmesi

Isik mikroskobu c¢alismalarinda incelenmek {izere diseksiyonu yapilan 6rneklerde
mikrospor patojenine ait onemli hayat sathalari dikkatli bir sekilde tespit edilmeye
calisilmistir. 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.  Isitk  mikroskobu c¢aligmalar1  sonucunda mikrospor
enfeksiyonunun bocegin bagirsak, malpighi tiipleri ve hemolenfinde enfeksiyon yaptigi
belirlenmistir (Sekil 3). Ozel kamera ve resim sistemlerine sahip mikroskop kullanilarak,
daha once 151k mikroskobunda tespit edilen mikrosporlarin enfekte ettigi dokular
fotograflanmistir. Patojenin mikroskop altinda tespitinde en temel satha olan spor safhasi
birgok diseksiyonda gozlenmis ve sporlarinin 6l¢iimii yapilmustir.

Mikrosporidyum patojeninin karakteristik 6zelliklerini tagiyan sporlar 15181 farkli
sekilde kirmalari, aym1 boyut ve sekle sahip olmalar1 bakimindan konak¢inin diger
dokularindan ayirt edilmektedir. Enfeksiyon konaga ait bagirsak, yag dokusu, malpighi
tiipleri ve salgi bezleri gibi birgok doku ve organda gozlendi (Sekil 3).
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Sekil 3. P.interpunctella’nin Malpighi tiiplerinde mikrosporidyum patojenine ait serbest
sporlar, (100X)

Mikroskobik calismalar sonucunda patojene ait serbest sporlar ve kese icersinde
sporlar (oktosporlar) olmak {izere iki farkli spor tipi gézlenmistir (Sekil 4 ve 5). Serbest
sporlar 4.48 + 0.23 (4.01-4.84) um uzunlukta ve 2.21 + 0.15 (1.91-2.48) genislikte
olgiildii (n = 50). Ikinci tip keseli sporlar bir spor kesesi i¢inde (oktosporlar), nispeten
daha kiigiik olup, 3.48 =+ 0.33 um uzunlukta ve 2.48 + 0.36 um genislikte 6l¢iildi
(n =50). Spor keselerin ortalama ¢ap1 11.2-13.5 um olarak belirlendi.
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Sekil 4. P.interpunctella’da tespit edilen mikrosporidyum patojenine ait serbest sporlar,
(100X)

Sekil 5. P.interpunctella’da tespit edilen mikrosporidyum patojenine ait oktosporlar,
(100X)
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Mikrosporidyum varlig1 giemsa boyamasiyla da teyit edildi (Sekil 6) ve boyama
sonucunda serbest sporlar 3.89 + 0.31 (3.06-4.45) um uzunlukta ve 2.19 + 0.17 (1.70-
2.38) um genislikte 6l¢iilda (n = 50).

~
»
. 3 - -‘:’-_ i ,‘ .. .‘.',\
e, « o STea o R~ S
- - | -~ Fat e - E
- \"‘v ~ » - . - 4 ".‘
- - - » -
- 4 - ’ e - ¢ "> > -t e - -
s - . - - LA SR N LS
A~ .-\ . - - -
’ . pe -’ e 4 PR
- - -~ - - -\ > I 4 -
- .
. ' \Q..‘ ".:".i W~ .~ -* !/ . =ee
B¢ PR PR L o - :
» -
;‘d > -
P 2
» “o- .. - o3 e ™ \ - -
ot - - < pad N Lo
L= 5. - .
" - - N : P -
- .
» # -~ ” -
\
-
- - - - - :
- .- - s -4 ()
> -0 . : -’ e -
- e an® o'y o » -
» SN sae - - -
- I - \ Y
’ - - b
\ > - o » -
» - v -~ 4 "
- Se . \--\ :l .,
" \ - & - L) ¢
- . s -\ -
» » - - '
.o o . P < - -
. -
. - 4 NP o Ay g I )
- - 4. b P AR
. - -\ o Yok .
# - - <
& / . -’~:¢o‘ “. - - et 2 PN
. . N - Pb o W . -
> - & -~ Y - - -
’ N - < - é
- - wts -
Al ~v a
L
" - &5 M > .- s
. . . LN SeEN 4
- N "t - - 23

. it P

Sekil 6. P.interpunctella’'da tespit edilen mikrosporidyum patojenine ait giemsa boyali
serbest ve oktosporlar, (40X)

3.1.2.2 Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile Mikrospor Patojeninin
Incelenmesi

Yukarida bahsedildigi gibi Plodia interpunctella’da hastalik olusturan patojenin 151k
ve giemsa boyali incelemeleri sonrasinda patojenin mikrospor oldugu tespit edilmistir.
TEM c¢aligmalar1 sayesinde tespit edilen patojenin diger patojenlerden ayirt
edilebilmesi saglanmis ve tiir seviyesinde tespiti yapilmistir. Gilinlimiizde mikrosporlarin
siniflandirilmasinda; spor seklinin yani sira; ¢ekirdek sayisi, spor duvart kalinligi, polar
filament sayisi, polar filament ¢ap1, polaroplast sekli, spor biiyiikliigii ve hayat dongiisii
gibi farkli sistematik karakterler 6nem arz etmektedir (Larsson, 1986).

TEM mikroskobu ile yapilan incelemelerde patojene ait sporlu keseler (Sekil 7),
sporoblast (Sekil 8 ) ve spor (Sekil 8) safhalar tespit edildi. Ultrastriiktiirel ¢aligsmalar
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serbest oval sporlarin iki ¢ekirdekli (Sekil 9), diplokaryotik oldugunu gosterdi. Cekirdek
caplar1 500-600 nm olarak belirlendi. Spor duvari nispeten kalin ve 150-200 nm olarak
tespit edildi. Spor duvari ekzospor ve endospor olmak iizere iki tabakan olusurken,
endosporun 125-150 nm, ekzosporun ise 30-50 nm olarak belirlendi (Sekil 9).
Mikrosporidyum patojeninin polar filamenti 10-12 kivrimli ve izofilar polar filament
tipinde belirlendi (Sekil 10). Polar filament ¢ap1 80-100 nm olarak belirlendi. Patojene ait
polaroplastin lamellar tip oldugu ve anteriérde ince ve posteridrde diizensiz kalin lamellar

tip polaroplast gozlendi (Sekil 11).

Sekil 7. P.interpunctella’da tespit edilen mikrosporidyum patojenine ait spor keseleri ve
serbest spor, SK: Spor keseleri, S: Serbest spor, (6300X)
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Sekil 8. P.interpunctella’da tespit edilen mikrosporidyum patojenine ait sporoblastlar ve
serbest spor, SB: Sporoblastlar, S: Serbest spor, (25000X)
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W N L
Sekil 9. P.interpunctella’da tespit edilen mikrosporidyum patojenine ait spor, EX:

Ekzospor, EN: Endospor, PF: Polar filament, AD: Anchoring disk, N: Nukleus,
(25000X)
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EX: Ekzospor, EN: Endospor, PZ: Plazma zar1, PF: Polar filament, N: Nukleus,
(50000X)
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Sekil 11. P.interpunctella’da tespit edilen mikrosporidyum patojenine ait sporunun
anterioriindeki  hiicresel yapi, EX: Ekzospor, EN: Endospor, PF: Polar
filament, PP1: Ince lamellar tip polaroplast, PP2: Kalin lamellar tip
polaroplast, AD: Anchoring disc yapis1 N: Nukleus, (40000X)
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3.1.3. Plodia interpunctella Larvalarinda Tespit Edilen Mikrospor Patojenin
Molekiiler Yontemler ile Karakterizasyonu

P. interpunctella’da tespit edilen mikrospor patojenine ait sporlardan elde edilen
total DNA’ya ait 16S SSU rDNA’nin PCR ile primerler kullanilarak cogaltilmasi
sonucunda mikrospor patojenine ait rDNA’ nin 1000 bp ile 1500 bp arasinda bir
biiyiikliige sahip oldugu belirlendi (Sekil 12).

—
=

1500 bp
1000 bp

Sekil 12. P. interpunctella’da tespit edilen mikrosporidyum patojenine ait
rDNA’ nin ssTRNA genine ait agaroz jel goriintiisii (PL-M)



35

Tespit edilen mikrospor patojeninin literatiirdeki, sistematik olarak diger yakin
tirlerle iliskisini kiyaslamak i¢in SSTRNA geninin baz dizin analizi gergeklestirilmistir. Bu
islem Macrogen Inc. firmasma (Hollanda) dogrudan okutularak gergeklestirildi.

P. interpunctella’da tespit edilen mikrospor patojeninin baz dizilimi, sistematik
olarak yakin mikrospor tiirleri ile MEGA 5.0 programi kullanilarak MaximumULikelihood
aga¢ topolojisi elde edildi. Elde edilen filogenetik aga¢ dort ana grup olusturdu,
Endoreticulatus, Variomorpha ve iki tane Nosema-Vairimorpha gruplari. Nosema-
Vairimorpha tiirleri birinci ve Ugtlincii gruplarda yer alirken, Endoreticulatus tiirleri
ikinci grupta ve Vairimorpha tiirleri dordiincii grupta yer aldi. Bu tezde tanimlanan patojen
konak ile yakin tiirlerden elde edilen Nosema-Vairimorpha tiirlerinin yer aldigi birinci
grupta yer aldi. Tespit edilen patojen Vairimorpha necatrix ve Vairiomorpha sp. ile
yakin bir iligki kurdu (Sekil 13).



g9 — Vairimorpha necatrix
87| I\Vairimorpha sp. 4
MP-04

Nosema oulemae

Nosema portugal
Nosema vespula

96 | Vairimorpha lymantriae
Vairimorpha sp. 2
Nosema.apis

Nosema ceranae

59 ;
Nosema bombi

91

Nosema oryzaephili
—— Cystosporogenes legeri

Nosema furnacalis
Nosema pyrausta

P Nosema spodopterae
Nosema trichoplusiae

95 | Vairimorpha imperfecta
Nosema tyriae
Nosema bombycis

Endoreticulatus sp. CHW-2004 Bulgarie
Endoreticulatus bombycis

100

Endoreticulatus schubergi
Endoreticulatus sp. Shengzhou

Vairimorpha sp. 3

100 Vairimorpha heterosporum
97 1 Vairimorpha ephistiae

Sekil 13. P. interpunctella’da tespit edilen mikrosporidyum patojeninin diger tiirler ile olan filogenetik iliskisi

9¢
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3.2. Plodia interpunctella’da Mikrospor Patojeninin Varhgi

Laboratuarda yetistirilen bocekler ergin ¢ikiglari gézlemlendikten ortalama iki hafta
sonra disekte edilmistir. Ayrica, saf dol elde etme calismalari sirasinda iiglincli veya
dordiincii gomlek degistirme donemlerine gecemeden kendiliginden 6lii bulunan larvalarin
varhigi goriilmiis, bunlarin diseksiyonlar1 ise giinliik olarak gerceklestirilmis ve
kaydedilmistir. Calismalar boyunca saf dol elde etme calismalari da dahil olmak iizere
toplam 435 larva ve 261 ergin disekte edilmistir.

[k asamada disekte edilen larvalarin sayis1 307°dir ve 194’iinde (% 63,19) mikrospor
enfeksiyonu tespit edilmistir. Laboratuar ¢alismalarindan elde edilen larvalardaki
enfeksiyon orani findik ile beslenenlerde % 96,66, tarhana ile beslenenlerde % 93,90,
bulgur ile beslenenlerde % 1,25°tir. Pestil ile beslenen larvalarda ise enfeksiyona

rastlanmamustir (Tablo 3).

Tablo 3. Laboratuarda yetistirilen P. interpunctella larvalarindaki mikrospor enfeksiyonu

] Disekte Edilen Larva | Enfekte Olan Larva ]
Besin Kaynagi Mikrospor (%)
Sayisi Sayisi
Findik 120 116 96,66
Tarhana 82 77 93,90
Bulgur 80 1 1,25
Pestil 25 - -
TOPLAM 307 194 63,19

Dort farkli besin kaynagi kullanilarak elde edilen 209 ergin bireyin 104’linde
(% 49,76) mikrospor enfeksiyonu kaydedilmistir. En yiiksek enfeksiyon orani, larvalarda
oldugu gibi, % 81,69 ile findik ile beslenen erginlerde tespit edilmistir. Bu oran tarhana ile
beslenenlerde % 75,43, bulgur ile beslenenlerde % 3,07 ve pestil ile beslenenlerde
% 6,25tir (Tablo 4).
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Tablo 4. Laboratuarda yetistirilen P. interpunctella erginlerindeki mikrospor enfeksiyonu

Disekte Edilen Ergin | Enfekte Olan Ergin )
Besin Kaynagi Mikrospor (%)
Sayisi Sayisi

Findik 71 58 81,69

Tarhana 57 43 75,43
Bulgur 65 2 3,07
Pestil 16 1 6,25
TOPLAM 209 104 49,76

3.2.1. Plodia interpunctella’dan Saf D6l Elde Edilmesi

Saf dol elde etme calismalari ile, arastirma siiresince laboratuar ortaminda yetistirilen
boceklerden izole edilen mikrospor patojeninin, kuru meyve giivesi P. interpunctella’nin
tireme ve nesilleri arasi gegis potansiyeli lizerine ne sekilde etki edebilecegi ortaya
konulmaya ¢aligilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda besin kaynagi olarak, P. interpunctella larva ve erginlerinde en
yiikksek oranda mikrospor enfeksiyonu goriildiigii i¢in findik kullanilmistir. Caligmalar
sonucunda iki ayr1 saf dol elde edilmistir. 1. nesilde 113 larva, 2. nesilde ise 15 larva
olmak tizere, toplamda 128 larva saglanmis olup, s6z konusu patojenin her iki nesilde
mikrospor enfeksiyon orani % 100°diir. Ayrica, 1. nesil sonunda elde edilen 52 ergin
bireyin 51’inde (% 98,07) mikrospor enfeksiyonu kaydedilirken, 2. nesil sonunda ergin
cikist gozlemlenememistir (Tablo 5).
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Tablo 5. Saf dol elde etme ¢alismalar1 sonucunda P. interpunctella larva ve erginlerindeki
mikrospor enfeksiyonu

Enfekte | Mikrospor
Disekte Enfekte Disekte Olan (%)
Edilen Olan Larva | Edilen Ergin Ergin
Larva Sayisi Sayis1 Sayis1 Sayisi Larva|Ergin
2. Nesil 15 15 . - 100 | -
TOPLAM 128 128 52 51 | 100 | 98,07




4. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, dnemli bir depo zararlis1 olan P. interpunctella’da tespit edilen
protist patojeni Microspora subesine ait bir patojendir. Ultrastriiktiirel ¢calismalar, patojenin
polar filament ve polaroplast yapisina sahip oldugunu, bununla birlikte mitokondri
icermedigini gostermistir (Sekil 9).  Bu karakterler Mikrospora grubunun temel
karakterleri olup sadece bu grup iiyelerinde bulunur (Larsson 1986, 1988, 1999; Canning
ve Vavra, 2000). Bu nedenle tespit edilen patojenin bir mikrosporidyum oldugu kesindir.
Bu mikrosporidyum iilkemizde P. interpunctella’da tespit edilen ilk ve tek
mikrosporidyumdur.

Tespit edilen mikrosporidyum patojeni {izerinde yapilan morfolojik, ultrastriiktiirel
ve molekiiler ¢alismalar patojenin Vairimorpha cinsine ait bir patojen oldugu gostermistir.
Vairimorpha cinsi biri serbest diplokaryotik, digeri bir spor kesesi iginde 8 sporlu
(oktospor) olmak tizere disporoblastik bir gelisim gostermesiyle karakterize edilir (Malone,
1984). Bu tez siiresince, hem serbest diplokaryotik sporlar (Sekil 4, 9) hem de 8 sporlu
spor keseleri gozlenmis (Sekil 5), bu yapilar 151k ve TEM ¢alismalari ile gosterilmistir.
Izolatin Vairimorpha cinsine ait bir tiir oldugu molekiiler yontemler ile de teyit edilmistir.
Literatiirde, P. interpunctella’dan Vairimorpha cinsine ait bir tiir kaydi mevcuttur. Bu tiir
V. plodiae olarak isimlendirilmis; disporoblastik 6zelliginden dolay1, ilk olarak Nosema
plodiae (Kellen ve Lindegren, 1968) olarak, sonra da Thelohania nana (Kellen ve
Lindegren, 1969) olarak tanimlanmistir. Daha sonra, sistematiktaki yeri Vairimorpha
plodiae olarak diizeltilmistir (Malone ve Canning, 1982).

Bu tez c¢alismalarinda tespit edilen mikrosporidyumun cogunlukla konakta yag
doku, malpigi tiipleri (Sekil 3), bagirsak, salg1 bezleri gibi doku ve organlar1 enfekte ettigi
gozlenmistir. Doku seciciliginde, tespit edilen patojen, P. interpunctella’da tespit edilen
V. plodiae (Kellen ve Lindegren, 1968; Malone, 1984) ile benzerlik gostermektedir.
Mikrosporidyumlar i¢in spor morfolojisi ve boyutlar tiirler arasinda ve aym tiiriin farkh
cografik izolatlarinin karsilagtirilmasinda 6nemli bir karakterdir. Bizim tespit ettigimiz
patojen spor ebatlar1 agisindan (4.48 + 0.23 x 2.21 + 0.15 um) ilk teshis olan N. plodiae
(4.09 £ 0.24 um x 1.89 + 0.74 um) (Kellen ve Lindegren, 1968)’den ve sonraki
diizeltilmis tiir olan V. plodiae (5.12 + 0.05 um x 2.90 = 0.03 um) (Malone, 1984)’den



41

kayda deger oranda farklilik gostermektedir. Ulkemizde tespit ettigimiz patojen orijinal
deskripsiyondan 6nemli derecede biiyiik iken, Malone (1984) tarafindan kaydedilen ki
V. plodiae izolatindan (5.12 + 0.05 um X 2.90 + 0.03 um- P. interpunctella ve 4.86 + 0.03
um x 2.60 = 0.02 um-Galleria mellonella) ise kiigiiktiir.

Diger taraftan filogenetik iliskiye bakildiginda, tespit ettigimiz patojen Vairiomorpha
necatrix ve Vairiomorpha sp. ile yakin bir grup olusturmustur (Sekil 13). Vairiomorpha
plodiae’nin V. necatrix ile bazi benzerlikler gosterdigi belirlenmistir (Malone, 1984).
Bunula birlikte, tespit edilen patojen Vairimorpha necatrix yerine Vairiomorpha sp. ile
yakin iligki kurmustur (Sekil 13). Diger taraftan, V. plodiae’nin SSU rRNA genine ait baz
siras1 hakkinda literatiirde bir bilgi yoktur. Bu tez c¢alismasinda, ilk kez V. plodiae nin
SSU rRNA genine ait baz sirasi belirlenmistir.

Mikrosporidyumlara ait sporlarin ultrastriiktiirel yapilarina ait karakterler, 6zellikle
yakin tiirlerin karsilagtirilmasinda énemli faydalar saglamaktadir (Yaman vd., 2005; 2011).
Bircok Vairimorpha tiiriiniin ultrastriiktiirel yapist detayli bir sekilde ¢alisiimistir (Canning
vd., 1999; Vavra vd., 2006). Buna ragmen, V. plodiae sporlarinin ultrastriiktiirel yapisi ile
ilgili bir veri yoktur. Orijinal teshis olan N. plodiae o zamanlarda 151k mikroskobu
kullanilarak yapilmistir (Kellen ve Lindegren, 1968). Malone ve Canning (1982)
V. plodiae 'ya ait meront, sporont ve sporoblast safthalarini1 elektron mikroskobunda detayli
calismug, fakat olgun bir spora ait sonuglara ulasamamuslardir. V. plodiae 'ya ait olgun bir
sporun ultrastriiktiirel yapis1 ilk kez bu tez calismasinda aydmlatilmistir. Elde edilen
bilgiler, yine lepidopterleri enfekte eden literatiirdeki yakin diger Vairimorpha tiirlerine ait
ozellikler ile karsilastirilmistir.

Ultrastriiktiirel ¢aligmalar, tespit edilen patojene ait sporlarin 10-12 kivrimli polar
filamente sahip oldugunu gostermistir. Mikrosporidyumlarin sahip olduklar1 polar filament
kivrim sayisi tiirlerin  karsilastirilmasinda 6nemli bir taksonomik kriterdir. Bu tezde
tanimlanan patojenin polar filament kivrim sayist (10-12) Lepidoptera kaynakli diger
Vairimorpha tiirlerinden, 6rnegin V. necatrix (10-15 kivrimli) (Maddox ve Sprenkel,
1978), V. ephestiae (14-16 kivrimli) (Weiser ve Purrini, 1985) ve V. imperfecta (15,5
kivrimli) (Canning vd., 1999)’dan belirgin bir sekilde, V. mesnili (10-13 kivrimli) (Malone
ve Mclvor, 1996) ve V. disparis (11-13 kivrimli) (Vavra vd., 2006)’den ise nispeten
farklilik gostermektedir (Tablo 6).



Tablo 6. Lepidoptera Takiminda Tanimlanan Vairimorpha Tiirleri ve Morfolojik ve Ultrastriiktiirel Ozellikleri

Vairimorpha Tiirii

Konak

Spor Olgiimleri

Polar Filament

Referans

Vairimorpha necatrix

Pseudaletia unipunctata

10 -15 kivrimh

Maddox ve Sprenkel,
1978

Vairimorpha ephestiae

Ephestia kiiheniella

4,0 x2,0

14 -16 kivrimlh

Weiser ve Purrini, 1985

Vairimorpha mesnili

Pieris rapae

3,84 x 1,82

10-13 kivriml

Malone ve Mclvor, 1996

Vairimorpha imperfecta

Plutella xylostella

4,3x2,0

15,5 kivrimh

Canning vd., 1999

Vairimorpha disparis

Lymantria dispar

5,1 x2,6

11-13 kivriml

Vavra vd., 2006

Vairimorpha plodiae

Plodia interpunctella
Galleria mellonella

5,12 x2,90
4,86 < 2,60

Malone, 1984

Vairimorpha plodiae

Plodia interpunctella

4,48 x 221

10 -12 kivrimh

Tez caligmasi

4%
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Elde edilen morfolojik, ultrastriiktiirel ve molekiiler ¢aligmalara ait veriler iilkemizde
P. interpunctella’dan tespit edilen mikrosporidyumun, diinyada yine bu zararlidan izole
edilen Vairimorpha plodiae ile temel taksonomik karakterlerde benzerlik gosterdigini
ortaya koymaktadir. Bu zamana kadar iilkemizde P. interpunctella’dan herhangi bir
mikrosporidyum kaydi mevcut degildir. Bu tez ¢alismasinda tanimlanan mikrosporidyum
patojeni, tilkemizde P. interpunctella’da tespit edilen ilk mikrosporidyum olmasinin yant
sira, ayn1 zamanda tilkemizde Vairimorpha cinsine ait ilk mikrosporidyum tiiriidiir. Bu
nedenle tespit edilen patojen, V. plodiae 'nin bir Tiirk izolat1 olarak belirlenmistir. Tirkiye
yedi farkli cografik bolgesiyle farkli cografik sartlara sahiptir. Literatiirde, ayni tiiriin farkli
cografik izolatlarinin farkli insektisidal etki gdsterdigi bircok caligsma ile teyit edilmistir.
Bu ac¢idan bu tez calismasinda tanimlanan mikrosporidyum ayr1 bir degere sahiptir.

Bunun yani sira, Vairimorpha cinsine ait ilk tiir teshisleri 151k mikroskobu ile
yapilan galismalara dayandirilmigtir. Bazi 6nemli tiirlerin hala ultrastriiktiirel 6zellikleri
aydinlatilamamistir. Bu tez c¢alismasinda, oOnemli bir depo =zararlisi olan
P.interpunctella’da hastalik olusturan V. plodiae’nin ultrastriiktiirel yapisi ilk kez
sunularak, diger mevcut tiirler ile kiyaslamalarda kullanilmak iizere burada sunulmaktadir.
Boylece gereksiz yeni tiir tayinlerinin oniine gegilmesine katki saglayacaktir.

Mevcut ¢alismada, laboratuarda yetistirilen P.interpunctella larvalarinda mikrospor
enfeksiyonu % 63,19 (Tablo 3) iken, erginlerinde % 49, 76 (Tablo 4) olarak saptanmuistir.
Bu oranlar mikrosporidyum patojeninin, kuru meyve giivesinin iireme ve nesilleri arasi
gecis potansiyeli lizerinde kiiglimsenmeyecek bir etkiye sahip olabilecegini
diistindiirmektedir. Nitekim, saf dol olusturulmasi yoluyla elde edilen 1. ve 2. nesil
P.interpunctella larvalarinda enfeksiyon orani, garpici bir sekilde, % 100 bulunmustur
(Tablo 5), erginlerinde ise bu oran % 98, 07°dir (Tablo 5). Ilaveten, s6z konusu
mikrosporidyum patojeni esas 6ldiiriicii darbesini ise, 2. nesil larvalarin tamamindan ergin
¢ikigina ket vurarak yapmistir (Tablo 5). Literatiirde, enfeksiyon orani ile ilgili Kellen ve
Lindegren (1971) tarafindan yapilan bir ¢alismada, saglikli disilerle ¢iftlestirilen enfekte
erkeklerin nesillerinin % 27’sinde transovaryal olarak enfeksiyon gecisi goriilmiistiir.
Benzer bir diger calismada ise, enfekte disilerin biraktiklar1 yumurtalardan transovaryal
olarak en yiiksek enfeksiyon taginimi % 51,8, en diisiik ise % 2,3 bulunmustur (Kellen ve
Lindegren, 1973).

Entomopatojenik protistlerin taginimi, ya solunum veya temas yoluyla hayvandan

hayvana ger¢eklesen Horizontal Taginim ya da yumurtadan ergin birey olusuncaya kadar
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ki hayat safhalarin1 kapsayan Vertikal (Transovaryal) Tasimim yollariyla gergeklesir. Bu
calismada elde edilen bulgular, {ilkemizde ©nemli bir depo iiriinii zararlis1 olan
P.interpunctella’da hastalik etmeni olan mikrosporidyum patojeninin, horizontal tasinimin
yani sira, nesiller arasi gec¢is gosterdigi i¢in daha ¢ok vertikal tasinim yoluyla bulagma

yaptigin1 gostermektedir.



5. SONUCLAR

Bu yiiksek lisans tezi siiresince elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde
verilmistir.
1. Lepidoptera takimina ait olan kuru meyve giivesi (Plodia interpunctella Lep:
Pyralidae) ile biyolojik miicadelede kullanilmak iizere dogal hastalik etmeni mikrospor
patojeninin varlig1r arastirilmis ve 2010 - 2014 yillar1 arasinda Trabzon, K.T.U. Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Zooloji II Laboratuarinda yetistirilen larva ve erginlerde bir
mikrosporidyum patojenine rastlanmistir.
2. P. interpunctella’ da tespit edilen mikrosporun morfolojik ve ultrastriiktiirel
ozellikleri, 151k mikroskobu, Giemsa boyama ve elektron mikroskobu (TEM) calismalari
ile belirlenmis ve bu patojenin Vairimorpha cinsine ait Vairiomorpha plodiae oldugu
saptanmistir. Bu mikrosporidyum, iilkemizde P. interpunctella’da tespit edilen ilk ve tek
kayaittir.
3. Tespit edilen mikrosporidyum patojeninin sporlar1 iizerinde yapilan molekiiler
caligmalarla bu patojenin Vairimorpha cinsine ait, daha 6énce Malone and Canning (1982)
tarafindan sistematikteki yeri diizeltilen ve Malone (1984) tarafindan tanimlanan
Vairiomorpha plodiae oldugu kanitlanmis ve mevcut ¢alismada, ilk kez V. plodiae’nin
SSU rRNA genine ait baz siras1 belirlenmistir .
4.  Tespit edilen mikrospor 1sik mikroskobu, Giemsa boyama ve TEM c¢alismalari
sonucunda spor ebatlar1 agisindan, ilk teshis olan Nosema plodiae (Kellen and Lindegren,
1968) ve sonraki diizeltilmis tiir olan V. plodiae (Malone, 1984) ‘den kayda deger oranda
farklilik gostermistir. Ayrica, V. plodiae’ya ait olgun bir sporun ultrastriiktiirel yapist ilk
kez bu tez calismasinda aydinlatilmistir.
5. Giemsa boyama yontemi ve TEM galigmalar1 sonucunda elde edilen hayat dongiisii
sathalart ve ultrastriiktiirel yap1 bulgular1 ve molekiiler c¢alismalar tespit edilen
V. plodiae’nin, Lepidoptera kaynakli diger Vairiomorpha tiirlerinden nispeten farkli
oldugunu gostermistir.
6. Laboratuarda yetistirilen P. interpunctella larvalarinda mikrospor enfeksiyonu
% 63,19 iken, erginlerinde % 49, 76 olarak saptanmistir. Saf dol olusturulmasi yoluyla elde
edilen 1. ve 2. nesil P.interpunctella larvalarinda ise enfeksiyon oran1 % 100’diir ve

2. nesil sonunda ergin ¢ikis1 gdzlemlenememistir.
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7. Mikrospor patojeninin konak spesifitesinin yliksek 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.
8. Bu tez c¢aligmasinda tanimlanan mikrosporidyum patojeni, iilkemizde
Plodia interpunctella’da tespit edilen ilk mikrosporidyum olmasinin yani sira, ayni
zamanda lilkemizde Vairimorpha cinsine ait ilk mikrosporidyum tiiri olmas1 bakimimdan
da biiyiik 6nem arz etmektedir . Bu nedenle tespit edilen patojen, Vairimorpha plodiae 'nin
bir Tiirk izolat1 olarak belirlenmistir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi ile Tirkiye igin ilk kez kuru meyve giivesi, Plodia
interpunctella (Hiibner)’da dogal hastalik olusturan bir mikrosporidyum patojeni tespit

edilmekte, karakterizasyonu ve varligt aciklanmaktadir.



6. ONERILER

Diinyada ve iilkemizde depolanmig {iriin zararlilariyla miicadele yaygin olarak
kimyasal ilaglarla yapilmaktadir. Kimyasallarin hedef zararli disinda, ¢evreye, dogadaki
diger yararli canlilara ve insan sagligmma olumsuz yondeki etkileri endise verici bir
durumdur. istenmeyen bu etkileri ortadan kaldirmak ya da minimum seviyeye indirmek
igin alternatif miicadele yontemleri gelistirilmektedir. Sadece kontrol altina alinmasi ve
etkisinin azaltilmasi gereken zararliya etki eden, kalint1 ve direng gelistirme sorunu gibi
olumsuzluklar barindirmayan, insan sagligi, argoekosistem, gevre ve biyolojik dengenin
korunarak siirdiiriilmesini saglayan biyolojik miicadele yontemi, tercih edilmesi gereken
yontemlerin basinda gelir. Bu yliksek lisans tez c¢alismasi sirasinda tespit edilen
Vairimorpha plodiae patojeni, lilkemiz ve gesitli diinya {ilkeleri i¢in 6nemli bir besin ve
ekonomik kaynak olan depolanmus iiriinlerde ¢ok ciddi zararlara neden olan kuru meyve
giivesi Plodia interpunctella ile miicadelede kimyasal miicadeleye alternatif olarak
kullanilmalidir. Bu amagla bu mikrosporidyum patojeninin kitle iiretimi yapilip patojenite
testlerinden gegirildikten sonra gerek giftcilere gerekse tiizel kisilere ticari sekilde
sunulmalidir. S6z konusu patojenin kullanilmasiyla hem zararli ile biyolojik miicadele
gergeklestirilmis hem de kimyasal ilaglarin ¢evreye ve canlilara verdigi zararl etkilerin de
Oniine ge¢ilmis olacaktir. Dar bir alanda siirdiiriilen arazi caligmalari ile gerceklesen bu tez
caligmasinin kapsami genisletilerek tiim Karadeniz Bolgesi’nde ve hatta Tiirkiye’de
depolanmis iiriin tesislerinde zarar yapan boceklerde patojen varligi arastirilabilir.
Patojenin larva gelisimine, beslenmeye ve yumurta birakma gibi faaliyetlerine etkisi
arastirilmalidir. Ayrica, TEM c¢aligmalar: ile patojenin tiim hayat sathalar1 ¢aligilmaldir.
Zararlinin larva ve ergin formlara bioassay deneyleri yapilarak séz konusu mikrospor
patojeninin patojenitesi ve konak iizerinde meydana getirdigi semptomlar tespit
edilmelidir. Vertikal yolla bulasma ozelligi belirlenen patojenin, horizontal bulagma
potansiyelleri de arastirilabilir. Ayn1 zamanda bu patojenin basta Pyralidae familyasi
olmak tizere diger Lepidoptera takimina ait familya ve tiirlerde enfeksiyon gerceklestirip
gerceklestirmedigi de calisilabilecek konular arasindadir. Bu tez ¢aligmasinin iilkemiz i¢in
ilk kayit olmasi, bu alanda yapilacak olan diger calismalara kaynak olacaktir. Bu ¢alisma
aracilig1 ile sunulan bilgiler kullanilarak, diger depolanmis {irlin zararlilariyla miicadelede

yeni patojenik ajanlarin tespiti miimkiin olabilir.
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