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Doktora Tezi
OZET

AKDENIZ UN GUVESI (EPHESTIA KUEHNIELLA, LEP.: PYRALIDAE)’NiN
HASTALIK ETMENLERININ BELIRLENMESI, KARAKTERIZASYONU VE
BIYOLOJIK MUCADELEDE KULLANILMA POTANSIYELLERI

Kabire Funda ACAR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Mustafa YAMAN
2014, 81 Sayfa

Bu doktora tezinde Akdeniz Un Giivesi, Ephestia kuehniella Zeller, 1879 (Lepidoptera:
Pyralidae)’nin gelisimini etkileyen hastalik etmenlerinin belirlenmesi, karakterizasyonu ve
biyolojik miicadelede kullanilma potansiyelleri arastirilmustir. incelenen bdcek drnekleri 2012
ve 2013 yillarinda Trabzon, Rize ve Ankara illerinden temin edilmistir. Tez c¢alismasi
stiresince 472’si ergin, 20’si pupa ve 538’1 larva olmak {izere 1030 E. kuehniella bireyi
incelenmistir. Incelen bdceklerde EpkuMNPYV, Vairiomorpha ephestia ve Mattesia dispora
patojenlerinin varlig1 belirlenmis, karakterizasyonlari 1s1tk mikroskobu, TEM ¢alismalar1 ve
molekiiler yontemler ile yapilmistir. Tez calismasi siiresince incelenen tiim boceklerdeki
enfeksiyon oran1 EpKUMNPV i¢in % 0,19, V. ephestia igin % 11,13, M. dispora i¢inse % 53,71
olarak bulunmustur. Enfeksiyonlarin en ¢ok goriildiigii evrenin % 35,43 ile larva evresi oldugu
tespit edilmistir. Erginlerdeki enfeksiyon oran1 % 0,19, pupalardaki enfeksiyon oran1 % 1,65
olarak bulunmustur. Yiriitilen biyoassay c¢alismalari i¢in 600 larva kullanilmistir. Bu
deneylerde V. ephestia i¢in en yiiksek enfeksiyon yiizdesi % 42,10 ile 1,6x10" (spor/ml)
dozajmin uygulandigi grupta; M. dispora igin en yiiksek enfeksiyon yiizdesi ise % 52,63 ile
1,8x10°8 (ookist/ml) dozajimin uygulandigi grupta goriilmiistiir. V. ephestia ve M. dispora
Tirkiye i¢cin, EpKUMNPV ise Tiirkiye ve diinya i¢in ilk kayittir.

Anahtar Kelimeler: Ephestia kuehniella, EpkuMNPV, Vairiomorpha ephestia, Mattesia
dispora, Biyolojik miicadele, TEM
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PhD. Thesis
SUMMARY

IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF DISEASE FACTORS OF
MEDITERRANEAN FLOUR MOTH, EPHESTIA KUEHNIELLA ZELLER, (LEP.:
PYRALIDAE) AND THEIR POTENTIAL USE IN BIOLOGICAL CONTROL

Kabire Funda ACAR

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Mustafa YAMAN
2014, 81 Pages

In this doctoral thesis, identification and characterization of the disease factors of
Mediterranean flour moth, Ephestia kuehniella Zeller, 1879 (Lepidoptera: Pyralidae), were
investigated, and their potential use in biological control was investigated. The examined
insects were obtained from Trabzon, Rize and Ankara in 2012 and 2013. During the study, a
total of 1030 insects were examined, including 472 adults, 20 pupae and 538 larvae. Presence
of pathogens EpkuMNPV, Vairiomorpha ephestia and Mattesia dispora were identified in the
insects examined, characterizations were made using light microscope, TEM studies and
molecular methods. The infection rate in all insects was found to be 0.19% for EpkuMNPV,
11.13% for V. ephestia and 53.71% for M. dispora. The most prevalent stage of infection was
determined as the larval stage with 35%. Percentages of infections were found to be 0.19% in
adults and 1.65% in pupae. 600 larvae were used for conducted biyoassay experiments. In
these experiments, the highest infection rate for V. ephestia was seen in the group exposed to a
dosage of 1,6x10" (spores/ml) with a percentage of 42.10%; the highest infection rate for M.
dispora was seen in the group exposed to a dosage of 1,8x10° (oocysts/ml) with a percentage
of 52.63%. V. ephestia and M. dispora are first records for Turkey, EpkuMNPV is the first

record for the world.

Key Words: Ephestia kuehniella, EpkuMNPYV, Vairiomorpha ephestia, Mattesia dispora,
Biological control, TEM
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Insanlar yetistirdikleri iiriinleri, daha sonra cesitli amagclarla kullanmak iizere
tirtinlerin 6zelliklerine uygun depolarda muhafaza ederler. Ancak bu triinlerde muhafaza
stiresince ¢esitli olumsuzluklarin etkisiyle kayiplar meydana gelir. Bu tiir kayiplara sebep
olan etkenler arasinda bocekler, hastalik etmenleri, fare gibi kemirgenler, kuslar ve diger
cevre kosullar1 gosterilebilir. Depolanan tahil, baklagiller, yagl tohumlar ve bunlardan
tiretilen gida maddelerinde diinya genelinde meydana gelen kayip oran1 % 10 olarak kabul
edilmekle birlikte, bu oran bazi bolgelerde % 50’ye kadar ¢ikabilmektedir. Diinya
genelindeki % 10’luk kaybin % 5’1 ise bocekler sebebiyle meydana gelmektedir (Erdogan
ve Giirkan, 1995).

Depolanmis iirlinlerde zarar olusturan bocekler tiriinde hem kalitatif hem de kantitatif
ozellikler bakimindan 6nemli kayiplar meydana getirmektedirler (Erdogan ve Giirkan,
1995). Bu kayiplara neden olan bocekler arasinda un giivesi olarak da bilinen Ephestia
kuehniella Zeller (Lepidoptera:.Pyralidae) dnemli bir yer tutar (Rees, 2003). Bu bocegin
ozellikle larvalarinin verdigi zarar, bulunduklari ortamdaki besini yogun bir sekilde
yemeleri sonucu agi8a ¢ikan agirlik kaybiyla sinirli kalmayip, ayn1 zamanda beslenmeleri
sonucunda ortama biraktiklart diskilar, salgiladiklari ag§ maddeleri ve gomlek kalintilariyla
da depolanmus iiriinde nitelik kaybina yol agmaktadir (Erdogan ve Giirkan, 1995).

Depolanmis tarimsal {iriin ve gidanin korunmasi fiiretici, isletme ve ihracatcilar
acisindan ¢ok énemlidir. Ulkemizde depolanmus iiriinlerin zararlilardan korunmast igin en
¢ok bagvurulan yontem fiimigasyondur. Zararl organizmalar1 imha etmek amaciyla, belirli
sicakliktaki kapali bir ortama, gaz halinde etki eden bir fiimigant1 belirli miktarda verme ve
belirli bir siire ortamda tutma islemine fiimigasyon denir. Fimigasyon isleminde kullanilan
kimyasallara fumigant denir. Fiimigasyon yapilacak ortamin gaz gecirgenligi, fiimigantin
dozu ve uygulama siiresi belirli kurallara uygun olarak yapilmalidir. Ancak iilkemizde
flimigasyon islemi yapilirken genellikle uygulama yapilacak ortam icin gaz gecirgenligi
testi yapilmadigi, uygulamada yaygin olarak yiiksek doz tercih edildigi ve fiimigasyon
boyunca herhangi bir 6l¢lim yapilmadigi igin fiimigantin etkisi tam olarak tespit

edilememektedir (Ferizli ve Emekgi, 2014).



Bu fiimigantlardan en yogun kullanilanlarindan birisi Metil bromittir. Metil bromit
kullanilarak yapilan fiimigasyon islemi, bulasik {iriiniin her yerine ulasabilmesi, hizl1 sonug
vermesi, genis alanlarda uygulamaya imkan saglamasi ve diger miicadele yontemlerine
gore daha ekonomik olmasi gibi bazi dstiinliikklere sahip goriinmektedir. Ancak
flimigantlarin, zamanla zararli bocekte diren¢ mekanizmasi gelismine neden olmalari,
uygulandiklar1 depo iirlinlerinde kalint1 olusturarak insan sagligini tehdit etmeleri ve ozon
tabakasini inceltmeleri s6z konusu oldugundan fiimigasyon yontemine alternatif olacak
yeni yontemlerin tespiti elzem olmustur. Bahsi gecen bu zararlardan dolay1 bir ¢ok tilkenin
katilimi ile imzalanan ve iilkemizin de 1991 yilinda dahil oldugu Montreal Protokolii
geregince Metil bromit kullanimi birgok tilkede yasaklanmistir (T.C. Resmi Gazete, 2000;
2004). Giiniimiizde halen Metil bromit kullanan tilkeler mevcut olup 2015 yilina kadar
kullaniminin kaldirilmasi planlanmistir (UNEP, 1995). 2015 yilina az bir miiddet kalan su
giinlerde halen kimyasal kullanimina alternatif olacak yontemler aragtirilmaktadir. Bu
yontemlerin baginda feromon uygulamalari (Coskuncu, 2005) ve radyasyon kullanimi
(Ayvaz vd., 2007) gibi biyoteknolojik ve faydali boceklerin salimi gibi biyolojik yontemler
de gelmektedir. E. kuehniella ve benzeri depolanmus iiriin zararlilar1 ile miicadele igin
ekseriyetle kimyasal yontemler kullanilmaktadir (Hansen ve Jensen, 2002).

Diinya niifusundaki hizli artis beslenme problemlerine yol agmaya baglamistir. Bu
sorunun temel nedenlerinden bir tanesi diinya niifusu ile kullanilabilir tarim alanlari
arasindaki ters orantidir. Niifus artis1, beraberinde kentlesmeyi getirirken tarim alanlar1 yok
edilmektedir. Bundan dolayidir ki, birim alandan elde edilen {iriin miktarinin arttirilmasimin
yani sira elde edilen iirlinlerin, liretimden tiiketime kadar gecen her asamada korunmasi da
cok onemlidir. Bu iriinlerin korunmasinda kullanilan yontemler ise son yillarda daha ¢ok
tartigilir hale gelmistir (Ferizli ve Emekgi, 2014). Ortaya ¢ikan bu sorun ise besin
kaynaklarinin ¢ok daha ihtiyatli kullanilmasinin gerekliligini dogurmustur (Giil ve Gilel,
1995).

Tiim diinyada biyolojik kontrol ajanlarimin kullanimina yonelik ¢aligmalar hizla
ilerlerken, tlilkemizde bu konu iizerindeki ¢alismalar istenilen diizeye hala gelememistir.
Dolayisiyla bu zararl tizerinde farkli hastaliklar olusturarak 6ldiiren ya da biyolojisini
etkileyen hastalik etmenlerinin arastirilmasina ve etkili bir biyolojik miicadele ajan1 olarak
kullanimina y6nelik ¢calismalar kaginilmaz olmustur.

Bu nedenlerden dolay1 bu doktora tezinde Lepidoptera grubuna ait olan ve dnemli bir

depo zararlis1 olarak kabul edilen un giivesi (Ephestia kuehniella Zeller, 1879) ile



miicadelede kimyasallarin kullanimini azaltacak, ekonomik, ¢evreye daha duyarli ve daha
etkili biyolojik miicadele ajanlarinin arastirtlmasi, dogadan izolasyonu ve gelistirilmesi

amagclanmustir.

1.2. Ephestia kuehniella Zeller, 1879 (Un giivesi, Degirmen giivesi )

Ephestia cinsine ait tiirlerin tamami sadece depo zararlisidir. Depo edilmis tahil, un
ve bitki tohumlar1 zarar verdikleri baslica maddeler arasindadir. Tipik birgok fizyolojik ve
anatomik Ozellik gostermeleri ve ayni zamanda ¢ogalma yeteneklerinin fazla olmasindan
dolay1 da arastirmalarda deney hayvani olarak tercih edilmektedir (Demirsoy, 2006).

E. kuehniella, wunda birinci derecede, tahillarda ikinci derecede zararli olarak
bilinmektedir. Bu tiirlerle miicadele, 6zellikle tahil ve tahil {rlinlerini yenemez hale
getirmesi ve lirliniin az da olsa bulasik olmasinin ticari problemlere yol agmasi bakimindan

biiyiik 6nem kazanmaktadir (Tungyiirek, 1972).

Sube : Arthropoda
Sinif : Insecta (Hexapoda)
Alt sinif : Pterygota ( Metabola )
Takim : Lepidoptera (Giiveler ve Kelebekler)
Alt takim : Frenata (Heteroneura)
Familya : Pyralidae
Cins : Ephestia
Tiir : Ephestia kuehniella Zeller, 1879
(Demirsoy, 2006).



1.2.1. Morfolojisi ve Biyolojisi

Disi bocek, beslendigi un ya da gidalarin {izerine ayr1 ayr1 100-600 yumurta
birakabilir. Yumurtalar oval, agik sar1 renkte olup 27°C de 3-5 gilinde agilir. Yumurtalarin
ortalama biiytikliikleri 0.57 x 0.30 mm’dir (Demirsoy, 2006).

Yumurtadan beyaz renkli larvalar ¢ikar. Larvalarin tizeri killarla ortiiliidiir. Protoraks
ve sonuncu abdomen segmenti {izerinde kahverengi lekeler bulunur. Gelisim evresinin 40
giinliik kismini1 larva olarak gegcirirler ve bu 40 giin sonunda tam kahverengi olurlar. Olgun
larvanin uzunlugu yaklasik olarak 15 mm’dir. Larva doneminde 5 donem vardir
(Demirsoy, 2006).

Olgunlasan larva, gida ortamini terk ederek pupa i¢in uygun olan ¢atlak, yarik, girinti
gibi yerlerde kokon orer. Boylar1 yaklasik olarak 9 mm’dir. Pupa evresi ortalama 8-12 giin
slirer. Bu siirenin sonunda ergin hale gegerler (Demirsoy, 2006).

Ergin, dumanli gri renktedir. Ergin giive 7-12 mm uzunlugundadir ve bu uzunluk
kanatlar agikken 24 mm'ye kadar ¢ikabilir. On kanatlar soluk gri renktedir ve kanatlar
tizerinde koyu renkte zikzak bantlar bulunmaktadir. Arka kanatlar ise kirli beyazdir.
Dinlenme halinde viicudun 6n bolimii, karakteristik olarak, kemer seklindedir. Gelisme

stiresi sicakliga ve beslenmeye bagli olup yilda 2-6 dol verebilirler (Demirsoy, 2006).

Sekil 1. Ephestia kuehniella ergin bocegi (URL, 1).



Disi bocek feromon yaymasini saglayacak sekilde yumurtlama borusunu uzatip
abdomenini yukariya dogru kaldirarak ¢iftlesmeye hazir oldugunu gosterir (Daumal,
1987). Erkek ciftlesmek i¢in havalanir ve kur davramiglari sergiler. Ciftlesme birkag
saniyede tamamlanir ve genelde hava karardiktan sonra gergeklestirilir (Traynier, 1968,
1970; Traynier ve Wright, 1972). Ciftlesme siiresince disinin kanatlar1 erkegin kanatlarinin
lizerini Orter. Basarili bir ciftlesme disinin iireme potansiyelini gerceklestirmesini
sagladigindan ciftlesme sona erdikten sonra disinin abdomeni diizgiin hale gelir. Erkek ise
yasami boyunca 5-8 disi ile ciftlesebilir. Ancak miiteakip ciftlesmelerde yumurtalarin
dollenme diizeyi diiser (Norris, 1932, 1933, 1934; Williams, 1938).

Erginler, antenleri kanatlarinin altinda gogiis hizasinda katlanmis, birinci ¢ift
bacaklarim1 gogiis iizerinde dinlendirir pozisyonda giin boyunca hareketsiz bir sekilde
dururlar. Erginlerin yasam siireleri olduk¢a degiskendir. Eger c¢iftlesecek bir es
bulamazlarsa 20 giine kadar yasarlar, hatta diisik sicakliklarda (10-18°C) bu siire
uzayabilir. Golgelik alanlarda durmaya egilimlidirler ve ¢ogunlukla depolarin tavanlari
veya duvarlari gibi yiiksek yerleri tercih ederler (Sogaard-Andersen, 1968).

Giiveler genellikle hava karardiktan sonra ugmaya baglarlar ve safak vaktine kadar
hareketlidirler. Erkeklerin hareketliliginde safak vaktinden hemen Once bir artig goriiliir
(Edwards, 1962).

Disileri un ya da diger tozlar cezbeder (Ullyett, 1945). Disi topladigi unlar1 bir
catlaga yerlestirir ve lizerine yumurtalarini birakir. Yumurtalar1 ¢atlaga birakirken ilk
olarak antenlerinin ug kisimlar1 sonra da yumurtlama borusu aktiflesir. Disi, bu iki unsurun
aktiflesmesiyle yumurtalarini sirali bir sekilde catlaga birakmaya baglar (Daumal, 1994b).
Disiler 20-23°C sicaklikta 48 saat igerisinde yumurtalarinin yaklasik %75’ini birakirlar
(Anderson ve Lofgvist, 1996).

Bir c¢ok goriise gore bu tiiriin biyotik potansiyelinde genis bir gesitlilik
goriilmektedir. Oyle ki yumurta sayist 50 ile 500 arasinda degisebilir (Richards ve
Thomson, 1932). Bu durum genetik ya da diger faktorlere gore degisebilir (Robinson,
1971; Leibenguth ve Russell, 1986). Disi ve erkegin patojenik veya fizyolojik durumu ve
ciftlesme esnasindaki sartlar dol sayisini etkiler. Siirekli 1s18a maruz kalan erkek giliveler
degisen aydinlanma kosullarinda yasayanlara gore oldukg¢a diisiik iireme kapasitesine
sahiptirler (Riemann ve Ruud, 1974).

Yumurtalar ayr1 ayr1 veya birbirine yakin olarak birakilir. Yumurtalarin etrafi salgi

ile kapl oldugundan birakildiklar1 yere yapisirlar. Yumurtalar gelisimlerinin bu evresinde



abiyotik faktorlere karst sahip olduklar dikkat ¢ekici direng sayesinde yiiksek adaptasyon
yetenegi sergilerler (Daumal ve Bionel, 1994a, 1994b). Hawlitzky (1972) nin yaptigi
caligmalara gore embriyonik gelisim 20 °C’de 8 giin siirer. 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
periyodunda gelisim gosterdikleri en diislik sicaklik 8°C, en yiiksek sicaklik ise 35°C’dir.
Bu esik degerler gelisim evrelerine gore degiskenlik gosterebilir.

Gelismelerindeki heterojenlik yiiziinden stiregle ilgili net bir zaman tahmini yapmak
zordur. Bir larva farkli kosullarla karsilasirsa gelisim siireci uzayip kisalabilir (Daumal ve
Pintureau, 1985). Ornegin yumurta birakmadan ergin ¢ikisina kadar gecen siire 20°C’de
sert bugday irmigiyle beslenen bireyler i¢in 60 giindiir. Bu alanda yapilan ¢aligmalar bes
larval evredeki gelisimin oldukca esneklik gosterdigini ortaya koymustur. Bu esneklik
oncelikle tiirlerdeki polimorfizme, soyun kokenine ve genlerin 6zelliklerine goére ortaya
cikmaktadir (Cox vd., 1981).

E. kuehniella yumurtadan ¢ikistan pupa evresine geginceye kadar asagida dzetlendigi
gibi tipik davraniglar sergiler.

Birinci evredeki larva i1siktan kacarak beslenmeden Once ordiigii bir agin igine
gizlenir. Agin i¢inden yalnizca besin parcalarini almak i¢in ¢ikar. Bu davranis diger dort
instarda da devam eder. Bacaklar iizerindeki kanca, deri degisimi siiresince larvanin
viicudunu sabit tutar.

Havada asilma davranis1 dordiincii larva evresinde goriilebilir ancak belirgin hale
gelmesi besinci evrede gergeklesir. Bu davranig larvanin beslenmeyi kesip pupa i¢in koza
ormeye baslayacagi zaman goriiliir. Aslinda davranisin amaci pupadan ¢ikarken kanatlarini
rahatca cirpacagi alami Glgmesidir (Daumal vd., 1985; Daumal, 1987). Bu davranisi
gerceklestirmek i¢in bulundugu alanda en karanlik yeri secer.

Cox vd. (1981)’ne gore E. kuehniella’da diyapoz bocegin beslenmeyi biraktigi andan
pupaya gecisindeki siirede olan gecikmeden anlasilir. Diyapoz fotoperiyot ve sicakliktan
oldugu kadar beslenmeden ve bocegin soyundan da kaynaklanir. Diyapoz diislik
sicakliklarda larvanin fumigantlara olan direncini arttirir. Larval gelisim esnasindaki
genellikle depolarin cogunda bulunan karanlik ve yiiksek sicakliga sahip ortam daha fazla

sayida larvanin diyapoza girmesine yol agar (Cox vd., 1981).



1.2.2. Zarar Sekli, Ekonomik Onemi ve Yayilis1

Un giivesinin Ozellikle larvalar1 bulunduklar1 ortamdaki besini yogun bir sekilde
tiiketirler. Verdikleri zarar, besin tiiketimiyle sinirli kalmayip, ayni zamanda beslenmeleri
sonucunda ortama biraktiklar1 digkilar, salgiladiklar1 ag maddeleri ve gomlek kalintilariyla
da depolanmus iiriinde nitelik kaybima yol agmalaridir. Ulkemizin hemen her yerindeki

depolarda bulunurlar.

1.2.3. Dogal Diismanlar1 ve Mevcut Miicadele Yontemleri

Ulkemizde E. kuehniella ile miicadele igin zararli organizmalari imha etmek
amactyla, belirli sicakliktaki kapali bir ortama, gaz halinde etki eden bir flimigant1 belirli
miktarda verme ve belirli bir siire ortamda tutma islemi olan fiimigasyon kullanilmaktadir.
Ancak son yillarda hem insan sagligi hem de ozon tabakasi iizerindeki olumsuz
etkilerinden dolay1 bir¢ok tilkede yasaklanan Metil bromite alternatif olacak yontemler
arastirilmaktadir.

Bununla birlikte bu zararlinin seksenin iizerinde dogal diisman1 vardir. Bu nedenle
biyolojik miicadelesi miimkiindiir (Gordh ve Hartman, 1991). Dogal diismanlar1 arasinda
en baskin grubu parazitler olusturmaktadir. Bu bocegin 30’dan fazla yumurta, larva ve
pupa paraziti bulunmaktadir. Ulkemizde yumurta parazitlerinin bu zararl iizerinde yaygin
ve etkili olduklar1 bazi caligsmalarca desteklenmistir. Buna ragmen iilkemizde bu zararlinin

hastalik etmenlerine yonelik bir ¢calisma halihazirda bulunmamaktadir.

1.3. Zararh Boceklerle Miicadele Yontemleri

Zararhlarin gerek bitkilerde gerekse depolanmis iirlinlerde meydana getirdikleri
zararlarin, Onlenmesine veya azaltilmasina yonelik yontem ve harcanan c¢abalara
zararlhilarla miicadele denir (Canakgioglu, 1983). Zararlilarla miicadele yontemleri su
sekilde siralanabilir; Dogal miicadele, Yasal miicadele, Mekanik miicadele, Fiziksel
miicadele, Kiiltiirel miicadele, Biyolojik miicadele, Kimyasal miicadele ve Entegre
miicadele. Bu miicadele yontemlerinden E. kuehniella iizerinde diinyada ve iilkemizde en

yaygin olarak kullanilan yontem bir kimyasal miicadele yontemi olan fumigasyondur.



Ancak son yillarda bu amagla yapilan c¢alismalarda fumigantin ¢evre ve insan sagligi

tizerinde olumsuz etkileri oldugu tespit edilmistir.

1.3.1. Kimyasal Miicadele ve Etkileri

Kimyasal miicadele zararli boceklerin imhasi i¢in olduk¢a sik bagvurulan bir
yontemdir. Boceklerin o6ldiriilmesinde kullanilan kimyasal iirlinler insektisit olarak
adlandirilir. Insektisitler kimyasal ozelliklerinden 6tiirii sadece bdcekler iizerinde degil,
kullanildiklart alanda bulunan diger canlilar {izerinde de olduk¢a zararli sonuglara neden
olmaktadirlar. Ozellikle depolanmis iiriinler diisiiniildiigiinde insan saghgi {izerindeki
olumsuz etkileri daha endise verici bir hal alir (Ecevit, 1988).

Insektisidlerin bocekler iizerine etkileri bdceklerin uygulanan kimyasala karsi
mukavemet kazanmasi ve faydali béceklere zarar vermesi seklinde olur. Insektisitler her ne
kadar zararli bocekleri yok etmek i¢in kullanilsalar da, her zaman zararli boceklere karsi
tam bir etki saglayamazlar. Clinkii zamanla insektisitlerin ilk tatbik edildikleri zamanki
etkili dozlarindan daha az etkilenebilen irklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu olaya boceklerin
mukavemeti adi verilmektedir (Ecevit, 1988). Faydali bocekler olarak kabul edilen
predator ve parazitler insektisitlerden daha fazla etkilenmektedirler (Ecevit, 1988).

Insektisitler dogrudan dogruya ve dolayli olarak insan saghigini etkilemektedirler. Bu
etki akut ve kronik toksisite olarak iki grup altinda toplanabilir. Her ne kadar ilaglarin
prospektiislerinde hasattan ne kadar once kullanilmasi gerektigi yazili ise de, bu siire
beklenilse bile bir miktar ilag ve ayrisma iiriinleri geride kalmaktadir. Buna ilacin kalintist
denilmektedir. Bu kalintilar1 iceren bitkilerle beslenen insanlar ilaglar1 viicutlarinda
depolarlar (Ecevit, 1988).

Akut toksisite, zirai miicadele ilaglarinin fazla miktarda alinmasiyla olan zehirlenme
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Fakat kronik toksisite olarak adlandirilan 6ldiiriicii dozlarin ¢ok
altindaki dozlarin kalintilarindan biitiin insanlar nasibini almakta ve yavas yavas
zehirlenmektedir. Bugiin  6zellikle fazla miktarlarda kullanilan  klorlandirilmis
hidrokarbonlarin insan ve hayvanlarin beyin, karaciger, bobrek ve yag dokularinda
toplanarak toksik etkide bulundugu bilinmektedir (Ecevit, 1988).

Insektisitler kullanildiklar1 ¢evrede bulunan birgok yabani hayvani degisik oranlarda
etkilemektedir. Agaglardaki bazi zararlilarin miicadelesinde kullanilan DDT’nin toprakta

birikme yaptig1 ve bunun sigircik ve boceklerle beslenen kuslarin populasyonunu azalttigi



tespit edilmistir. Insektisidler kullanildiklar1 alandaki bitkilerin ¢imlenmesi, vejetasyonu ve
iiremesi tizerinde de olumsuz etkiler yaparlar. Bazen bitkilerin belirli doku kisimlarinda,
Ozellikle yaprak ve siirglinlerinde yanma denilen bir takim lekeler ile renk degismelerinin
meydana gelmesine sebep olurlar. Hatta bazen tiim bitkilerin oldigi goriiliir.
Insektisidlerin yan etkilerinden dolay:, kimyasal miicadelenin giiniimiizde miimkiin
oldugunca kisitlanmasi ve bunun yerini biyolojik miicadelenin almasi gerekmektedir

(Ecevit, 1988).

1.3.2. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele, bir diger adiyla biyolojik kontrol, zararli bdceklerin yapmis
oldugu zararlar1 en aza indirmek igin bu boceklerin dogal diismanlarin1 kullanma olarak
tanimlanabilir (Poinar, 1978; Peter, 1984).

Son yillarda biyolojik miicadele giincellik kazanmis olsa da yeterince
yayginlagmamis ve yapilan ¢aligsmalar olmasi gereken diizeylere ulasamamustir.

Biyolojik miicadele ile ilgili yazili1 belgelerin ilk Orneklerine Aristo ve Pliniy’nin
eserlerinde bocek patolojisi kavramlari ile birlikte rastlamaktayiz.

Canlilarin miicadele amaciyla kullanilmasina ait ilk bilgi Cin’den elde edilmistir.
M.S. 900 yilinda yayinlanan bir Cin kitabinda agiklandigina gore Cinli turuncgil
yetistiricilerinin bahgelerinde avcr karincalar1 kullandiklar1 ve bunlarin pazarlarda
satildigdir.

Gegen yillar boyunca Avrupa’da da boceklerle biyolojik miicadele alaninda
caligmalar yapilmis ve bu c¢alismalar gliniimiize kadar biiyiik bir gelisme gostererek
ilerlemistir. Yapilan ¢aligmalar cogunlukla boceklerde hastalik yapan mikroorganizmalarin
izolasyonu ve biyolojik miicadelede kullanima ile ilgilidir.

Hastalik yapan mikroorganizmalarin kullanimi, genellikle mikrobiyal kontrol olarak
adlandirilmaktadir. Viriisler, bakteriler, protozoalar, mantarlar ve nematodlar mikrobiyal
kontrol i¢in kullanilan temel mikroorganizmalardir. Tablo 1°de E. kuehniella’nin biyolojik

miicadelesinde kullanilma potansiyelleri olabilecek en 6nemli dogal diismanlar1 verilmistir.
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Tablo 1. E. kuehniella’nin en 6nemli dogal diismanlar1 (Abdel-Rahman vd.,
1977; Gordth ve Hartman, 1991)

Etkin Oldugu

Dogal Diisman Tipi Hayat Safhasi
Adalia decempunctata Predator
Anomalochrysa frater Predator
Anthocoris nemoralis Predator Larva
Bacillus cereus Patojen Larva
Bacillus thuringiensis Patojen Larva
Bacillus thuringiensis kurstaki Patojen Larva
Bacillus thuringiensis morrisoni Patojen Larva
Bacillus thuringiensis thuringiensis  Patojen Larva
Beauveria bassiana Patojen
Blattisocius tarsalis Predator Yumurta
Bracon hebetor Parazit Larva/Pupa
Bracon kirkpatricki Parazit Larva
Ceraeochrysa cubana Predator

Chelonus curvimaculatus Parazit Larva
Chelonus eleaphilus Parazit Larva
Chelonus inanitus Parazit Larva
Chrysoperla carnea Predator
Copidosomopsis tanytmemus Parazit
Cybocephalus micans Predator
Cycloneda zischkai Predator

Cyzenis albicans Parazit Larva
Diadegma chrysostictos Parazit Pupa
Diadromus pulchellus Parazit
Dufouriellus ater Predator

Encarsia porteri Parazit Yumurta
Exochomus flaviventris Predator

Goniozus legneri Parazit

Harmonia axyridis Predator

Harmonia doublieri Predator
Hippodamia undecimnotata Predator

Itoplectis maculator Parazit
Macrolophus caliginosus Predator

Mattesia dispora Patojen Larva
Mermis gigantea Parazit
Metarhizium anisopliae Patojen

Nineta pallida Predator

Orius albidipennis Predator

Orius laevigatus Predator

Orius majusculus Predator

Orius minutus Predator

Orius vicinus Predator
Paecilomyces farinosus Patojen

Peregrinator biannulipes Predator Ergin/Yumurta




Tablo 1’in devami

11

Phanerotoma leucobasis Parazit Larva
Pimpla contemplator Parazit

Platynaspis capicola Predator

Sinea diadema Predator

Steinernema feltiae Parazit

Tjederina gracilis Predator
Tolypocladium cylindrosporum Patojen
Trichogramma agrotidis Parazit Yumurta
Trichogramma bourarachae Parazit Yumurta
Trichogramma brasiliense Parazit Yumurta
Trichogramma brassicae Parazit

Trichogramma buesi Parazit Yumurta
Trichogramma cacoeciae Parazit Yumurta
Trichogramma chilonis Parazit Yumurta
Trichogramma cordubensis Parazit Yumurta
Trichogramma danubiense Parazit

Trichogramma daumalae Parazit Yumurta
Trichogramma demoraesi Parazit Yumurta
Trichogramma dendrolimi Parazit Yumurta
Trichogramma distinctum Parazit Yumurta
Trichogramma evanescens Parazit Yumurta
Trichogramma galloi Parazit Yumurta
Trichogramma maidis Parazit Yumurta
Trichogramma minutum Parazit Yumurta
Trichogramma mwanzai Parazit Yumurta
Trichogramma ostriniae Parazit Yumurta
Trichogramma pintoi Parazit Yumurta
Trichogramma pretiosum Parazit Yumurta
Trichogramma principium Parazit Yumurta
Trichogramma rhenanum Parazit Yumurta
Trichogramma semifumatum Parazit Yumurta
Trichogramma telengai Parazit Yumurta
Trichogramma turkeiensis Parazit Yumurta
Trichogramma voegelei Parazit Yumurta
Trichogrammatoidea annulata Parazit Yumurta
Trichogrammatoidea lutea Parazit Yumurta
Trichospilus diatraeae Parazit

Vairimorpha ephestia Patojen

Venturia canescens Parazit Larva/Pupa
Xylocoris sordidus Predator
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1.4. Microsporidia

Mikrosporidia patojeninin ilk karakterizasyon g¢aligsmalar1 sonucunda, bu patojen ilk
baslarda protozoa olarak kabul edilmis, ilerleyen caligmalar sonrasinda protista alemine
dahil edilen Mikrosporidia’lar birgok hayvan grubunda tespit edilmistir (Toguebaye ve
Marchand, 1988; Andreadis, 2007; Higes vd., 2010; Sokolova vd., 2010). Zorunlu hiicre
i¢i patojenlerdir ve konak disinda spor halinde bulunurlar (Weiser vd., 1995; Didier, 2005;
Simakova vd., 2008).

Mikrosporadialar boceklerde patojenik etki olusturan en énemli grubu olustururlar.
Zararli boceklerde hastalik olusturan Mikrosporidialar bu  kapasitelerinden dolayi
boceklerin mikrobiyal kontroliinde en ¢ok {imit vadeden patojenlerdir. Ayni sekilde faydali
boceklerde Mikrosporidialarin varligi istenmeyen bir durum olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Lipa, 1968; Didier, 2005; Yaman, 2008a; Yaman vd., 2008, 2009a; Takov vd., 2010).

Protista alemine ait olan, 6karyotik mikrosporodialar, zorunlu hiicre i¢i parazitlerdir.
Mikrosporidia enfeksiyonunun karakteristik safhasi spor sathasidir. Spor safhasi konak
disinda veya igerisinde patojenin dis etmenlere diren¢ gosterdigi ve baska konaklari
enfekte etmesini sagladigi sathadir (Goertz vd., 2007; Yaman, 2008a; Yaman vd., 2008,
2009a). Mitokondrileri bulunmayan mikrospordialar, hiicre diginda kalin protein ve kitin
yapida duvarla cevrili sporlar halinde bulunurlar. Spor duvari protein yapili ekzospor ve
kitin yapili endospordan olusur, bunlarin 6niinde bir plazmalemma (plazma zar1) takip edip
sitoplazma ile dis ortam arasinda iyon ve diger kiigiik yapili molekiillerin gegcisini saglar.
Spor yapisinin anterior kisminda spor duvari incelerek anchoring disk yapisimi olusturur
(Vavra, 1976 a, b). Spor igerisinde polar filament, polaroplast, ¢ekirdek ve posterior vakuol
gibi yapilar1 bulundurur. Polaroplast spor iginde ¢ekirdegin iist kisminda kalan boliimii
tamamen dolduran yapidir ve sahip oldugu lamelli yapiin dizilisine gore ¢ogu zaman iki
farkli kissmdan olusur. Anterior bolgede keseler yakin ve diizenli bir sekilde dizilmis
lameller halinde sikismistir. Posteriorde ise daha az diizlesmislerdir ve daha diizensiz
yapidadirlar. Bu iki bolgeye genellikle lamelli polaroplast ve siingersi veya vesikiiler
polaroplast isimleri verilir (Sekil 2) (Erickson ve Blanquet, 1969; Vavra, 1976a; Weiser,
1977).

Mikrospoidialar cogunlukla iki tip spora sahiptirler. Biri hacimce biiyiik olan
(Eksternal spor) cevresel spor, daha cok baska bir konagin enfeksiyonu igin gereklidir.

Digeri hacimce daha kiiciik olup (Internal spor) konak icindeki diger dokulari
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enfeksiyonunda islev goriir (Erickson ve Blanquet, 1969; Vavra, 1976a). Spor igerisinde
Mikrosporidialara 6zgii olan en karakteristik yapi polar filament yapisidir. Polar filament
sporun posterior kisminda birden fazla kivrimlar yaparak sporun anterior boliimiinde
polaroplast: enine gegerek anchoring diske baglanan hortum benzeri bir yapidir. Polar
filament bastan uca kadar ayni kalinlikta ise izofilar ve bir noktada aniden daralarak
proksimal kisimda genis ve distal kisimda dar ise anizofilar adin1 alir. Polar filamentin
kivrim sayisi, kivrim ¢ap1 ve anizofilar veya izofilar olmasi Mikrosporidialarin
taksonomisinde kullanilmaktadir (Sekil 2) (Burges vd., 1974; Weiser, 1977). Sahip oldugu
genetik materyali posterior bolgede tek veya cift ¢cekirdekler iginde taginir. Cift cekirdekte
cekirdekler birbirine temas halindedir. Cekirdek Okaryotik tipte, ¢ift katli zara sahip,
kiiresel veya oval nadiren de at nali seklindedir (Sekil 2) (Larsson, 1986). Polaroplast
serbest ribozomlara ve karakteristik bir sekilde konumlanmis endoplazmik retikuluma
sahiptir. Mikrosporidian patojenleri sadece hiicre i¢i parazitler oldugundan tiim gelisimsel
evreler mitokondriden yoksundur (Vernick wvd., 1977; Larsson, 1986). Cogu
Mikrosporidian sporunun posterior kutbuna yakin bir konumda, zarla g¢evrili, posterior
vakuol olarak adlandirilan yapi bulunur ve polar filamentin bu yap1 tarafindan meydana

getirildigi bilinmektedir (Sekil 2) (Vernick vd., 1977).

Ankoring disk Endoplasmik
retikulum

Polaroplast
Cekirdek
Ekzospor
Polar
- filament

Endospor

Plasma
zari

Sekil 2. Mikrosporidyumun spor sathasi1 diyagram1 (Andreadis, 2007)
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Mikrosporlarin gelisimi, merogoni ve sporogoni safhalarini igerir. Merogoni
sayesinde vejetatif cogalma gergeklesirken, sporogoni ile sporlar meydana gelir. Merogoni
ile sporogoni asamalar1 ve hayat dongiisiindeki evrelerin ¢ekirdek sayilari, tiirden tiire
degisiklik gosterir.

Merogoni kisa siireli bir sathadir ve konak igerisinde enfeksiyonun yayilmasini
saglayan ¢ogalma sathasidir. Merogoni sathasinda sirasi ile meront, sporont ve sporoblast
asamalar1 gozlemlenir. Sporogoni ise genellikle konagin 6liimii veya merogoni safthasi i¢in
uygun ortamin tikkenmesi ile spor olusumu ile sonuglanan sathadir. Merogoni ve sporogoni
sizogonial c¢ogalma olarak tanimlamis olmasma ragmen, Mikrospora’da merogoni ve
sporogoni ikili fizyon (her iki ¢ekirdek olusumunda sitoplazma boliinmesi), plasmotomi
(¢ok ¢ekirdekli bir hiicrenin arka arkaya boliinmesi) veya sizogoni (¢oklu tomurcuklanma)
seklinde meydana gelebilir (Levine, 1971). Her iki gelisim sathasi bazen konagin ayni
dokusunda bazen farkli dokularinda meydana gelir.

Genellikle tek tip olan sporlar1 ¢ok kigliktir (1-20 pm). Mikrosporlar 11k
mikroskobunda 15181 kiran, neredeyse ayn1 boyut ve sekilde cok sayida spor ile kendini
belli eder. Spor sekil ve boyutlar1 tiirden tiire degismekle birlikte, ¢ogu 2-7 pm
araligindadir ve genellikle oval sekle sahiptir.

Mikrospora ait sporlar, konak tarafindan viicut i¢ine alinip bagirsaga ulastiktan sonra
polar filamentlerini digar1 ¢ikarip polar tiip olustururlar ve konagin hiicre zarmi delerek
icine girerler. Mikrosporidialar konak hiicrenin tiim bagisiklik sistemini bu sekilde asarlar.
Sporun i¢indeki cekirdek ve sitoplazmadan olusan sporoplazma tiip vasitasiyla konak
hiicre i¢ine aktarilir (Hazard vd., 1984, 1985).

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

Mikrosporlar, konak spesifitesi olan canlilardir, yani dogada tek bir konagi tercih
ederler. Bununla birlikte enfeksiyon gerceklestirdikleri zararlinin liimiine sebep olmazlar.
Bunun yerine bulunduklar1 konagin hayat siiresinin kisalmasini, canliliklarinin azalmasini,

istah ve kilo kaybin1 ve ayn1 zamanda iireme potansiyellerinin azalmasi gibi belirtileri olan
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kronik bir hastaliga yol acarlar. Mikrosporidialar genel olarak tek bir konaga 6zgii olmalari
nedeniyle biyolojik miicadelede kullanima uygun patojenlerdir. Boylelikle sadece hedef
organizmay etkilerler, ¢evreye ve diger organizmalara zarar vermezler. Bu 6zellikleri ile
tercih edilmesi gereken biyolojik miicadele ajanlaridir.

Insanlarda da hastaliga sebep olabildikleri icin 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 oldukca belirgin bir sekilde boyanmasi sayesinde bu yontem ¢ok etkilidir.
Giemsa boyama yontemiyle teshis edilen mikrosporlarin elektron mikroskobu c¢aligmalari

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

1.4.1. Onemli Mikrosporidia Tiirleri

Mikrosporidia cinsi birgok canli grubunda enfeksiyon yapmaktadir. Bunlar igerisinde
bircok hayvan grubu ve insan da bulunmaktadir. En dikkat ¢ceken Ornekler boceklerde
yaptig1 enfeksiyonlardir (Lipa, 1968; Weiser vd., 1995; Didier, 2005; Simakova vd., 2008).
Patojen genellikle konagin Olmesine neden olmakta bazen de hayatsal faaliyetlerini
diisiirerek konagin beslenme gibi kabiliyetlerini azaltmaktadir. Bir¢ok mikrospor tiirii canli
icinde veya laboratuvar ortaminda cogaltilabilmekte ve biyoassay denemelerinde
kullanilabilmektedir (Andreadis, 1985; Didier, 2005; Higes vd., 2007). Bu ozellikleri ile
zararli boceklerde potansiyel olarak kullanilabilecek bir biyolojik kontrol ajanit olma
kapasitesine sahiptirler. Zararli bocekle miicadelesinde kullanilmalarmin yaninda birgok
faydali bocekte de istenmeyen enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. Bu durum istenmeyen
bir durumdur ve faydali boceklere verdikleri zarar ile hem ekolojik hem de ekonomik
acidan biiyiik problemlere neden olmaktadirlar (Andreadis, 1985; Higes vd., 2007; Yaman
vd., 2010).

Mikrosporidium patojenleri faydali boceklerde yaptigi enfeksiyonun yaninda birgok
zararli bocekte de enfeksiyon yapmakta ve bu zararlilarin biyolojik miicadelesinde
kullanilmaktadir. Bir¢cok zararlidaki enfeksiyonun biyolojik miicadele potansiyeli iizerine
caligmalar yapilmaktadir. Bunlarin igerisinde en gdze ¢arpan ticari liretimi yapilan Nosema
lacustea patojenidir (Henry, 1971). Cekirgelerle miicadelede kullanilan ve {iretimi yapilan
bu patojen bircok iilkede yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira patates bitkisinde

biiyiik zarara neden olan patates bocegi Leptinotarsa deceemlineata’da enfeksiyon yapan
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mikrospor cinsi Nosema leptinotarsa (Lipa 1968), tanimlanmasindan yaklasik 40 yil sonra,
Tirkiye’de ilk kez tespit edilmistir (Yaman vd., 2011).

1.5. Neogregarinler

Neogregarinler taksonomik olarak Apicomplexa subesinin Gregarinia sinifinda yer
alirlar. Bu sinifta yer alan bir bagka takim olan Eugregarinida’dan daha kiiclik ve bolmesiz
(segmentsiz) bir yapiya sahip olmalariyla ayrilirlar. Ayrica iiremeleri Eugregarinida’dan
daha karmasiktir.

Genel olarak Neogregarinler limon sekilli sporlara sahip ¢ok dliimciil patojenlerdir.
Bu ozellikleriyle potansiyel bir biyolojik miicadele ajaninin 06zelliklerini tasirlar.
Morfolojilerine bakildiginda, limon sekilli sporlar her iki kutupta Giemsa boyas: ile ¢ok
belirgin bir sekilde boyanan, tipa benzeri yapilara sahiptir. Tiirlere gére 2 veya daha fazla
spor ihtiva eden kist yapilart olustururlar.

Hayat dongiisiine bakildiginda, vejetatif sathalarinda Sizogoni goriliir. Bu durum
gamegoni ve sporogonide de devam eder. Neogregarinler konak bocege beslenme yoluyla
bulasirlar. Besin yolu ile alinan sporlar acilarak trofozoitler bagirsakta serbest kalir.
Sizogoni ile g¢ogalarak mikro niiklear sizontlar1 olustururlar. Cigek seklinde sitoplazma
boliinmesi sonrast mikro niiklear merozoitleri olustururlar. Serbest kalan mikro niiklear
merozoitler makro niiklear sizontlar1 olustururlar. Tekrar sitoplazma boliinmeleri sonrasi
rozet sekilli makro niiklear merozoitler olusur. Serbest kalan makro niiklear merozoitler
gametositleri olustururlar. Gametositler tekrar spor yapisini olustururlar (Sekil 3) (Lipa ve
Triggiani, 1992; Kleespies vd., 1997; Valigurova ve Koudela, 2006). Hemosdldeki ¢esitli
organlarda hiicre i¢i parazit olarak ortaya ¢ikarlar. Bagirsak epiteli, Malpighi tiipleri, yag
dokusu gibi doku ve organlarda enfeksiyon yaparlar. Ayrica Viicut boslugunda yaygin
olarak hemolenf ve yag dokusunda enfeksiyon yapmaktadir (Valigurova ve Koudela,
2006). Ookistlerin bulastigi besinlerle beslenen boceklerde enfeksiyon bagirsak veya
Malpighi tiiplerinde ¢ogalir, buradan bocegin yumurtalaria veya diskiyla yasadigi ortama

bulasabilir. Enfeksiyonlu bocek 6liip pargalaninca da ookistler gevreye dagilir.
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Sekil 3. Neogregarin hayat dongiisii diyagrami (Kleespies vd., 1997)

Entomopatojenik olma 6zellikleriyle 6ne ¢ikan Neogregarinler Lepidoptera, Diptera,
Coleoptera ve Hemiptera’ya ait dnemli zararli boceklerde 6liimciil enfeksiyonlar yaparlar.
Neogregarinlerden bazilar1 genis bir konak spektrumu sergilerken bazilar1 da kisith bir
konak spektrumuna sahiptir.

Neogregarinlerin birgogu depo zararlis1 bocekler iizerinde patojenite gosterir. Bu
enfeksiyon boceklerin direncini oldukca diisiiriir. Boylece uygun olmayan ¢evre kosullar
ve dis etkenlere (insektisitler, x-1s1nlar1) kars1 direnci azalan bocekler saglikli boceklere
nazaran daha kolay oliirler. Bu patojenlerin bdyle bir etkiye sahip olmalar1 biyolojik
miicadele ajan1 olarak kullanilmalarinin Oniinii acar. Neogregarinler konak bdcekte hizla
cogalirlar, boylece eugregarinlere gore daha 6liimciil bir enfeksiyon ortaya ¢ikar (Lipa ve

Triggiani, 1992; Kleespies vd., 1997; Valigurova ve Koudela, 2006).
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1.6. Bakiiloviriis

Bocek viriislerinin genel Ozelliklerine bakildiginda simdiye kadar boceklerden izole
edilmis en kiigiik formlar olduklar1 goriilmektedir. Bocek viriisleri niikleik asit ve bunu
cevreleyen protein Ortiiye (kapsid) sahiptirler. Bazilarinda ise niikleik asit ve kapsidi
cevreleyen lipid bir zarf mevcutken bazi virlislerde etraflarini gevreleyen protein Ortiinlin
yani sira bagka bir protein yapi1 i¢ine de gdmiilmiis inkliizyon cisimcigi olarak adlandirilan
yapilar olabilirler.

Su ana kadar en ¢ok g¢alisilan ve biyoteknolojik amagla en yogun kullanilan bocek
viriisleri baculoviriislerdir (Kost vd., 2005, Knipe vd., 2007).

Bakiilovirtisler, 25 x 250 nm biiyiikliikte olup 90-200 kilo baz ¢ifti (kbp), yuvarlak-
kapali, ¢ift zincir, siipersarmal DNA ihtiva ederler (Hayakawa vd., 2000, Herniou vd.,
2001, Theilmann vd., 2005).

Intrasellular viriisler, polihedra veya granula olarak isimlendirilen proteinsi
inkliizyon yapilar igerisine gomiiliirler. Bakiiloviriis familyasi, inkliizyon yapilarin
sekillerine gore Nukleopolihedrovirus ve Granulosis viriis olmak iizere iki alt cinse ayrilir
(Slack ve Arif 2007).

Niikleopolihedroviriisleri (NPV) en iyi bilinen viruslar olup tanimlanmig
eklembacakli viriislerinin = %41'ini  tegkil etmektedir. Niikleopolihedrovirus, 1-18
nukleokapsidin bir zarf icerisine gomiilmesiyle olusur. Daha sonra bu zarfa sahip viruslar
(virionlar), polihedrin (28 kDa) olarak adlandirilan tek bir proteinden olusmus polihedral
inkliizyon yap1 (PIB) adindaki kristal benzeri cisimler igerisine gomiiliirler.

NPV’niin replikasyonu, enfekte edilen hiicrelerin ¢ekirdeklerinde olur. Bu islem iki
sathada cereyan eder. Birinci sathada, ¢ekirdek icerisinde nukleokapsidler olusur. Silindir
seklindeki niikleokapsitler, kapsit denilen tiip benzeri yapi igerisinde DNA'y1 igerir ve
tiiplerin iki ucunda taban ve kapak denilen yapilar bulunur. Olusan nukleokapsitler daha
sonra niikleus kanallarindan gecerek sitoplazmaya ulasir ve sonra tomurcuklanma
yontemiyle hiicre zarindan zarf kazanarak hiicreden ayrilirlar. Bu zarfli virisler
(ekstraselliiler viruslar, BV) hiicre kiiltiirtinde, hiicreler arasinda in vitro olarak enfeksiyon
yapma 0Ozelligine sahip, comak seklinde virus formlaridir.

Ikinci sathada ise, niikleus igerisinde iiretilen nukleokapsidlerin bir kism1 de novo
yontemiyle zarf kazandiktan sonra, kiip seklindeki protein yapilar igerisine gomiilerek

PIB'leri olustururlar. NPV'ye ait PIB'lerin biiyiikliikleri 0,5-1,5 pum arasindadir. Genel
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parcalarini protein matriks ve zarfin olusturdugu PIB'ler, tabiatta viriis enfeksiyonunun
larvadan larvaya tasinmasinda rol oynayan virus par¢aciklaridir. Bunlar in vitro enfeksiyon
icin gerekli degildir. NPV orjinine bakmaksizin biitiin bocek hiicrelerini enfekte eder ve
6liime neden olur.

Tabiatta, inkliizyon yapilar besinle birlikte larva tarafindan alinir. Orta bagirsakta
inkliizyon yapilar ¢oziiliir ve bu yapilar i¢erisinde bulunan viriis parcaciklari orta bagirsak
liimenine salinir. Virlis parcaciklari daha sonra 6zel bir reseptor tarafindan taninma
neticesinde membran flizyonu yontemiyle orta bagirsagin tek tabakali silindirik hiicrelerine
gecer. Sitoplazmaya gegen nukleokapsidler, sitoplazmada bulunan F-aktin fiberleri
vasitastyla sitoplazmadan replikasyon bolgesi olan niikleusa gecerler. Niikleusta viriis
DNA's1 kapsid ortiiden ayrilir. Bu islem biiyilik ihtimalle DNA molekiillerine tutulu olan
arginin bakimindan zengin bir protein olan bazik proteininin fosforilasyonu neticesinde
gerceklesir. Niikleusta, viral DNA replikasyonu ve transkripsiyon islemleri gergeklesir.

Replikasyonun baglamasindan sonra (enfeksiyondan 8 saat sonra) nukleokapsid
ingas1 olusur. Bu islem, yavru viriislerin, enfekte olmus orta bagirsak hiicrelerinin bazal
kismindan hemolenf igerisine salinmasiyla sonuglanir. Bu ekstrasellular viriis parcaciklari,
daha sonra reseptor bagimli endositozis yoluyla, hemositler, bag dokusu hiicreleri, yag
dokusu, trakeal elementler, kas hiicreleri ve Malpighi tiipleri gibi hemolenfe doniik olan
hiicreleri enfekte ederler. Yeni enfekte olan hiicrelerde, virlis pargaciklari endozomlar
igerisine gegerler. Endozom igindeki diisiik pH, ECV zarfinda mevcut olan glikoprotein
gp64'i.  harekete gecirir. Bu glikoprotein membran fiizyonunu katalizleyerek
niikleokapsitlerin sitoplazmaya ge¢isini saglar. Bundan sonra salinan nukleokapsitler, yeni
bir replikasyon islemini baslatirlar.

Replikasyon isleminin ikinci basamaginda (enfeksiyonlar1 12 saat sonra) viriis
parcaciklar1 artik hemolenf igerisine salinmaz, bunun yerine pirimer ve sekonder olarak
enfekte olmus hiicrelerin niikleuslarinda yeni yapilan polihedralar icerisine gomiiliirler.
Sonug olarak, larva polihedra ile dolar, viriis tarafindan sentezlenen kitinaz ve katepsinaz
etkilerine yenik diisen larva 6liir, boylece cok sayida polihedra (108-109 / larva) ¢evreye
salinmis olur.

Granulozis viriisler de zararli boceklerin kontroliinde biiylik bir 6neme sahiptir.
Konagin yag dokusu, trakeal veya epidermal hiicrelerinin sitoplazmasinda ya da
niikleusunda gelisen bu viriisler 200 x 400 nm boyutlarinda oval sekilli inkliizyon yapilari,

iginde genelde tek nadiren de ¢ift olarak bulunurlar (D’ Amico ve Slavicek, 2012).
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1.6.1. Bakiilovirislerin Zirai Miicadelede Kullanim

Kimyasal pestisidlerin olumsuz etkileri, predatdr, parazitler ve patojenler gibi
biyolojik olarak giivenilir alternatiflerin arastirilmasina sebep olmustur. Bu gruplar
icerisinde bulunan organizma veya biyolojik miicadele ajanlari, zararli boceklerin
cogalmalarin1 engelleyebildiklerinden zirai miicadelede bunlardan istifade edilmektedir.
Bunlar arasindan Bakiiloviriisler etkili, giivenli ve segici bir biyolojik kontrol ajanidir
(Cunningham, 1995; Miller, 1997; Moscardi, 1999). Kimyasal insektisidlerin aksine
faydali organizmalara ve gevreye zarar vermezler.

Parazit ve predatorler virtisler1 farkli bolgelere tasiyarak enfeksiyonun farkli
populasyonlara ulagsmasini saglarlar. Farkli bolgelerdeki bocek larvalar viriislere karsi ayni
hassasiyete sahiptir. Diisiik dozla enfekte olmus ergin disi bocekler viriislari yumurtalar
vasitasiyla gelecek generasyona tasir. Genel olarak viriislar bagirsakta ¢cogaldigi i¢in viral
enfeksiyon, toplu haldeki larval populasyon i¢inde hizlica yayilabilir. Ayrica agaglarin iist
dallarinda enfekte olmus larva kadavralarinin pargalanmasiyla dagilan virtisler alt
dallardaki diger kolonileri kolaylikla enfekte edebilmektedir (Yaman vd., 2001).

Zararli bocekler ile miicadelede yaygin olarak kullanilan kimyasal insektisidlerin
cevreye yapmis olduklart yan etkilerden kurtulmak ve gelecegimizi giivence altina almak
icin biyolojik miicadele ydnteminin gelistirilmesi kaginilmaz olmustur. Biyolojik
miicadelede kullanilan ajanlardan viriisler zararlilarin dogal diismanlari olup ¢ogunlukla
sadece o zararl iizerinde etkiye sahiptir. Bocek viriislerin izole edilip gelistirilerek zararl
bocekler ile miicadelede kullanilmas1 gelecek nesilleri tehdit eden kimyasallarin
kullanimin azaltacaktir.

Bakiilovirasler, ¢ok spesifik olmalarindan ve bitki ile omurgalilar1 enfekte
etmediklerinden dolay1 son zamanlarda zararli boceklerin kontrolii i¢in viriisler arasinda en
¢ok tercih edilenidir. Simdiye kadar, Bakiiloviriislere karsi herhangi bir direnglilige
rastlanilmamistir ve molekiiler genetigi detayli bir sekilde c¢alisilmistir. Ayrica, bu
caligmalar bakiiloviriislerin genomlarinin degistirilmesine imkan vermis, yabanci gen
eksprasyonu i¢in kullanilmasina ve insektisidal 6zelliklerin gelistirilmesine yol agmaistir.

Tabiatta Bakiilovirisler, duyarli bécek populasyonlarinin azalmasina sebep olur. Bu
ilk olarak 1911'de Reiff tarafindan agag giivesi hastaliginin (bir Bakiiloviriis enfeksiyonu),
bir kontrol mekanizmasi olarak kullanilabilecegini tavsiye etmesiyle baslamistir. Bu

ozellik gelistirilerek, Bakiiloviriisler tabii zararli bocek kontrol ajani olarak kabul edildiler
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ve glinlimiizde bunlar zararli boceklere karsi kullanilmaktadirlar. Bu amagla iiretilmis ve

ticari olarak satisa sunulmus bir ¢ok Bakiiloviriis orjinli tiriin mevcuttur.

1.7. Tezin Amaci

Hazirlanan bu doktora tezinde, depolanmig firiinlerin 6nemli bir zararlis1 olan,
Lepidoptera takimi, Pyralidae familyasina mensup Akdeniz Un Giivesi, Ephestia
kuehniella’nin  hastalik etmenlerinin arastirilmasi, karakterizasyonu ve biyolojik

miicadelede kullanilma potansiyellerinin irdelenmesi amaglanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

Tez ¢alismasi boyunca depolanan iiriinlerde zarara neden olan E. kuehniella Zeller
(Lep.: Pyralidae)’de dogal enfeksiyon olusturan hastalik etmenlerinin tespiti ve teshisinin
yapilabilmesi icin 151k, elektron (TEM) mikroskopisi ve molekiiler c¢aligmalar

gerceklestirildi.

2.1. Orneklerin Elde Edilmesi

Bu ¢alismanin konusunu olusturan E. kuehniella 6rnekleri 2012 ve 2013 yillarinda
Trabzon, Rize ve Ankara illerinden temin edildi. Arazi ¢alismalar1 sirasinda zararliya ait
erginler dikkatlice uygun kaplara toplandi. Erginlerin elde edildigi yer, tarih ve 6nemli
olarak nitelendirilebilecek her tiirlii bilgi not edildi ve toplanan &rnekler en kisa siirede,
giivenli bir sekilde laboratuvara getirildi. Bu drneklerin laboratuvar sartlarinda ¢ogalmalari

saglandi ve elde edilen yumurtalardan ¢ikan larvalar erginlestirildi.

2.2. Makroskobik Calismalar

Saglikli bir bocegin biyoloji ve fizyolojisine uyan, hayat evresi, hayat evresinin
stiresi, viicut hacmi, davranig, gériiniim gibi 6l¢iitler makroskopik incelemede herhangi bir
hastaligin varlig1 veya hastalik tipinin belirlenmesinde biiyiik kolayliklar saglamaktadir.

Makroskopik incelemeler sonucunda herhangi bir hastalik belirtisi gosteren bocekler

incelenmek tizere + 4° C’de muhafaza edildi.

2.3. Mikroskobik Calismalar

Akdeniz Un Giivesi E. kuehniella’da tespit edilen patojenlerin; morfolojik, anatomik
ve histopatolojik ozelliklerini ortaya koymak igin 151k ve elektron mikroskobu (TEM)
calismalar1 yapildu.
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2.3.1. Isik Mikroskopu Calismalari

Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen E. kuehniella larvalari, hazirlanan Ringer
soliisyonu i¢inde disekte edildi. Diseksiyon, larvalarin i¢ organlarinin disar1 ¢ikarilmasi ile
yapildi. Tiim doku ve organlari icerecek sekilde hazirlanan preparat 151k mikroskobu
(Olympus CX41) altinda 40X’ten 1000X’e kadar olan biiylitmelerle incelendi. Enfeksiyon
tespit edilen preparatlar, DP-25 dijital kamera ve DP2-BSW resim sistemine sahip
Olympus BX51 mikroskobuyla yeniden incelendi, patojenin fotograflar1 ¢ekildi ve
karakterizasyonu igin gerekli olan dl¢iimler yapildi (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 ¢ikabilecek bu karisikligi gidermek igin Giemsa boyama teknigi kullanildi. Tespit
edilen tiim enfeksiyonlu preparatlar gerekli islemlerden gecirilerek Giemsa ile boyandi.
Boyanan preparatlar incelendi ve var olan sporlar boyanma sekilleri ile ayirt edilip

Olctimleri tekrar yapildi.

2.3.1.1. Giemsa Boyama

Giemsa boyasi 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
sathalariyla birlikte ortaya konulur. Bununla birlikte Giemsa boyast spor duvarin
boyamadigi i¢in tespit ve teshiste cok 6nemli bir rol oynar.

Enfeksiyon tespit edilen preparatlarin boyama islemi sirasiyla su asamalardan
gecirilerek yapildi; 6ncelikle preparat oda sicakliginda kurutuldu, % 100’liik 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 vd., 2011).
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2.3.2. Elektron Mikroskobu Calismalari

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) calismalari, incelenmesi istenen yapilarin
morfoloji ve igyapilarinin ayrintili bir sekilde aciga ¢ikarilmasi bakimindan ¢ok onemlidir.
Bu tez g¢alismalar1 sirasinda tespit edilen enfeksiyonlarin tiir tespitlerinin yapilmasinda
elektron mikroskobunun katkisi biyiiktir. E. kuehniella larvalarindan izole edilen
mikrospor, neogregarin ve viriislerin detayli yapis1 Almanya, Berlin Universitesi, Zooloji
Enstitiisii Laboratuari’nda Philips JM 208 eclektron mikroskobunda incelendi ve

fotograflandi.

2.3.2.1. Resine Gomme Islemi ve Elektron Mikroskobu Calismasi

Bocek doku parcalarinin elektron mikroskobu c¢aligsmasi i¢in resine gdmme islemleri
ve agamalar1 asagida verilmistir.

Fiksasyon;

Doku materyali pH’1 7,2 olacak sekilde 0,1 M cacodylate buffer ile seyreltilen %
2,5’1uk glutaraldehid icerisinde iki saat bekletildi.

0,1 M cacodylate buffer pH 7,2 icerisinde 10’ar dakika ii¢ kez yikandi.

Fiksasyon sonrasi OsQy ile 2 saat zayiflatildi. Tekrar 0,1 M cacodylate buffer pH 7,2
igerisinde 10’ar dakika ii¢ kez yikandi.

Dehidrasyon;

Hazirlanan % 30, % 50 ve % 70’lik etanol ile sirasi1 ile 15’er dakika muamele edildi.

Hazirlanan % 90, % 96 ve % 100’liik etanol ile tlicer kez 10’ar dakika muamele
edilerek dehidrasyon saglandi.

Resin i¢ine gomme;

1:1 oraninda hazirlanan ERL: etanol karisimi ile 1 saat muamele edildi.

3:1 oraninda hazirlanan ERL: etanol karisimi ile 4 saat muamele edilerek Epoxy
resin numuneye emdirildi.

Saf ERL igerisinde bir gece boyu bekletildi. Taze saf ERL ile beem tiiplerine
aktarild1 ve ortalama 48 saat 70 °C’de etiiv icerisinde sertlesmeye birakildi.

Resinlerden ultra mikrotom kullanilarak kesitler alindi bu kesitler uranil asetat ve
kursun sitrat ile boyand: (Radek ve Fabel, 2000; Yaman ve Radek, 2003; Yaman vd.,
2009b, 2010).
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2.4. Molekiiler Calismalar

2.4.1. DNA Izolasyonu

Mikroskobik incelemeler sonucunda yogun enfeksiyon gozlenen preperatlardaki
hastalik etmenlerine ait spor yada ookist igeren soliisyonlar cam pastdr pipet vasitasiyla
toplandi. Saflastirilan spor ve ookist drneklerinden 50 ul alinarak bir ependorf tiip igerisine
aktarildi, 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 igerisinde direktiflere uygun sekilde DNA izole edildi (Hylis
vd., 2005).

2.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra Multiplex PZR teknigi kullanilarak protist
kokenli hastalik etmenlerine ait rDNA amplifikasyonu gerceklestirildi. Multiplex PZR
calismalarinda, mikrosporidyum etmenleri i¢in 18F 5’-CACCAGGTTGATTCTGCC-3’ ve
1537R 5’-TTATGATCCTGCTAATGGTTC-3’ primerleri, neogregarin etmenleri icin ise,
p71 5’-CATGCTGGAGTATTCAGGGCGTAAC-3’ ve p80
5TAGTTTTGCAATTGGAATGAGTTTGA-3’ primerleri kullanildi (Valles ve Pereira,
2005; Hylis vd., 2005). PZR reaksiyonlari, Qiagen Multiplex PCR Kit, No: 206143
kullanilarak toplam hacim 50 pl olacak sekilde ayarlanarak gergeklestirildi.

PZR amplifikasyonundaki dongiiler su sekilde gerceklestirildi; 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 iiriinleri standart buffer icinde % 0,9’luk, etidyum bromdiir (EtBr)
ilaveli agaroz jelde yiiriitillerek, UV transilliminatdrde varligi belirlendi. Biitiin PZR
reaksiyonlarinda negatif kontrol kullanildi. Elde edilen PZR f{irliniiniin biiytikliigi
hesaplanirken, 100 baz ciftinden (bp) baslayip 10 kilo baza (kb) varan 16 banth bir skala
olusturan DNA ladder kullanildi (Hylis vd., 2005).
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2.5. Ephestia kuehniella’ya Uygulanan Biyoassay Deneyleri

Ephestia kuehniella’dan tespit edilen patojenlerin hangi dozlarda zararli olan bocekte
ne oranda oliim gerceklestirdiginin tespit edilmesi i¢in biyoassay ¢aligmalar1 yapildi.

Biyoassay deneyleri igin kullanilan E. kuehniella larvalar1 Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Biinyesinde kurulan Bocek Uretim Merkezi (BOCUM)’'nden temin edildi.
Mikrospor ve Neogregarin patojenlerinin bocegi ne kadar etkileyecegini tespit etmek igin
gerceklestirilen deneylerde toplam 600 E. kuehniella larvasi kullanildi. Microspor
deneyleri icin 1,6x10 (spor/ml), 1,6x10° (spor/ml), 1,6x10° (spor/ml), 1,6x10*(spor/ml) ve
kontrol grubu olmak iizere 5 grup olusturuldu. Neogregarin deneyleri igin ise uygulanan
dozajlar 1,8x10° (ookist/ml), 1,8x10° (ookist/ml), 1,810 (ookist/ml), 1,8x10% (ookist/ml)
olarak belirlendi ve yine kontrol grubu olusturuldu. Deneylerde kullanilan larvalar 2. instar
larvalarindan secildi. Her biri ayr1 bir ependorf tiipiine yerlestirilerek ayni agirlikta ve esit
yiizey alanina sahip findik ile beslendi. Her grupta 20’ser larva kullanildi. Deneyler 3’er
kez tekrarlandi. Yiriitiilen deneylerin sonuglari 3 deneyin ortalamasi olarak verildi.

Diseksiyonlar1 sonucu izole edilen ve saflastirilan patojen numuneleri esit
boyutlardaki findik pargalarina damlatilip, parga yilizeyine dagitildi ve kurumaya birakildi.
Daha sonra kontrol grubu haricindeki deney gruplarina bu findik pargalar: verildi. Kontrol
grubundaki bireyler temiz ve enfeksiyon bulunmayan findik pargalar1 ile beslendi. Sonraki
glinlerde besinlerini tiikketen tim gruplarin bulunduklari kaplar yenilendi ve bireyler temiz
ve slispansiyon bulunmayan findik pargalar1 ile giinliik olarak beslendi.

21 giinlik deney siiresince tiim gruplar, 26 + 1°C’de %75 + 1 nem oranina
ayarlanmig iklim dolabinda bulunduruldular.

Deney esnasinda olen larvalar hemen alimip diseksiyonlar1 yapilarak mikroskop
altinda incelendi ve 6liim orani giinliik olarak kaydedilerek, deney sonunda oranlar agagida
belirtilen Abbott (1925) formiilii ile hesaplandi.

Abbott formiilii: 100 x (Test grubundaki 6liim yiizdesi — Kontrol grubundaki 6liim
yiizdesi) / (%100 - Kontrol grubundaki 6liim yiizdesi).



3. BULGULAR

Bu doktora tezi siiresince yapilan ¢alismalar ile tilkemizde onemli bir depo zararlist
olan Ephestia kuehniella’da hastalik olusturan viriis, mikrosporidyum ve neogregarin
olmak tizere ii¢ farkli hastalik etmeni tespit edildi ve bu etmenlerin varligi, dagilimi ve
karakterizasyonu gergeklestirildi.

Bu doktora tezinde tespit edilen mikrosporidyum ve neogregarin etmenleri tilkemiz
icin ilk kayit olma 0&zelliklerini tasimaktadir. Literatlir arastirmasi yapildiginda E.
kuehniella tizerinde viriislerin etkisini arastirmak igin ¢esitli deneylerin yapilmis oldugu
goriilse de diinyada simdiye kadar bu depo zararlisindan izole edilmis dogal bir viriis kaydi
yoktur. Bu c¢alismada viral etmen ile ilgili yapilan tespitler diinya igin ilk olma niteligini
tasimaktadir. Tespit edilen bu ii¢ hastalik etmeninin detayli karakterizasyonu 151k, elektron
mikroskobu ve molekiiler yontemler kullanilarak yapildi. Tez siiresince elde edilen

bulgular sirasiyla asagida verilmektedir.

3.1. Ephestia kuehniella’da Tespit Edilen Hastalik Etmenleri

Bu doktora tezinde, 2012-2013 yillar1 arasinda Trabzon ve Rize illerindeki findik
fabrikalarindan ve gida depolarindan ornekler toplanarak arazi galismasi gergeklestirildi.
Ornekler tiim patojen ve parazitlerin tespiti igin dikkatli bir sekilde disekte edilerek
incelendi. Bu doktora tezinde E. kuehniella’nin literatiirde mevcut patojen ve

parazitlerinden farkli yeni bir tiir patojen bulgusu a¢isindan arastirildi.

3.1.1. Ephestia kuehniella’da Belirlenen Viral Etmen

E. kuehniella’da enfeksiyon yapan viral patojen makroskobik, morfolojik ve

anatomik (1s1k ve elektron mikroskobu) yontemler kullanarak karakterize edildi.
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3.1.1.1. Viral Etmene Ait Makroskobik Belirtiler

Virus varligr ilk olarak enfekte olmus taze bocek dokularinin dogrudan
incelenmesiyle tespit edildi. Yapilan ¢alismalarda incelenen larvanin 6nce uyusuk bir hal

aldig1, hareketinin yavasladigi, beslenmeyi biraktig1 gézlendi.

3.1.1.2. Viral Etmenin Mikroskobik Olarak Belirlenmesi

Bu tez ¢alismasinda, tespit edilen viral etmenin mikroskobik olarak belirlenmesi igin
151tk ve elektron mikroskobu (TEM) calismalar1 yapildi. Tespit edilen virlis, 151k
mikroskobu altinda saptandiktan sonra TEM caligmalar1 ile patojeninin ultrastriiktiirel
yapisi ortaya c¢ikarildi ve karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesi agisindan detayli olarak

incelendi.

3.1.1.2.1. Isik Mikroskobu ile Viral Etmenin Belirlenmesi

Laboratuarda yapilan makroskopik incelemeler sonucunda viral hastalik tagidigi
diistiniilen larvanin mikroskop altinda incelenmesi sonucunda viriisiin varligi mikroskobik
olarak teyit edildi.

Isik mikroskobu c¢aligmalarinda doku direkt olarak incelendi. Dogrudan taze
dokularin incelenmesi ¢alismalarinda, enfekte olmus dokulardaki ¢ekirdek ve sitoplazma
incelenen normal dokular ile karsilastirilarak net bir sekilde ayirt edildi. Taze
preperatlardaki doku hiicrelerinde ayrintinin kaybolmasi, 6zellikle ¢ekirdegin dagilmasi,
cekirdek ya da sitoplazmada sik materyalin goriinimii enfeksiyonu ve virojenik bir
gelisimi gosterdi. Enfeksiyonun ¢ok ilerledigi durumlarda viral etmene ait Polihedral
Inkliizyon Yapilar1 (PIB) siispansiyon halinde kolaylikla gozlenebildi. Viral etmen
cogunlukla hemolenf ve bagirsakta gozlendi (Sekil 4). Trake dokularinin etrafinda da

zaman zaman viral etmene ait PIB yapilar1 gozlendi (Sekil 5).
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Sekil 4. E. kuehniella bagirsaginda ve hemolenfinde viral etmene ait PIB
yapilar1 (Bar: 5 um)

Tespit edilen viral etmene ait inkliizyon yapilarmin ¢ap1 1,97 + 0,46 (1-3,04) um
olarak belirlendi.

Sekil 5. E. kuehniella trake sistemi etrafinda viral etmene ait PIB yapilar
(Bar: 5 um).
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3.1.1.2.2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile Viral Etmenin
Incelenmesi

Cesitli hastalik tiplerini karakterize etmek icin, farkli inklizyon yapilarinin varligi
kullanilabilir. Ozellikle malpigi tiipleri gibi bdcek dokularinda inorganik kristaller
mevcuttur. Bu inorganik Kkristallerin sekil ve hacimleri ¢ogu zaman virus inkliizyonlari ile
karistirtlabilir. Viriis inkliizyon yapilarini inorganik kristallerden ayirmak ve bunlar tespit
etmek i¢in 151k mikroskobu ile yapilan ¢aligmalar her zaman yeterli olmayabilir. Sonuglar
daha giivenilir ve gegerli kilabilmek i¢in transmisyon elektron mikroskobu (TEM)
caligmalar1 yapildi.

Viral etmene ait inkliizyon yapilarinin TEM ile incelenmesi sonucunda, inkliizyon
yapilarinin genelde hekzagonal kenarli ya da yuvarlak kenarli oldugu gozlendi. Bu tip
inkliizyon yapilart NPV virlisleri igin karakteristik iken, ¢alismalar sirasinda piramid sekilli
inkliizyon yapilarma da rastlamldi. Incelen inkliizyon yapilarinda uzun ¢ubuk sekilli
niikleokapsitleri igeren virionlara sahip oldugu goriildi (Sekil 6, 7). Cubuk sekilli
niikleokapsitleri iceren virionlar, Baculoviridae familyasindan niikleopolihedroviriisler
(NPV) igin tipik o6zelliklerdir. Baculoviriislerden nukleopolihedroviriisler sahip olduklari
her bir virionun igerdigi nukleokapsid sayisina dayanilarak iki temel gruba ayrilirlar.

Tespit edilen NPV’nun her bir virionunun i¢erdigi nukleokapsid sayisinin bir ya da
birden ¢ok oldugunu belirlemek i¢in yapilan elektron mikroskobu g¢alismalarinda izole
edilen viriise ait her bir virionun Sekil 7’de goriildiigii gibi birden ¢ok nukleokapsite sahip
oldugu, viriondaki kapsid sayisinin 28’e kadar ¢ikabildigi tespit edildi. Niikleokapsidlerin
ebatlar1 190-270 x 30-40 nm olarak belirlendi. (Sekil 6 ve 7). Her virionda 1 ila 28 adet
arasinda nukleokapsid gozlendi. Isik mikroskobu incelemelerinde gbzlenen viral-protist
karma enfeksiyonlari TEM ¢alismalarinda da net bir sekilde gézlemlendi (Sekil 10).

Elde edilen viral etmene ait dlgiimler iilkemizde tespit edilen diger Lepidopterler

kaynakl1 viral etmenlere ait 6lgiiler ile karsilastirildi.
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Sekil 6. E. kuehniella’da NPV’ye ait PIB’lerin TEM’deki enine kesiti;
(Bar: 1.5um)

Sekil 7. E. kuehniella’da NPV’ye ait PIB’lerin TEM’deki enine kesiti; V:
Virion (Bar: 350 nm)
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Sekil 8. E. kuehniella’da NPV’ye ait PIB’lerin TEM’deki enine kesiti; z:
Zarf, n: Niikleokapsit (Bar: 400 nm)

Sekil 9. E. kuehniella’da NPV’ye ait virionlar PIB’yi terk ederken
TEM’deki enine kesiti; (Bar: 400 nm)
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Sekil 10. E. kuehniella’da NPV ve Neogragarin etmenlerinin bir arada
TEM goriintiisii; O: Ookist, gd: Gametokist duvari, od: Ookist
duvari pic: Poliinkliizyon cisimcigi (Bar: 1,5 um)

3.1.2. Ephestia kuehniella’da Mikrospor Etmeninin Belirlenmesi

Ephestia kuehniella’da enfeksiyon yapan mikrosporidyum etmeni makroskobik,

morfolojik ve anatomik (1s1k ve elektron mikroskobu) yontemler kullanarak karakterize
edildi.

3.1.2.1. Mikrospor Etmenine Ait Belirtilerin Makroskobik Olarak Belirlenmesi

Mikrospor enfeksiyonu bocek tizerinde makroskobik olarak gozlenebilen birtakim
semptomlar olusturur. Bocekte istah kaybi, harekette yavaslama, bazi viicut kisimlarinin
geniglemesi, deride go6zlemlenebilen renk degisimi, kiitikiil {izerinde belirgin leke
olusumlar1 ve larvalarin géomlek degisimlerindeki anormallikler bu semptomlar arasinda

sayilabilir. Ayrica disi boceklerde yumurtlama veriminde azalmanin gergeklestigi de
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bilinmektedir (Joudrey ve Bjernson, 2007). Calismalar sirasinda, enfekte olmus boceklerin
hareket yeteneklerinde azalma goriildi. Ayrica, diseksiyon esnhasinda bazi boéceklerin
hemolenfinin siit beyazi bir renge biirtindiigii belirlendi. Hemolenfin siit beyazi1 bir renk
almas1 mikrospor enfeksiyonunun belirlenmesinde 6nemli bir kriterdir. Siiphelenilen
enfeksiyonun belirlenmesinde makroskobik bulgular 6nemli olsa da, kesin yargiya

varabilmek i¢in mikroskobik diizeydeki bulgularin degerlendirilmesi gereklidir.

3.1.2.2. Mikrospor Etmeninin Mikroskobik Olarak Belirlenmesi

Bu doktora tezinde, tespit edilen mikrospor etmeni 1sik ve elektron mikroskobu
(TEM) calismalart ile mikroskobik olarak tespit edildi. Tespit edilen mikrospor patojeni,
ilk olarak 11k mikroskobu altinda saptandi. Taze preparatlardaki 1s1g1 farkli agiyla kiran
sporlar, mikrosporlarin karakteristik hayat safhasi olup, incelemelerde gozlendi. Mikrospor
varligimin teyit edilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan Giemsa boyama teknigi uygulandi ve
spor yapilart yeniden incelendi. Son asama olarak TEM ¢alismalar1 yapilarak mikrospor
etmeninin ultrastriiktiirel yapisi ortaya ¢ikarildi. TEM ¢alismalari ile mikropsor etmeninin
karakteristik 6zellikleri detayli olarak irdelendi. TEM ¢alismalar1 molekiiler yontemler ile

desteklendi.
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3.1.2.2.1. Isik Mikroskobu Calismalar ile Mikrospor Etmeninin Belirlenmesi

Incelenmek iizere diseksiyonu yapilan érneklerde mikrospor etmenine ait énemli
hayat safhalar1 151k mikroskobu ¢aligsmalarinda dikkatli bir sekilde tespit edilmeye ¢aligildi.
Yapilan diseksiyonlarda etmenin mikroskop altinda tespitinde en temel satha olan spor
sathas1 gozlendi. Mikrosporidyum etmeni konaga ait bagirsak, yag dokusu, malpigi tiipleri,
hemolenf (Sekil 11) ve salgi bezleri gibi birgok doku ve organda gozlendi.

Sekil 11. E. kuehniella’nin trake ve hemolenfinde mikrosporidyum etmenine
ait serbest sporlar (Bar: 10 pm)
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Mikroskobik ¢aligmalar sonucunda patojene ait serbest sporlar ve kese igerisinde
sporlar (oktosporlar) olmak tizere iki farkli spor tipi gézlendi. Serbest sporlar 4,00 = 0,38
(3,06-4,54) um uzunlukta ve 1,74 + 0,20 (1,41-2,28) genislikte olgiildii (n = 50) (Sekil
12).

Sekil 12. E. kuehniella’daki mikrosporidyum etmenine ait serbest sporlar (Bar:
5 um)
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3.1.2.2.1.1. Giemsa Boyama ile Mikrospor Etmeninin Belirlenmesi

Boceklerde enfeksiyona neden olan entomopatojenler 15tk mikroskobu altinda
morfolojik olarak birbirlerine benzemektedir. Ozellikle birgok mantar tiiriine ait morfolojik
yapilar ile mikrospor patojenine ait karakteristik spor sathasina benzerlik gostermektedir.
Bu tiir karigikliklar1 engellemek, mikrospor patojenini ayirmak ve tespit etmek igin,
Giemsa boyama metotlar1 kullanildi. Giemsa boyasi kullanilarak enfeksiyona yakalanmig
boceklerde mikrospor patojeninin varligi ayirt edildi. Giemsa boyasi niiklear ve
sitoplazmik hiicresel ayrintilar1 boyayarak hiicresel yapilari net olarak ayirabilen farkli bir
boyadir.

Mikrosporidyum varlig1 giemsa boyamasiyla da teyit edildi (Sekil 13) ve boyama
sonucunda serbest sporlar 3,83 + 0,34 (3,12-4,73) um uzunlukta ve 1,71 + 0,22 (1,11-
2,23) um genislikte dl¢itildi (n = 50).

Sekil 13. E. kuehniella’daki mikrosporidyum etmenine ait giemsa boyali
serbest ve oktosporlar (Bar: 10 pm)
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3.1.2.2.2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile Mikrospor Etmeninin
Incelenmesi

Istk mikroskobu altinda ve giemsa boyama metodu ile yapilan incelemelerde
Ephestia kuehniella’da hastalik olusturan etmenlerden birinin mikrospor oldugu tespit
edildi. TEM ¢alismalar1 sayesinde tespit edilen etmen, diger etmenlerden ayirt edilebildi ve
tiir seviyesinde tespiti yapildi. Giliniimiizde mikrosporlarin smiflandirilmasinda; spor
seklinin yami sira; ¢ekirdek sayisi, spor duvari 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 14),
sporoblast (Sekil 14) ve spor (Sekil 14) safhalar tespit edildi. Ultrastriiktiirel calismalar
serbest oval sporlarin iki ¢ekirdekli (Sekil 14), diplokaryotik oldugunu gosterdi. Cekirdek
caplar1 450-600 nm olarak belirlendi. Spor duvart 105-180 nm olarak tespit edildi. Spor
duvar1 ekzospor ve endospor olmak {iizere iki tabakadan olusurken, endospor 75-130 nm,
ekzospor ise 30-50 nm olarak belirlendi (Sekil 15). Mikrosporidyum patojeninin polar
filamenti 10-11 kivrimli ve izofilar polar filament tipinde belirlendi (Sekil 16). Polar
filament ¢ap1 90-100 nm olarak belirlendi. Bu etmene ait polaroplastin lamellar tip oldugu
ve anteriorde ince ve posteriorde diizensiz kalin lamellar tip polaroplast oldugu belirlendi
(Sekil 16).
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Sekil 14. E. kuehniella’da tespit edilen mikrosporidyum etmenine ait spor

yapist; ex: Ekzospor, en: Endospor, p:Plazma zari, pf: Polar filament,
¢: ¢ekirdek (Bar: 500 nm)



40

Sekil 15. E. kuehniella’da tespit edilen mikrosporidyum etmenine ait hiicresel

yapi; ¢:Cekirdek, ex: Ekzospor, p:Plazma zar, pf: Polar filament (Bar:
500 nm)
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tespit edilen mikrosporidyum sporunun

Sekil 16. E. kuehniella’da
anterioriindeki hiicresel yapi; ad: Anchoring disk, ¢: Cekirdek,

ppl: Ince lamellar tip polaroplast, pp2: Kalm lamellar tip
polaroplast (Bar: 500 nm).

3.1.2.3. Molekiiler Yontemler ile Mikrospor Etmeninin Incelenmesi

E. kuehniella’da tespit edilen mikrospor patojenine ait sporlardan elde edilen total
DNA’ya ait 16S SSU rDNA’nin PCR ile primerler kullanilarak ¢ogaltilmast sonucunda
mikrospor patojenine ait rDNA’ nin mikrosporidialar igin spesfik olan 1000 bp ile 1500 bp

arasinda bir biiyiikliige sahip oldugu belirlendi.
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3.1.3. Ephestia kuehniella’da Neogregarin Etmeninin Belirlenmesi

Ephestia kuehniella’da enfeksiyon yapan neogregarin etmeni makroskobik,
morfolojik, anatomik (1s1k ve elektron mikroskobu) ve molekiiler yontemler kullanilarak

karakterize edildi.

3.1.3.1. Neogregarin Etmenin Makroskobik Goriiniimii

Bocegin dikkatli bir sekilde incelenmesiyle neogregarin enfeksiyonuna ait bazi
makroskobik bulgular elde edilebilir. Ozellikle {iiincii ve besinci instarlar arasindaki
donemde larvanin gomlek kalintilar1 kahverengimsi ise neogregarin enfeksiyonundan
siiphelenilebilir. Eger enfeksiyon larvaya besinci instardan dnce bulastiysa zamanla kiitik{il
kirmizimsi kahverengi bir renk alir. Bu halde yasamina belli bir siire devam edebilse de
ilerleyen zamanlarda larva burusur ve 6lir (Hansen, 1999). Bunlarin yani sira enfeksiyonlu
larvalarin hareketlerinde yavaslama ve beslenmelerinde azalma goriiliir (Valigurova ve
Koudela, 2006). Calismalar esnasinda bu belirtiler goriildii ve belirtileri gosteren
boceklerin diseksiyon islemleri yapilarak patojenin varliginin teyit edilmesi igin

mikroskobik ¢alismalar gerceklestirildi.

3.1.3.2. Neogregarin Etmenin Mikroskobik Olarak Belirlenmesi

Bu doktora tezinde, tespit edilen neogregarin patojeni 1sik, elektron mikroskobu
(TEM) ve molekiiler ¢alismalari ile tespit edildi. Neogregarinin ilk tespiti 151k mikroskobu
altinda yapildi. Taze preparatlardaki 1s1g1 farkli agiyla kiran ookistler, neogregarinlerin
karakteristik hayat safhasi olup, incelemelerde goézlendi. Neogregarin varliginin teyit
edilmesi igin, entomopatojenlerin detayli bir sekilde ele alinmasinda yaygin olarak
kullanilan Giemsa boyama teknigi uygulandi ve spor yapilar1 yeniden incelendi. Son agama
olarak TEM c¢alismalar1 yapildi ve neogregarin etmeninin ultrastriiktiirel yapisi ortaya
¢ikarildi. TEM galismalari ile neogregarin etmeninin karakteristik 6zellikleri detayli olarak

irdelendi. Bu galismalar sayesinde tiir tespiti saglandi.
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3.1.3.2.1. Isik Mikroskobu ile Neogregarin Etmeninin Belirlenmesi

Incelenmek iizere diseksiyonu yapilan 6rneklerde neogregarin patojeninin varligi isik
mikroskobu c¢alismalarinda dikkatli bir sekilde tespit edilmeye c¢aligildi. Yapilan
diseksiyonlarda patojenin mikroskop altinda tespitinde en temel satha olan ookist safhasi
gozlendi. Ookistlerin boyut ve sekilleri birbirinin hemen hemen aynisidir. Tipik olarak iki
kutuplarinda birer ¢ikint1 olan kayigims: bir sekle sahiptirler (Sekil 17 ve 18). Ookistlerin
boyutlar1 birbirlerinden ¢ok farkli olmayip; ookistler 12,88 + 0,67 (11,70-14,18) um
uzunlukta ve 6,58 + 0,46 (5,89-8,49) um genislikte Olgiildii (n = 50). Enfeksiyon
¢ogunlukla konagin hemolenfi ve yag dokusunda gozlendi.

Sekil 17. E. kuehniella’da tespit edilen Neogregarin etmenine ait serbest
ookistler (Bar: 20 pum)



44

Sekil 18. E. kuehniella’da tespit edilen Neogregarin etmenine ait serbest
ookistler ve onlardan ¢ikmis sporozoitler (Bar: 20 pum)
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3.1.3.2.2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile Neogregarin Etmenin
incelenmesi

Istk mikroskobu altinda ve giemsa boyama metodu ile yapilan incelemelerde E.
kuehniella’da hastalik olusturan neogragarin etmeninin yapist TEM calismalari sayesinde
detayli bir sekilde incelendi. TEM c¢alismalar1 sayesinde tespit edilen patojen diger
patojenlerden ayirt edilebildi ve tiir seviyesinde tespiti yapildr (Sekil 19, 20 ve 21). Tespit
edilen neogregarin etmeninin nispeten kalin 460-560 nm’lik bir ookist duvarina sahip
oldugu belirlendi. Her bir gametokist iginde 1 ya da 2 ookist sayilirken (Sekil 20), her bir

ookistin Mattesia cinsi igin karakteristik olan 8 sporozoit i¢erdigi belirlendi (Sekil 21).

Sekil 19. E. kuehniella’da tespit edilen Neogregarin etmeninin enine kesiti TEM
goriintiisii; od: Ookist duvari (Bar: 500 nm)



46

Sekil 20. E. kuehniella’da tespit edilen Neogregarin ookisti enine kesiti TEM
goriintlisti; gd: Gametokist duvari, od: Ookist duvari ¢: Cekirdek (Bar:
500 nm)
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Sekil 21. E. kuehniella’da tespit edilen Neogregarin ookisti enine kesiti TEM
goriintiisii; sp: sporozoit (Bar: 500 nm)
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3.1.4. E. kuehniella’da Tespit Edilen Neogregarin Etmeninin Molekiiler
Yontemler ile Karakterizasyonu

E. kuehniella’da tespit edilen neogregarin etmenine ait sporlardan elde edilen total
DNA’ya ait 18S rDNA’nin PCR ile primerler (P71 ve P80) kullanilarak cogaltilmasi
sonucunda neogregarin etmenine ait rDNA’ nin literatiirde Mattesia tiirleri i¢in spesifik
olan 300 bp ile 400 bp arasinda bir biiyiikliige sahip oldugu belirlendi (Sekil 22).

Sekil 22. E. kuehniella’da Neogregarin etmeninin 18S
rDNA (yaklagik 300 bp)'nin P71 ve P80
primerleri ile gogaltimi
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3.2. Ephestia kuehniella’da Patojenik Organizmalarin Varhgi ve Dagilim

Depolardan alinan boceklerin bir kismui disekte edildi, bir kismi1 da laboratuvarda
yetistirildi. Depolardaki feromon tuzaklarindan alinan erginler laboratuvara getirilip en
kisa siirede diseksiyonlar1 yapilarak incelendi. Laboratuarda yetistirilen bocekler ise ergin
cikiglart gozlemlendikten ortalama iki hafta sonra disekte edildi. Ayrica, saf dol elde etme
caligmalar1 sirasinda cesitli gomlek degistirme donemlerinde pupaya gegcemeden
kendiliginden O6lii bulunan larvalarin ve ergin cikist gerceklesmeyen pupalarin varligi
goriiliip, bunlarin diseksiyonlari ise giinliik olarak gerceklestirildi ve kaydedildi. Feromon
tuzaklarindan elde edilen ergin boceklerde enfeksiyona rastlanmadi. Calismalar boyunca
feromon tuzaklarindan elde edilen bocekler de dahil olmak tizere toplam 1030 E.kuehniella
ornegi disekte edildi. Bunlarin 472’si ergin, 20’si pupa ve 538’1 larvadir. Bu 6rneklerden
409’u Trabzon iline ait bir findik fabrikasinin feromon tuzaklarindan alindigi i¢in dagilim
calismasina dahil edilmedi. Buna ragmen bu erginlerin de diseksiyonlar1 yapildi ve sonugta
enfeksiyona rastlanmadi.

Larva, pupa ve ergin asamasinda tespit edilen hastalik etmenlerin dagilimi asagida

basliklar halinde verilmektedir.

3.2.1. Ephestia kuehniella’da Viral Etmenin Varhgi

Yapilan incelemelerde viriis enfeksiyonu 2013 yilinda Trabzon’da bir findik
fabrikasindan toplanan erginlerin laboratuvarda yetistirilen larvalarinda tespit edildi. Bu
grupta yer alan 162 larvadan 2’sinde (%1,23) neogregarinle birlikte karma enfeksiyon
olarak goriildii (Tablo 2).
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Tablo 2. 2013 yilinda Trabzon’dan toplanan E.kuehniella erginlerinden
laboratuvarda yetistirilen nesillerdeki viral etmen varligi

Hayat Evresi Disekte Edilen Enfekte Olan Viriis
Bocek Sayisi Bocek Sayisi (%)

Ergin 16 0 0
Pupa 8 0 0
Larva 162 2 1,23
Toplam 186 2 1,07

3.2.2. Ephestia kuehniella’da Mikrospor Etmeninin Varhg

Incelenen E. kuehniella &rnekleri arasinda mikrospor patojenine bdcegin yalnizca
larva evresinde rastlandi. 2012 yilinda Trabzon’da bir findik fabrikasindan toplanan
erginlerin laboratuvarda yetistirilen 206 larvasindan 18 (%8,73), Rize’de bir toptanci
deposundan toplanan erginlerin laboratuvarda yetistirilen 83 larvasindan 12 mikrospor
(%14,45) tespit edildi (Tablo 3). 2012 yilinda incelenen toplam 289 larvanin 20 (% 6,92)
tanesinde bu enfeksiyon gozlenirken, 2013 yilinda incelenmis 249 larvanin 38’inde (%
15,26) mikrospor enfeksiyonuna rastlandi. Bunlarin % 17,281 ( 162 larvada 28 mikrospor)
Trabzon, % 11,49°u (87 larvada 10 microspor) Rize’den alinip yetistirilen nesillerde tespit
edildi. Tim g¢aligma boyunca 538 larvanin 58’inde (%10,78) mikrospor patojeni tespit
edildi (Tablo 4).
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Tablo 3. 2012 yilinda Trabzon ve Rize’den toplanan E. kuehniella erginlerinden
laboratuvarda yetistirilen nesillerdeki mikrosporidyum etmeninin varligi

Hayat Evresi Toplandig1il  Disekte Edilen Enfekte Olan Mikrospor
Bocek Sayisi Bocek Sayis1  (%0)

Ergin Trabzon 20 0 0
Rize 15 0 0
Pupa Trabzon 12 0 0
Rize 0 0 0
Larva Trabzon 206 18 8,73
Rize 83 12 14,45
Toplam Trabzon 238 18 7,56
Rize 98 12 12,24
Genel Toplam 336 30 8,93

Tablo 4. 2013 yilinda Trabzon ve Rize’den toplanan E. kuehniella erginlerinden
laboratuvarda yetistirilen nesillerdeki mikrosporidyum etmeninin varligi

Hayat Evresi Toplandigiil Disekte Edilen Enfekte Olan Microspor
Bocek Sayisi Bocek Sayis1 (%)

Ergin Trabzon 16 0 0
Rize 12 0 0
Pupa Trabzon 8 0 0
Rize 0 0 0
Larva Trabzon 162 28 17,28
Rize 87 10 11,49
Toplam Trabzon 186 28 15,05
Rize 99 10 10,10

Genel Toplam 285 38 13,33
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3.2.3. Ephestia kuehniella’da Neogregarin Etmeninin Varhg

Incelenen E. kuehniella orneklerinin ergin, pupa ve larvalarinda neogregarin
patojenine rastlanmistir. 2012 yilinda Trabzon’da bir findik fabrikasindan toplanan
erginlerin laboratuvarda yetistirilen 206 larvasinda 80 (%38,83), 12 pupasinda 10
(%83,33); Rize’de bir toptanct deposundan toplanan erginlerin laboratuvarda yetistirilen 83
larvasinda 41 (%49,40) neogregarin tespit edildi (Tablo 5). 2013 yilinda Trabzon
orneklerinde 16 erginde 2 (% 12,5), 8 pupada 7 (% 87.5), 162 larvada 140 (% 86.,41); Rize
orneklerinde ise 87 larvada 46 (% 52,87) neogregarine rastlandi. Tiim ¢aligma boyunca
erginlerde toplam enfeksiyon yiizdesi % 0,42 (472 erginde 2 neogregarin), pupada toplam
enfeksiyon ylizdesi %85 (20 pupada 17 neogregarin), larvada toplam enfeksiyon yiizdesi %
57,06 (538 larvada 307 neogregarin) olarak belirlendi (Tablo 6).

Tablo 5. 2012 yilinda Trabzon ve Rize’den toplanan E. kuehniella erginlerinden
laboratuvarda yetistirilen nesillerdeki neogregarin etmeninin varligi

Hayat Evresi Toplandigiil  Disekte Edilen Enfekte Olan Neogregarin
Bocek Sayisi Bocek Sayis1 (%)

Ergin Trabzon 20 0 0
Rize 15 0 0
Pupa Trabzon 12 10 83,33
Rize 0 0 0
Larva Trabzon 206 80 38,83
Rize 83 41 49,40
Toplam Trabzon 238 90 37,81
Rize 98 41 41,83

Genel Toplam 336 131 38,99
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Tablo 6. 2013 yilinda Trabzon ve Rize’den toplanan E. kuehniella erginlerinden
laboratuvarda yetistirilen nesillerdeki neogregarin etmeninin varligi

Hayat Evresi Toplandig1il  Disekte Edilen Enfekte Olan Neogregarin
Bocek Sayisi Bocek Sayis1 (%)

Ergin Trabzon 16 2 12,5
Rize 12 0 0
Pupa Trabzon 8 7 87,5
Rize 0 0 0
Larva Trabzon 162 140 86,41
Rize 87 46 52,87
Toplam Trabzon 186 149 80,10
Rize 99 46 46,46
Genel Toplam 285 195 68,42

3.3. Ephestia kuehniella’ya Uygulanan Biyoassay Deneyleri

Biyoassay deneyleri igin kullanilan Ephestia kuehniella larvalari Ankara Universitesi
Ziraat Fakiiltesi biinyesinde kurulan Bécek Uretim Merkezi (BOCUM)’nden temin edildi.
Mikrospor ve neogregarin patojenlerinin bocegi ne kadar etkileyecegini tespit etmek igin
gerceklestirilen deneylerde toplam 600 Ephestia kuehniella larvasi kullanildi. Yapilan
deneyler i¢in iklimlendirme dolab1 26 £1°C’de %75+1 nem oranina uygun sekilde 21 giin
boyunca caligtirildi. Ydritiilen deneylerin sonuglart yiiriitiilen 3’er deneyin ortalamasi

seklinde verilerek, Abbott (1925) formiilii ile diizeltildi.

3.3.1. Mikrosporidyum Etmeni Kullanilarak Yapilan Biyoassay Deneyleri

Tez galismasi boyunca enfeksiyon tespit edilen larvalardan izole edilen mikrospor
patojeni E.kuehniella larvalarina uygulandi. Yapilan bu biyoassay deneyleri ile uygulanan
mikrospor patojeninin, E.kuehniella’da gergeklestirecegi enfeksiyonun zararliy1 ne sekilde
etkileyecegi ortaya konmaya calisildi. Mikrospor biyoassay deneyleri i¢in toplam 300 tane

2. instar E. kuehniella larvasi kullanildi. Sonuglarin daha giivenilir olabilmesi i¢in deneyler
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tic tekrar seklinde yapildi. Her bir deney icin her grupta 20’ser larva olmak tizere 5 grup
olusturuldu. Bu gruplardan bir tanesi kontrol grubu olarak ayrildi ve bu gruptaki larvalar
enfeksiyonsuz besinle beslendi. Diger gruplarda enfeksiyon dozajlart 1,6x10° spor/ml,
1,6x10° spor/ml, 1,6x10° spor/ml, 1,6x10* spor/ml olarak ayarlandi. Yapilan deneylerde
ilk 6liim 7. giinde goriildi (Tablo 7).

Tablo 7. Mikrosporidyum biyoassay c¢alismalarinda larvalarin doza gore Oliim
zamanlari

Enfekteli Larva Sayisi
Uygulamalar

7 11 13 17 18 19 Enfeksiyon
(spor/ml) ' ' ' ' ' ' " Oram (%)

Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin

1,6x10’ 2 0 1 2 1 1 2 42,10

1,6x10° 2 0 1 1 1 0 1 26,31

1,6x10° 2 2 1 0 0 0 0 21,05

1,6x10" 1 1 1 0 0 0 0 10,53
0 (Kontrol) 0 1 0 0 0 0 0 5

Deney sonlandirldiginda dozaji 1,6x10" spor/ml olan gruptaki Sliim yiizdesi %
42,10, 1,6x10° spor/ml olan gruptaki 6liim yiizdesi % 26,31, 1,6x10° spor/ml olan gruptaki
lim yiizdesi % 21,05, 1,6x10* spor/ml olan gruptaki 6lim yiizdesi % 10,53 olarak
bulundu. Spor dozu azaldikga 6liim yiizdesinin dogrusal bir sekilde azalmakta oldugu
gozlemlendi (Sekil 23).
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Mikrosporidyum Biyoassay
Deneylerinde Larvalarin Doza Gore
Oliim Yiizdeleri

50
40
30
20 ' ' w Olim Yiizdesi (%)
o L
0

1,6x10’ 1,6x10°  1,6x10°  1,6x10*
DOZAJ (spor/ml)

YUZDE (%)

Sekil 23. Mikrosporidyum biyoassay ¢alismalarinda larvalarin doza gore 6lim
yiizdeleri
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3.3.2. Neogregarin Etmeni Kullanilarak Yapilan Biyoassay Deneyleri

Tez calismasi boyunca enfeksiyon tespit edilen larvalardan izole edilen neogregarin
patojeni E. kuehniella larvalaria uygulandi. Yapilan bu biyoassay deneyleri ile uygulanan
mikrospor patojeninin, E. kuehniella’da gergeklestirecegi enfeksiyonun zararliyr ne sekilde
etkileyecegi ortaya konmaya calisildi. Mikrospor biyoassay deneyleri igin toplam 300 tane
2. instar E. kuehniella larvasi kullanildi. Sonuglarin daha giivenilir olabilmesi i¢in deneyler
tic tekrar seklinde yapildi. Her bir deney i¢in her grupta 20’ser larva olmak tizere 5 grup
olusturuldu. Bu gruplardan bir tanesi kontrol grubu olarak ayrilarak, bu gruptaki larvalar
enfeksiyonsuz besinle beslendi. Diger gruplarda enfeksiyon dozajlart 1,8x10° ookist/ml,
1,8x10° ookist/ml, 1,8x10* ookist/ml, 1,8x10° ookist/ml olarak ayarlandi. Yapilan
deneylerde ilk 6liim 6. giinde goriildi (Tablo 8).

Tablo 8. Neogregarin biyoassay ¢alismalarinda larvalarin doza gore 6liim zamanlari

Enfekteli Larva Sayis1
Uygulamalar

Enfeksiyon
6. 9. 11. 15. 16. 17.

(ookist/ml) "~ Oram (%)
Gin Gin Gin Gin Gin Gin Giin

1,8x10° 2 3 2 1 1 1 1 52,63
1,8x10° 1 2 1 0 1 1 1 35,58
1,8x10* 1 2 0 0 1 1 0 21,06
1,8x10° 0 1 0 0 0 1 0 5,26

10

=
=
o
o
o
o
o

0 (Kontrol)

Deney sonlandirildiginda dozaji 1,8x10° ookist/ml olan gruptaki 6liim yiizdesi %
52,63, dozaji 1,8x10° ookist/ml olan gruptaki olim yiizdesi % 35,58, dozaji 1,8x10%
ookist/ml olan gruptaki 6liim yiizdesi % 21,06, dozaji 1,8x10° ookist/ml olan gruptaki
olim yiizdesi % 5,26 olarak bulundu. Neogregarinler {iizerinde yapilan biyoassay
deneylerinin sonucunda, patojen dozunun azalmasi ile orantili olarak dogrusal bir azalma
goriilmektedir (Sekil 23).
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Neogregarin Biyoassay Deneylerinde
Larvalarin Doza Gore Oliim Yiizdeleri

20 - = Oliim Yiizdesi (%)
ol L

1,8x10° 1,8x10°  1,8x10°  1,8x10°
DOZAJ (ookist/ml)

Sekil 24. Neogregarin biyoassay ¢alismalarinda larvalarin doza gore 6liim yiizdeleri



4. TARTISMA

Diinya niifusunun hizli bir bi¢imde artmasiyla beslenme problemleri ortaya ¢ikmaya
baglamistir. Diinya niifusu ile kullanilabilir tarim alanlari arasindaki ters oranti bu
problemin ana sebeplerindendir. Niifus artis1 ile artan yapilasma, tarimsal arazinin yok
edilmesine yol a¢maktadir. Bundan otiiri, yalnizca birim alandan elde edilen iiriin
miktarinin arttirilmasi c¢aligmalar1 yeterli olmayip, iriinlerin iiretimden tiiketime kadar
gecen her asamada korunmasi da ¢ok 6nemlidir (Ferizli ve Emekgi, 2014).

Depolanmig tirinlerin tiikketimdeki payr diisiiniildiiglinde bu {rilinlerin korunmasi
gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Bu {irlinlerin korunmasi i¢in yapilan uygulamalar ise biiyiik
cogunlukla kimyasal madde kullanimina yoneliktir. Ancak kimyasal madde kullaniminin
yol actig1 olumsuzluklar nedeniyle son yillarda tartisilir hale gelmesi, alternatif miicadele
yontemleri lizerinde ¢alismalarin yapilmasina imkan saglamistir. Bu ¢alismalar arasinda
biyolojik miicadele faydalar1 bakimindan goz doldursa da bu alanda yapilan c¢alismalar
ithtiyact karsilamamaktadir.

Depolanmis tirlinlerde 6nemli derecede kayiplar meydana getiren un giivesi olarak da
bilinen E. kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) iizerinde son yillarda yapilan cesitli
caligmalar olsa da, bu ¢alismalar arasinda patojen tespitine yonelik ¢alisma sayisit yok
denecek kadar azdir. Ozellikle iilkemizde simdiye dek E. kuehniella'nin dogal hastalik
etmenleri {izerine bir ¢aligma yapilmamustir. Bu doktora tezinde, Lepidoptera grubuna ait
olan ve 6nemli bir depo zararlis1 olarak kabul edilen Akdeniz Un Giivesi (E. kuehniella
Lep.; Pyralidae)’nde hastalik olusturan etmenlerin varligi, karakterizasyonu ve bunlarin
biyolojik miicadelede kullanilma potansiyelleri irdelenmistir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda  E.  kuehniella  larvalarinda  Baculoviridae  familyasindan  bir
nucleopolihedrovirus, Nosematidae familyasindan bir mikrospor ve Lipotrophidae
familyasindan bir neogregarin tespit edilmistir.

Virus varligr tespitinde ilk olarak ele alinan 6zellik makroskobik belirtiler olmustur.
Bocegin dogrudan incelenmesiyle bazi larvalarda tespit edilen hareketlerde yavaslama,
beslenmeyi birakma davraniglar1 ve viicut formlarmin degistigi gozlenmistir. Bu
makroskobik belirtiler bunun tipik bir viral hastalik oldugunu géstermektedir. Coppel ve
Mertins, (1977) yaptig1 ¢alismada viriis varliginin konak hareketlerinde azalmaya ve viicut

yapisinda degisikliklere neden oldugunu rapor etmistir.
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Enfeksiyon varligindan siiphelenilen dokularin mikroskobik incelemelerinde dokuda
meydana gelen deformasyon, o6zellikle g¢ekirdegin dagilmasi, ¢ekirdek ve sitoplazmada
yogun gruplasmis belirgin sekillerin olmasi gibi saglikli dokulardan farklilik gésteren
belirtiler, literatiirde kayit altina alinan bir ¢ok enfeksiyon gibi virojenik bir enfeksiyonu
gelisim asamalar1 ile benzerlik gostermektedir (Evans ve Shapiro, 1997). Enfeksiyonun
gozlendigi bocek dokularinda tespit edilen gruplasmis yuvarlak yapilar enfeksiyona neden
olan viral etkenin olusturmus oldugu inkliizyon yapilaridir.

Baculoviridae familyasindan olan NPV virisleri 0,2-15 um c¢apindaki polihedral
inkliizyon yapilarina sahiptirler (Cunningham, 1988). Her bir viriisiin kendine 6zgii bir ¢ap
genisligi vardir. Bu nedenle bu tez siiresince tespit edilen NPV niin olusturmus oldugu PIB
yapilarindan tesadiifi olarak 50 tanesinin 6l¢iilmesi sonucunda tespit edilen virusun 1,97 +
0,46 (1-3,04) um capinda PIB yapilarina sahip oldugu tespit edilmistir. Bu sonug Tablo
9’da tilkemizden tespit edilen Lepidoptera orijinli NPV ler ile karsilagtirilmigtir. Tablodan
goriildiigli gibi burada tespit edilen viriis 1 pm ile 3,04 pum arasinda olduk¢a degisken
boyutlarda PIB olusturmustur.

Tablo 9. Ulkemizde baz1 Lepidoptera tiirlerinden izole edilen NPV PIB’lerinin

caplari
Konak Tir  Cap Kaynak
L. dispar 2,03+0,25um Yaman vd., 2012
L. salicis 2,08+0,31 (1,51-2,64) pm  Yaman, 2008b
M. neustria 1,64+0,52 um Yaman, 2003

E. kuehniella 1,97 £ 0,46 (1-3,04) um Bu ¢alismada

Bocek virtislerinin teshisi ve karakterizasyonunda yalnizca morfolojik 6zelliklerin
kullanilmasi her zaman yeterli degildir. Benzer makroskobik belirtiler kimi zaman baska
enfeksiyon kaynaklari sebebiyle de ortaya ¢ikabilir ve ¢ok da dikkatli olmayan gozlerden
kacabilir. Ayrica gozlemlenen inkliizyon yapilart ¢esitli bocek dokularinda bulunan
inorganik kristallerle karigtirilabilir. Bu nedenle bu c¢alismalarin 6zellikle elektron
mikroskobu c¢aligmalari ile desteklenmesi gerekir. Yapilan TEM calismalar viriisiin detayl
yapisinin ortaya ¢ikarilmasini saglamistir. Bu ¢aligmalar sonucunda Sekil 10°da goriildiigii

gibi tespit edilen virusun inkliizyon yapilart NPV viruslarinin PIB yapilarinin temel
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karakteristik 6zelligi olan hekzagonal kenarlara sahip olduklari tespit edildi. Bunun diginda
bu grup viriislerde ¢ok rastlanilmayan piramidal sekilli virion icermeyen inkliizyon yapilari
da gozlendi (Sekil 6). Bu 6zellik bu viriis i¢in en ayirt edici 6zellik olarak kaydedilmistir.

Tespit edilen NPV’nin her bir virionunun ig¢erdigi nukleokapsid sayisinin bir ya da
birden ¢ok oldugunu belirlemek i¢in yapilan elektron mikroskobu c¢alismalarindan bu
virusun her bir virionunun Sekil 7 ve 9°da goriildiigii gibi 1 ila 28 adet arasinda degisen
oranda nukleokapsid icerdigi belirlenmistir. Bilimoria (1986 ve 1991)’ya gére sahip
oldugu virionun igerdigi nukleokapsid sayisinin birden ¢ok olmasina dayanarak bu
NPV’nin bir MNPV (multi-niikleopolihedroviriis) oldugu anlasilmaktadir.

Tespit edilen viriisiin sahip oldugu niikleokapsid hacmi tilkemizde tespit edilen diger
Lepidoptera orijinli viriislerin niikleokapsid hacimleri ile karsilastirilmistir (Tablo 10).
Literatiirde Lepidoptera takimina ait boceklerden izole edilen meveut MNPV’ler ile bu
izolatin morfolojik ve anotomik yapilar1 karsilastirildiginda (Tablo 10), bu izolatin tespit
edilen diger viriislerden daha kiigiik nukleokapsidlere sahip oldugu ve her bir virionunda
literatiirdeki mevcut viriislerden daha fazla sayida niikleokapsid (bir virionda 28

nukleokapsid) bulundugu goriilmektedir.

Tablo 10. Ulkemizde bazi Lepidoptera tiirlerinden izole edilen NPV
niikleokapsidlerinin biiytikligli ve sayis1

Tiir Nukleokapsid Her viriondaki Kaynak
buyiikligi nukleokapsid sayisi

L. dispar 366,67+54,72 (312- 1-8 Yaman vd.,
500) x 42,95+6,12 2012
(30-47) nm

L. salicis 250-290 x 32-40 nm  1-12 Yaman,

2008b
M. neustria 240 x 35 nm 1-18 Yaman, 2003
E. kuehniella 190-270 x 30-40 nm  1-28 Bu ¢alismada

Tablo 10°da goriildiigii gibi, bu tez ¢alismasinda E. kuehniella’da tespit edilen viriis
her viriondaki niikleokapsid sayis1 bakimindan {ilkemizde tespit edilen diger viriisler

igerisinde en yliksek nukleokapsid sayisina sahip viriistiir.
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Yapilan literatur taramast sonucunda E. kuehniella’dan daha oOnce diinya
literatiiriine gegmis herhangi bir viriis kaydi bulunmadig1 goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda
tespit edilen viral etken bu alanda hem iilkemiz i¢in hem de diinya literatiirii i¢in ilk
calisma olma niteligini tasimaktadir. Bu doktora tezi siiresince yapilan morfolojik ve
ultrastriiktiirel calismalara ait veriler, tespit edilen viriisiin Baculoviridae familyasindan bir
NPV oldugunu ortaya koymustur. Ayrica gerceklestirilen TEM ¢aligmasiyla bu viriisiin
yapist detayli bir bigimde ortaya konulmustur. Literatiirde E. kueiniella’da tespit edilmis
bir baculoviriis yoktur. Bu nedenle ilk olan bu viriis, viriis isimlendirme kurallarina gore
Ephestia kuehniella multinucleopolyhedrovirus (EpkuMNPV) olarak isimlendirilmistir.
Bakiiloviriisler zararli bocekler ile miicadelede etkili bir sekilde kullanilan ve ticari olarak
iretilen biyolojik insektisidlerdir. Burada tespit edilen viriis diinya literatiirii i¢in ilk olup,
E. kuehniella ile miicadelede 6nemli bir boslugu dolduracaktir.

Bu tez ¢alismasinda, 6nemli bir depo zararlis1 olan E. kuehniella’da tespit edilen bir
diger etmen protistlerden Mikrospora subesine ait bir patojendir. Ultrastriiktiirel ¢calismalar,
patojenin polar filament ve polaroplast yapisina sahip oldugunu, bununla birlikte
mitokondri icermedigini géstermistir. Bu karakterler Mikrospora grubunun temel
karakterleri olup sadece bu grup tiyelerinde bulunur (Larsson, 1986; Canning ve Vavra,
2000). Bu nedenle tespit edilen patojenin bir mikrosporidyum oldugu kesindir. Bu
mikrosporidyum iilkemizde E. kuehniella’da tespit edilen ilk ve tek mikrosporidyumdur.

Tespit edilen mikrosporidyum patojeni iizerinde yapilan morfolojik, ultrastriiktiirel
ve molekiiler ¢caligsmalar patojenin Vairimorpha cinsine ait bir patojen oldugunu gésterdi.
Vairimorpha cinsi biri serbest diplokaryotik digeri bir spor kesesi ig¢inde 8 sporlu
(oktospor) olmak tizere disporoblastik bir gelisim gostermesiyle karakterize edilir (Malone
ve Canning, 1982). Bu tez siiresince, hem serbest diplokaryotik sporlar hem de 8 sporlu
spor keseleri gozlenerek, bu yapilar 151k ve TEM mikroskobu ile gosterilmistir. Literatiirde,
E. kuehniella’dan Vairimorpha cinsine ait bir tiir kaydi mevcuttur. Bu tiir V. ephestia
olarak isimlendirildi (Weiser ve Purrini; 1985). Bu tiir ilk olarak Thelohania ephestiae
olarak, sonra da Octosporea ephestiae olarak tanimlanmustir.

Bu tez calismalarinda tespit edilen mikrosporidyumun ¢ogunlukla konakta yag doku,
malpigi tiipleri, bagirsak, salgt bezleri gibi doku ve organlar enfekte ettigi gozlenmistir.
Doku segiciliginde, tespit edilen patojen E. kuehniella’da tespit edilen V. ephestia (Weiser

ve Purrini, 1985) ile benzerlik gostermektedir.
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Mikrosporidyumlar i¢in spor morfolojisi ve boyutlar tiirler arasinda ve ayn tiiriin
farkli cografik izolatlarinin karsilagtirilmasinda 6nemli bir karakterdir. Bu tez ¢alismasinda
tespit edilen mikrosporidyum etmenine ait spor ebatlar1 agisindan [4,00 + 0,38 (3,06-4,54)
x 1,74 £ 0,20 (1,41-2,28) um ] enfekte ettigi konaga sistematik olarak yakin konaklar1
enfekte eden mikrosporidyum tiirlerinden farklilik gostermistir. Tanimlanan
mikrosporidyum tiirii, spor ebatlar1 agisindan Lepidoptera kaynakli diger Vairimorpha
tirlerinden, 6rnegin V. imperfecta (4,3-2,0 um) (Canning vd., 1999), V. mesnili (3,84-1,82
um) (Malone ve Mclvor, 1996) ve V. disparis (5,1-2,6 um) (Vavra vd., 2006)’den farklilik
gosterirken, V. ephestiae (4,0-2,0 um) (Weiser ve Purrini, 1985) ile benzerlik gostermistir.

Ayrica, E. kuehniella’ya yakin tiir olarak bilinen diger bir depo zararlisi olan
Plodia interpuctella’dan tespit edilen ve ilk teshis olan N. plodiae (3,83 + 0,34 um x
1,71 + 0,.22 um) (Kellen and Lindegren, 1969)’dan ve sonraki diizletilmis tiir olan V.
plodiae (5,12 = 0,05 um x 2,90 + 0,03 um) (Malone ve Canning, 1982)’dan kayda deger
oranda farklilik gostermektedir.

Mikrosporidyumlara ait sporlarin ultrastriiktiirel yapilarina ait karakterler, 6zellikle
yakin tiirlerin karsilastirilmasinda énemli faydalar saglar (Yaman vd., 2005; 2011). Bir ¢ok
Vairimorpha tiirtiniin ultrastriiktiirel yapis1 detayl bir sekilde ¢alisilmistir (Canning vd.,
1999; Vavra vd., 2006). Elde edilen bilgiler, yine lepidopterleri enfekte eden literatiirdeki
yakin diger Vairimorpha tiirlerine ait 6zellikler ile karsilagtirilmigtir. Bu tez ¢alismasinda
tespit  edilen  mikrosporidyum  10-11  polar filament kivrimina  sahiptir.
Mikrosporidyumlarin ~ sahip  olduklar1  polar filament kivrim sayist tiirlerin
karsilastirilmasinda 6nemli bir taksonomik kriterdir. Bu tezde tanimlanan patojenin polar
filament kivrim sayist (10-11) Lepidoptera kaynakli diger Vairimorpha tiirlerinden,
ornegin V. necatrix (10-15 kivrim) (Maddox ve Sprenkel, 1978), ve V. ephestiae (14-16
kivrim) (Weiser ve Purrini, 1985)’dan belirgin bir sekilde, Vairimorpha disparis (11-13
kivrim) (Vavra vd., 2006)’den ise nispeten farklilik géstermektedir.

Elde edilen morfolojik, ultrastriiktiirel ve molekiiler calismalara ait veriler
tilkemizde E. kuehniella’dan tespit edilen mikrosporidyumun, diinyada yine bu zararlidan
izole edilen Vairimorpha ephestia ile bazi temel taksonomik karakterlerde benzerlik
gosterdigini ortaya koymaktadir. Ancak polar filament sayisinda belirgin bir farklilik
vardir. Bu zamana kadar iilkemizde E. kuehniella’dan herhangi bir mikrosporidyum kaydi
mevcut degildir. Bu tez caligmasinda tanimlanan mikrosporidyum patojeni, lilkemizde E.

kuehniella’da tespit edilen ilk mikrosporidyum olmasmnin yanisira, ayni zamanda



63

tilkemizde Vairimorpha cinsine ait ilk mikrosporidyum tiiriidiir. Bu nedenle tespit edilen
patojen, V. ephestia nin bir Tiirk izolat1 olarak belirlenmistir. Tiirkiye yedi farkli cografik
bolgesiyle farkli cografik sartlara sahiptir. Literatiirde, ayni tiirtin farkli cografik
izolatlarinin farkli insektisidal etki gosterdigi bir ¢ok calisma ile teyit edilmistir. Bu agidan
bu tez ¢alismasinda tanimlanan mikrosporidyum ayr1 bir degere sahiptir.

Bu calismada, tespit edilen son patojen ise protistlerden Apicomplexa subesine ait
bir neogregarindir. Tez siiresince yiiriitiilen makroskobik ve mikroskobik ¢alismalar bunu
kanitlar niteliktedir. Enfeksiyonlu bocek larvalarinin hareketlerinde belirgin bir sekilde
yavaglamanin olmasi, besin almay1 azaltmalar1 ve kiitikiil renginin degismesi gozlemleri
makroskobik olarak enfeksiyonun tespitinde faydali oldu. Isik mikroskobu ¢alismalarinda
ise genel olarak neogregarinler limon seklindeki sporlart sayesinde ayirt edilmistir.
Gergeklestirilen TEM ¢alismalarinda limon sekilli ookistlerde 8 sporozoit ve polar kutuplar
net bir sekilde goriintiilenmistir. Biitiin bu karakterler Valigurova ve Koudela’nin 2006’da
belirttigi gibi Mattesia dispora ile ortiismektedir. Bu patojen E. kuehniella’dan, tilkemizde
tespit edilen ilk ve tek neogregarin olma 6zelligini tagimaktadir.

Bu doktora tezinde tespit edilen neogregarinin ¢ogunlukla konagin yag dokusunda ve
hemolenfinde enfeksiyon yaptigi gozlendi. Tespit edilen patojen doku segiciliginde daha
once E. kuehniella’da tespit edilen M. dispora (Valigurova ve Koudela, 2006) ile benzerlik
gostermektedir.

Tablo 11°de goriildiigii gibi bu doktora tezinde tespit edilen patojen spor ebatlari
acisindan 12,88 + 0,67 (11,70-14,18) um x 6,58 + 0,46 (5,89-8,49) um) daha once E.
kuehniella’dan tespit edilen M. dispora’dan (13,75 x 6,25 um) (Valigurova ve Koudela,
2006) farklilik gostermektedir.

Tablo 11. Baz1 Mattesia tiirlerine ait spor boyutlari

Tiir Spor boyutu Enfeksiyon Kaynak
Goriilen Organ

M. dispora 13,75 x 6,25 um Yag doku ve Valigurova ve
hemolenf Koudela, 2006

M. grandis 9-10,9x4,9-11,3 um  Yag doku McLaughlin, 1965

M. schwenkei  16,3-21,2 X6,3-10.5um  Yag doku Purrini, 1978

M. oryzaephili 12 X 7 um Yag doku Ormieres, 1971

Mattesia sp. 11 X 6 pm Yag dokuda Yaman ve Radek, 2008

M. dispora 12.88 x 6.58 pm Hemolenfte Bu ¢alismada
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M. dispora’nin ozellikle enfeksiyon yaptigi bocek yapilart g6z Oniinde
bulunduruldugunda, patojenin konak bdcekte hizla ¢ogalmasinin kacinilmaz oldugu ve
olusan enfeksiyonun oliimciil oldugu bilinmektedir (Valigurova ve Koudela, 2006).
Patojenin bu 6zelligi biyolojik kontrol ajani1 olarak kullanilmasi fikrini desteklemektedir.
Gergeklestirdigimiz morfolojik ve ultrastriiktiirel ¢alismalarla E. kuehniella’dan tespit
edilen neogregarin patojeninin, diinyada bu zararlidan izole edilen M. dispora’nin temel
taksonomik karakterlerine benzerlik gosterdigi kanitlanmistir. Bu tespit, tilkemizde
simdiye dek E. kuehniella’dan tespit edilen ilk neogregarin olup, bunun yani sira Mattesia
cinsine ait ilk tirdiir. Dolayisiyla tespit edilen patojen, M. dispora’nin Tiirk izolati olarak
belirlenmistir. Ayni tiiriin farkli cografik izolatlarinin farkli insektisidal etki gosterdigi
diistiniildiiginde bu ¢alismada tanimlanan neogregarinin énemi artmaktadir.

Bu doktora tezinde, disekte edilen E. kuehniella ergin, pupa ve larvalarinda
bakuloviriis, mikrosporidyum ve neogregarin etmenlerinin karakterizasyonunun yanisira
bu patojenlerin varlig1 ve dagilimi da detayli bir sekilde irdelenmistir.

Yapilan literatiir taramasinda E. kuehniella’da tespit edilen patojenlerden sadece
neogregarinler iizerine yapilmis bir dagilim g¢alismasi mevcuttur. Bu g¢alisma Purrini
(1976)’nin  Yugoslavya’nin Kosova kentindeki dokuz bolgede depo zararlist bocekler
tizerinde yaptig1 calismadir. Purrini ¢aligmasinda bdcekleri topladigi dokuz bolgeye ait
degirmenlerin tamaminda E. kuehniella’da M. dispora tespit ettigini bildirmistir (Lord,
2003). Ayni ¢alismada bazi diger lepidopterler de enfeksiyon varligi agisindan
incelenmistir. Yine dokuz bolgeden toplanan Plodia interpunctella 6rneklerinin sadece iig
bolgede toplananlarinda M. dispora tespit edilmistir (Purrini, 1976). Bu tez ¢aligmasinda
da Purrini (1976)’nin ¢alismasina benzer sekilde, M. dispora toplanan tiim bolgelerdeki
E.kuehniella orneklerinde tespit edilmistir. Purrini(1976) ¢alismasinda enfeksiyonun
bocegin hangi hayat evresinde ve ne oranda oldugunu belirtmezken, bu tez ¢alismasinda
enfeksiyonun larvalarda daha yogun oldugu tespit edilmistir. Bu ag¢idan bu calisma
literatiirde tespit edilen 6nemli bir boslugu dolduracak niteliktedir.

2013 yilinda Trabzon’da bir findik fabrikasindan toplanan erginlerin laboratuvarda
yetistirilen larvalarinda % 1,23 oraninda tespit edilen viriis enfeksiyonu diinyada ilktir. Bu
oran her ne kadar diisiik gibi goriinse de daha once hig viriis tespiti yapilmamis olmasi bu
degeri anlamli kilar. Ayrica benzer olarak D’Amico ve Slavicek (2012)’in yine bir
lepidopter olan Lymantria dispar larvalarinda tespit ettigi LAMNPV enfeksiyonunun

yiizdesi de % 3,8’dir. Bu oranin diisiik olmasinda viriis enfeksiyonlarinin bocegin erken
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larval gelisimi esnasinda kisa siirede Oliimiine yol agmasi, bdylece ilerleyen hayat
evrelerine ulasamamasi (D’Amico ve Slavicek, 2012) etken olabilir. Bocek gelisim
evrelerini tamamlayamadan kisa silirede oliim goriiliir ve buna bagli olarak incelenen
larvalarda 6liim yiizdesi diisiik olabilir.

2012 yilinda Trabzon’dan toplanan E. kuehniella erginlerinden laboratuvarda
yetistirilen nesillerdeki mikrosporidyum enfeksiyonuna bocegin ergin ve pupa safhalarinda
rastlanmamisgtir. Bocegin larval evresinde ise enfeksiyon orani % 8,73 olarak tespit
edilmistir. Rize ili igin yapilan incelemelerde de 2012 yilina ait enfeksiyon verilerinde
(Tablo 5) Trabzon verilerine benzerlik gostermektedir. Rize’den alinan 6rneklerde ergin ve
pupa evrelerinde enfeksiyon goriilmezken, larvalardaki enfeksiyon %14,45 olarak 6l¢iildii.
2013 yilinda ise enfeksiyon orant %11,49 seklindedir. Depolarda yapilan fiimigasyon
uygulamalar1 ayn1 depodan bir sonraki sene bocek temin edilememesine yol agmistir. Bu
nedenle 2012 yilinda toplanan erginlerle, 2013 yilinda toplanan erginlerin toplanma yerinin
ayni olmamasi enfeksiyon oranlarinin arasinda kesin bir bag kurulamamasina yol agmustir.

Yine 2012 ve 2013 yillart Rize ve Trabzon illeri i¢in birlikte ele alindiginda
Rize’deki % 11,17’lik enfeksiyon orani, Trabzon’daki % 10, 85’lik enfeksiyon oraninin
az farkla Oniine gegmektedir.

Neogregarinlerin konak bocekte hizla ¢ogalip ve depo zararlisi bocekler iizerinde
olimciil enfeksiyonlar ortaya c¢ikardigi g6z Oniinde bulunduruldugunda bu etkileri
biyolojik miicadele ajani olarak kullanilmalarinin 6niinii agar (Lipa ve Triggiani, 1992;
Kleespies vd., 1997; Valigurova ve Koudela, 2006). Finlayson, 1950 yilinda yaptigi
caligmada oran vermese de E.kuehniella’nin neogregarin patojenine duyarli oldugunu
belirtmistir. Bundan sonra 1972 yilinda Leibenguth tarafindan yapilan calismada M.
dispora’nin E. kuehniella’y: enfekte ettigi bildirilmistir.

2012 yilinda Trabzon’dan toplanan E. kuehniella erginlerinden laboratuvarda
yetistirilen nesillerdeki neogregarin enfeksiyonuna bdcegin pupa ve larva sathalarinda
rastlandi. Bécegin pupa evresindeki enfeksiyon oran1 %83,33, larva evresindeki enfeksiyon
orani1 ise %38,83 olarak tespit edildi. Normalde larvalarin pupaya gore enfeksiyon
direncinin daha diisiik oldugu bilindigi halde (D’Amico ve Slavicek, 2012)  buradaki
enfeksiyon oranlari bu durumun tersini ortaya koymaktadir. Disekte edilen larva sayis1 206
enfeksiyon gozlenen larva sayisi ise 80 iken, disekte edilen pupa sayisi 12 enfekte olan
pupa sayist ise 10°dur. Yani, enfeksiyon ylizdelerinden bagimsiz olarak durum

degerlendirildiginde, larvada goriilen enfeksiyonun ¢ok az da olsa bdcegin pupaya
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gecmesine miisaade ettigi ancak yine de bu evreden sonra bocegin enfeksiyon sebebiyle
pupadan ergine doniisemedigi disiiniilebilir. Pupada enfeksiyon yiizdesinin yiiksek
c¢itkmast bu durumla agiklanabilir. 2013 yili Trabzon oOrneklerine bakildiginda ise
enfeksiyon yiizdelerinin artmis oldugu tespit edilmistir. Enfeksiyon ylizdeleri erginde
%12,5, pupada % 87,5 ve larvada % 86,41 seklindedir. 2012 yilinda E. kuehniella
erginlerde enfeksiyona rastlanmazken 2013 yilinda yapilan ¢alismalarda disekte edilen 16
erginden 2’sinde neogregarin enfeksiyonu gozlenmistir. Rize ili i¢in yiiriitiilen
caligmalarda ise 2012 yilinda ergin ve pupadaki boceklerde enfeksiyona rastlanmazken
larvalardaki enfeksiyon yiizdesi % 49,40 olarak tespit edildi. Benzer durum 2013 y1l1 igin
de gegerlidir. 2013 yilinda yapilan incelemelerde yine ergin ve pupadaki boceklerde
enfeksiyon goriilmezken larvalardaki enfeksiyon yiizdesi % 46,46 olarak saptanmistir.
Rize ilinde 2012 ve 2013 yilinda boceklerin toplandigi depolar farkli oldugundan
enfeksiyon yiizdeleri arasinda kesin bir baglanti kurulamasa da depolarin ozellikleri
acisindan benzer olmalar1 (iki depo da hububat ve iiriinleri {izerine toptanc1 deposudur)
enfeksiyon ylizdelerinin birbirine yakin ¢ikmalarini ifade edebilir.

Bu ¢alismada mikrosporidyum ve neogregarin ile yapilan biyoassay deneyleri, bu iKi
hastalik etmeninin E.kuehniella’da enfeksiyona yol actigini teyit eder niteliktedir.
Uygulanan en yiiksek dozajlarda (mikrospor i¢in 1,6x10" spor/ml, neogragarin i¢in
1,8x10° ookist/ml) neogregarin enfeksiyonun (% 52.63), yine bu doktora tezinde yapilan
dagilim ¢aligmasindaki gibi, mikrospor enfeksiyonundan (% 42,10) daha 6ldiiriicti oldugu
tespit edilmistir.

Bu ¢alismada yapilan biyoassay deneylerinde ilk oliim, mikrospor deneyinde 7.,
neogregarin deneyinde ise 6. ginde gorilmistir. Down vd. (2008)’nin, bir
mikrosporidyum olan Vairiomorpha necatrix ile Lacanobia oleracea (Lepidoptera:
Noctuidae) tlizerinde yaptiklar1 ¢alismada ilk 6lim 6,710’ spor/mg’lik dozajda 9. giinde
goriilmiistiir. Yine bir neogregarin olan Mattesia oryzaephili’nin, Cryptolestes ferrugineus
(Coleoptera: Laemophloeidae) Oryzaephilus surinamensis (Coleoptera: Silvanidae)
Cephalonomia spp. (Hymenoptera: Bethylidae) bdcekleri iizerinde yapilan benzer bir
calismada boceklerin incelenmesi igin 14 giin beklenmistir. Ayni calismada sabit bir
enfeksiyon yiizdesiyle calisilmis olup, enfeksiyon yiizdesi 10" ookist/mI’dir (Lord, 2006).
Bu doktora tezi ¢alismasinda ise 4 farkli enfeksiyon yiizdesinin bocek larvalart tizerindeki

etkisi arastirildi ve 6len larvalar dldiikleri giin incelenmistir. Her iki enfeksiyon etkeni i¢in
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de bizim c¢alismamizda ilk Oliimler literatiirdeki diger calismalardan daha erken

goriilmiistiir. Bu nedenle bu tez ¢alismasi daha ayrintili bilgiler vermektedir (Tablo 12).

Tablo 12. Plodia interpunctella’da Mattesia oryzaephili enfeksiyon yiizdeleri ile
E.kuehniella’da Mattesia dispora enfeksiyon yiizdelerinin karsilastiriimasi

Bocek Tiiri Uygulanan Doz  Deneyin Siiresi ~ Enfeksiyon  Kaynak
(ookist/) (gilin) Yiizdesi(%)

P.interpunctella  1,0x10%j 21 6,25 Lord, 2003
P. interpunctella  1,0x10°g 21 79,16 Lord, 2003
P. interpunctella  1,0x10°ml 14 9,09 Lord, 2003
E. kuehniella 1,8x10°ml 21 52,63 Bu ¢alismada
E. kuehniella 1,8x10° ml 21 35,58 Bu calismada
E. kuehniella 1,8x10% ml 21 21,06 Bu calismada
E. kuehniella 1,8%x10° ml 21 5,26 Bu ¢alismada

E. kuehniella iizerinde daha dnce boyle bir deney yapilmadigindan ona yakin oldugu
diisiiniilen P. interpunctella igin gergeklestirilen deneyle kiyaslama yapilmistir. Yakin
dozajlarda yiiksek doz igin P. interpunctella’daki enfeksiyon yiizdesi E. kuehniella’dan
yiiksek iken diisiik dozda E. kuehniella’daki enfeksiyon yiizdesi P. interpunctella’dan
yiiksek ¢ikmistir.

Enfeksiyon yapan neogregarinlerin konak segiciligi ilizerine ¢ok az c¢alisma
yapilmistir. Lord (2003) yaptigi ¢alismada, Purrini (1976, 1977)’nin Yugoslavya’nin
Kosova kentindeki dokuz bolgede depo zararlisi bocekler tlizerinde yaptigr ¢aligmada E.
kuehniella’da M. dispora tespit ettigini bildirmistir.

Literatiirde yer alan cok az bilgiye ragmen bu ¢alismada tespit edilen NPV,
M.dispora’nin ve V. ephestia’nin Akdeniz Un Giivesi E.kuehniella iizerinde etkili oldugu
goriilmiistiir. Ozellikle M. dispora’nin etkisi incelenen diger patojenlere gore daha fazladir.
Bu durum bu patojenlerin biyolojik kontrol ajan1 olarak kullanilabileceklerini
gostermektedir.

M. dispora’nin ve V. ephestia’ya gore daha diisiik dozlarda daha yiiksek Oliim
yiizdelerine yol agmas1 M.dispora’yr mikrobiyolojik kontrol ajani olarak V. ephestia’nin

Oniine gegirebilir.
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Gerek E. kuehniella erginlerinden laboratuvarda yetistirilen nesillerin diseksiyonlart,
gerekse biyoassay deneylerinin sonuglarr, M. dispora’nin ve V. ephestia’nin, E. kuehniella
popiilasyonunu azalttigin1 gostermektedir. Bu azalmaya bagl olarak, bdcegin zararina
maruz kalan depolarda bu patojenlerin biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmasiyla
kimyasal yontemlerin olumsuz etkilerinden kurtulmak miimkiin olacaktir. Ayrica iiriinde

olusan zarar da dogal yollardan en aza indirgenebilecektir.



5. SONUCLAR

Bu doktora tezi sliresince elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde verilmistir.

1- Lepidoptera takimima ait olan Akdeniz Un Giivesi E. kuehniella bdceklerindeki
entomopatojenlerin karakterizasyonu, varligt ve dagilimi ayrintili bir sekilde
calisiimustir.

2- 2012-2013 yillart arast Trabzon, Rize ve Ankara illerinden toplam 1030 bocek
incelenmistir. Bunlarin 472’si ergin, 20’si pupa ve 538’1 larvadir. Caligma boyunca
incelenen erginlerin 409°u Trabzon ilinde bulunan feromon tuzaklarindan alinmastir.

3- Yapilan incelemeler sonucu E. kuehniella 6rneklerinde bir viriis, bir neogregarin ve bir
mikrospor patojeni tespit edilmistir.

4- E. kuehniella 6rneklerinden tespit edilen viriis patojeninin, 11tk mikroskobu ve TEM ile
yapilan 6l¢tim ve karsilagtirmalar sonucunda EpKUMNPV oldugu goriilmiistiir.

5- Bu tez ¢alismasinda E. kuehniella 6rneklerinden tespit edilen EpkuMNPV, diinya
literatiiriinde yeni kayuttir.

6- E.kuehniella orneklerinden tespit edilen Mikrospor patojeninin, 1sik mikroskobu ve
TEM ile yapilan 6l¢tim ve karsilastirmalar sonucunda Vairiomorpha ephestia oldugu
goriilmiistiir.

7- Bu tez caligmasinda E. kuehniella 6rneklerinden tespit edilen Vairiomorpha ephestia,
Tiirkiye i¢in yeni kayittir.

8- E. kuehniella 6rneklerinden tespit edilen neogregarin patojeninin, 1sik mikroskobu ve
TEM ile yapilan 6l¢iim ve karsilastirmalar sonucunda Mattesia dispora oldugu
gorilmiistiir.

9- Bu tez ¢alismasinda E. kuehniella 6rneklerinden tespit edilen Mattesia dispora, Tiirkiye
i¢cin yeni kayittir.

10- 2012 yili genel enfeksiyon oranlar1 V. ephestia i¢in % 13,33, M. dispora iginse %
38,99 seklindedir.

11- 2013 yili genel enfeksiyon oranlar1 V. ephestia i¢in % 8,93, M. dispora icinse % 68,42
seklindedir.

12- 2012-2013 yillar1 aras1 Trabzon iline ait V. ephestia enfeksiyon oran1 % 11,89, Rize

iline ait V. ephestia enfeksiyon oram1 % 11,17; Trabzon iline ait M. dispora



70

enfeksiyon orani % 58,95, Rize iline ait M. dispora enfeksiyon orani1 % 44,14 olarak
bulunmustur.

13- 2012 yilinda Trabzon ilinde tespit edilen V. ephestia enfeksiyon oran1 % 7,56, M.
dispora enfeksiyon oran1 % 37,81 iken; ayni yil i¢in Rize ili enfeksiyon oranlar1 V.
ephestia i¢in % 10,10, M. dispora iginse % 41,83 olarak tespit edilmistir.

14- 2013 yilinda Trabzon ilinde tespit edilen EpKkuUMNPV enfeksiyon orant %1,23, V.
ephestia enfeksiyon oran1 % 15,05, M. dispora enfeksiyon oran1 % 80,10 iken; ayn1
yil igin Rize ili enfeksiyon oranlar1 V. ephestia ig¢in % 10,10, M. dispora iginse %
46,46 olarak tespit edilmistir.

15- 2012-2013 yillarina ait erginlerdeki enfeksiyon yiizdesi %0,19, pupalardaki enfeksiyon
yiizdesi % 1,65, larvalardaki enfeksiyon yiizdesi ise % 35,43 olarak bulunmustur.

16- Enfeksiyonlarin en ¢ok goriildiigii evrenin % 35,43 ile larva evresi oldugu tespit
edilmistir.

17- Ankara iline ait E. kuehniella larvalari izerinde V. ephestia ve M. dispora patojenleri
kullanilarak biyoassay deneyleri yapilmistir.

18- V. ephestia ile yapilan deneylerde dozajlar 1,6x107 (spor/ml), 1,6x10° (spor/ml),
1,6x10° (spor/ml), 1,6x10*spor/ml) ve kontrol grubu seklinde belirlenirken; M.
dispora dozajlar1 1,8x10° (ookist/ml), 1,8x10° (ookist/ml), 1,8x10* (ookist/ml),
1,8x10° (ookist/ml) ve kontrol olarak belirlenmistir.

19- V. ephestia deneyinde en yiiksek enfeksiyon yiizdesi % 42,10 ile 1,6x10" (spor/ml)
dozajinin uygulandigi grupta; M. dispora deneyindeki en yiiksek enfeksiyon yiizdesi
ise % 52, 63 ile 1,8x10° (0okist/ml) dozajimin uygulandigi grupta goriilmiistiir.

20- V. ephestia deneyinde ilk 6lim 7.; M. dispora deneyindeki ilk 6liim ise 6. giinde

gorilmiistiir.



6. ONERILER

Depolanmig tarimsal {iriin ve gidalar beslenmemizde ve ekonomimizde 6nemli yer
tutar. Bu tirlinlerin korunmasi iiretici, isletmeci ve ihracatgilar agisindan oldukg¢a 6nemlidir.
Ancak bugiline kadar bu iriinleri korumak adina yapilan uygulamalarda kimyasal
yontemler kullanilmistir. Uygulanan kimyasal yontemlerin hem ¢evre hem de insan sagligi
tizerinde ciddi olumsuz etkileri vardir. Bu nedenle, biyolojik miicadele, hedef canlinin
disindaki canlilara zarar vermemesi, c¢evreye duyarli olmasi nedeniyle kimyasal
miicadeleye 1yi bir alternatiftir.

Bu tez sonucunda tespit edilen EpkuMNPYV, Vairiomorpha ephestia ve Mattesia
dispora 6nemli bir depo zaralisi olan E. kuehniella ile miicadelede alternatif olarak
kullanilmahidir. Bdylece bu zararliyla miicadelede kullanilan kimyasallarin olumsuz
etkileri ortadan kaldirilmis olacaktir.

Tespit edilen virlisiin konak spektrumu ve etki orani rekombinant teknikler
kullanilarak gelistirilebilir. Viriisiin genomik kiitiiphanesi olusturularak biyoteknolojide
kullanilma imkanlart arttirilabilir. Ayrica bu ¢alismada bulunan viriis diinya igin ilk kayit
oldugundan diger iilkelerde de varligi arastirilabilir. Yapilacak biyoassay deneyleriyle
patojenin patojenitesi ve biyolojik miicadele amacli uygulanabilecek 6liimciil dozlar tespit
edilebilir. Tespit edilen neogregarin ve mikrosporidyum patojenleri iilkemiz igin ilk
tespitler oldugundan, {ilkemizin baska boélgelerinde bulunan depolardaki varliklar
arastirilabilir. Bulunan patojenlerin boceklerin gelisim sathalarini, beslenmelerini ve
yumurta birakmalarint ne Olgiide etkiledigi arastirilabilir. Bu patojenlerin molekiiler
karakterizasyonlar1 da daha detayli olarak yapilabilir. Bu ¢alisma iilkemizde bu alanda
yapilan ilk calisma olmasi nedeniyle, bu alanda calisacak diger arastirmacilar i¢in 6rnek

alinacak temel bir ¢alisma olacaktir.
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