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ONSOz

“Karaaga¢ Yaprak Bocegi (Xanthogaleruca luteola Muller; Coleoptera:
Chrysomelidae)’ nde Yeni Bir Microsporidia (Protista) Cinsinin Karakterizasyonu” adli bu
doktora tezi gerek diinya gerckse iilkemizde karaaga¢ (Ulmus) tirleri Gzerinde biyuk
zararlara neden olan Karaaga¢ Yaprak Bocegi (Xanthogaleruca luteola Muller)’nin
biyolojik mucadelesinde kullanilma potansiyeline sahip yeni bir mikrosporidium cinsi ve tip
trindn karakterizasyonu Uzerine énemli bilgiler sunmaktadir.
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deneyim ve yorumlarini benimle paylasan, davetimizi kirmayip tez savunma giiniimde
bizimle birlikte olup tez savunmama istirak eden ¢ok degerli hocalarim basta Prof. Dr.
Mehmet Cemal OGUZ ve Dog. Dr. Serkan GUL hocalarima tesekkiirii bir borg bilir ve
minnettarli§imi sunarim.
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TEZ ETIK BEYANNAMESI

Doktora tezi olarak sundugum “Karaaga¢ Yaprak Bocegi (Xanthogaleruca luteola
Muller; Coleoptera: Chrysomelidae)’nde Yeni Bir Microsporidia (Protista) Cinsinin
Karakterizasyonu” baslikli bu ¢alismayi bastan sona kadar danismanim Prof. Dr. Ufuk
BULBUL’iin  sorumlulugunda tamamladigimi, oOrnekleri kendim  topladigimi,
deneyleri/analizleri 1ilgili laboratuvarlarda yaptigimi/yaptirdigimi, bagka kaynaklardan
aldigim bilgileri metinde ve kaynakc¢ada eksiksiz olarak gosterdigimi, calisma siirecinde
bilimsel aragtirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim 24/05/2018.
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Doktora Tezi
OZET

KARAAGAC YAPRAK BOCEGI (XANTHOGALERUCA LUTEOLA MULLER;
COLEOPTERA: CHRYSOMELIDAE)’NDE YENI BiR MICROSPORIDIA
(PROTISTA) CINSININ KARAKTERIZASYONU

Cagr1 BEKIRCAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Biyoloji Anabilim Dalt
Danisman: Prof. Dr. Ufuk BULBUL
2017, 64 Sayfa, 2 Ek Sayfa

Bu doktora tezinde; diinyada ve iilkemizde karaagac tiirleri (Ulmus sp.) Uzerinde
onemli derecede zarar meydana getiren Karaaga¢ Yaprak Bocegi (Xanthogaleruca luteola
Muller; Coleoptera: Chrysomelidae)’'nde dogal olarak enfeksiyona neden olan yeni bir
mikrosporidium cinsinin ve tip tilirlinlin karakterizasyonu yapilmistir. 2014 ve 2015 yillar
boyunca Tiirkiye’ nin farkli cografik bolgelerini temsil eden 5 ilde yapilan arazi ¢alismalari
ile farkli gelisim donemlerindeki 3217 adet X. luteola bireyi toplanmis ve enfeksiyon tespiti
i¢in laboratuvar ortaminda diseksiyon islemleri gerceklestirilmistir. Istanbul ilinde yapilan
arazi ¢alismalart sonucu toplanan X. luteola bireylerinde mikrospor enfeksiyonu tespit
edilmistir. Boceklerin disekte edilmesi ile hazirlanan taze preparatlarda patojenin boyu 4,25
+ 0,52 (3,3-6,35; n = 500) pm, eni ise 2,12+ 0,25 (1,45-2,91; n = 500) um olarak
Olclilmiistiir. Enfeksiyonun konagin yalnizca bagirsak dokusunda gelistigi goriilmiis ve
yapilan Giemsa calismalar1 ile patojenin hayat safhalari tespit edilmistir. Elektron
mikroskobisi (TEM) ile patojenin ultrastrikttrel yapisi belirlenmistir. Spor sathasi tizerinde
yapilan ultrastriiktiire] incelemeler sonucunda patojenin; monokaryotik oldugu,
polarfilament sayisinin 11, spor duvari kalinliginin 75-115 nm ve polar filament ¢apinin 67-
79 nm oldugu tespit edildi. Ultrastriiktiirel karakterler bu patojenin, bilinen mikrosporidium
cinslerinden farkli yeni bir cins oldugunu gostermektedir. Yapilan molekiiler ¢alismalarin
sonuclar1 da elektron mikroskobisi sonuglarini desteklemektedir. Sonug olarak bu doktora
calismasi ile X. luteola bireylerinde tespit edilen bu patojenin bu ¢alisma ile tanimlanan

Rugispora cinsinden Rugispora istanbulensis n. gen., n. sp. olarak tanimlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Xanthogaleruca luteola, Mikrosporidium, Rugispora istanbulensis,
Karakterizasyon, Entomopatojen
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PhD. Thesis
SUMMARY

CHARACTERIZATION OF NEW MICROSPORIDIA (PROTISTA) GENUS FROM
ELM LEAF BEETLE (XANTHOGALERUCA LUTEOLA MULLER; COLEOPTERA:
CHRYSOMELIDAE)

Cagri BEKIRCAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ufuk BULBUL
2017, 64 Pages, 2 Appendix Pages

In this PhD thesis; characterization of a new microsporidium genus and type species
of naturally occurring infection was carried out in the elm leaf beetle (Xanthogaleruca
luteola Muller; Coleoptera: Chrysomelidae), which has caused considerable damage to the
species of elm (Ulmus) in the world and in our country. During the period of 2014-2015,
3217 X. luteola individuals in different developmental periods were collected by field studies
in 5 provinces representing different geographical regions of Turkey and dissection was
performed in the laboratory for infection detection. Microspore infection was detected in the
X. luteola individuals collected after the field studies done in Istanbul province. Pathogen
dimensions were measured as 4.25 + 0.52 (3.3-6.35; n =500) x 2.12 + 0.25 (1.45-2.91; n=
500) in fresh preparations of dissected larvae. Infection was found only in the intestine and
the life cycle of the microsporidian was determined with Giemsa stain. Ultrastructural
features of the pathogen were determined with electron microscopy. According to
ultrastructural studies on pathogen spore; this pathogen is monokaryotic and it has 11 polar
filament coils, 75 — 115 nm spore wall thickness and 67 — 79 nm polar filament dimension.
Ultrastructural characters indicate that this pathogen is a new genus that is different from
known microsporidium genera. The results of the molecular studies carried out also support
the results of electron microscopy. In conclusion, we decided to assign a new genus
(Rugispora) of microsporidia for this new species from the elm leaf beetle, X. luteola. The

pathogen is herein named as Rugispora istanbulensis n. gen., n. sp.

Key Words: Xanthogaleruca luteola, Microsporidium, Rugispora istanbulensis,
Characterization, Entomopathogen

Vil



Sekil 1.
Sekil 2.

Sekil 3.

Sekil 4.

Sekil 5.
Sekil 6.

Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.

Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.

SEKILLER DiZIiNi

Sayfa No
Xanthogaleruca luteola’ ya ait ergin, yumurta, larva ve pupa safhalari......... 4
Xanthogaleruca luteola’ya ait hayat sathalar1 ve hayat dongisd................... 5
Karaagac¢ yaprak boceginin ergin ve larva donemlerinde karaagag
yapraklari lizerinde yapmis oldugu zarar sekilleri..........c.ccooviiiiiviniiiiiinnnnnns 6
2014 ve 2015 yillarinin Mayis — Eyliil aylarinda yapilan arazi
caligmalarmin yUrGtaldigi iler..........ccoooiiiiiiii 13
Mikrospor sporlari ile enfekte olmus X. luteola bagirsagi............ccocevveeenene 23
Giemsa boyali bocek dokusu, mikrospor sporlari ve ¢esitli hayat
SATNALATT. ... 24
Mikrospor hayat dongisinin karakteristik meront safhasi.............ccccenee.e. 25
X. luteola’da tespit edilen mikrospor patojenine ait sporont safhasit............ 26
X. luteola’da tespit edilen mikrospor patojenine ait diplokaryotik
SPOrOBIASE SATNAST....ccuviiviiiiiii e 27
X. luteola’ da tespit edilen mikroSpor sporlart..........cccccveveviveneeiesiveniesiene 28
X. luteola’ da tespit edilen mikrospora ait olgun spor ve vejetatif
safhalara ait TEM fotograflart ..........ccceoereiiiiniiiiiseeeee e 29
X. luteola’da belirlenen mikrospor patojenine ait 16S SSU rRNA
bolgesinin agaroz jel gortntlsl........cccvevveveeveerieiiese e 31
PAUP programu ile yapilmig MaximumLikelihood analizi..............c.c......... 33
Biyoassay caligmalarinda larvalarin doza gore 6lum ylzdeleri.................... 36
Karaagag yaprak boceginde tespit edilen mikrospor enfeksiyonunun
yillara gore rastlanma SIKIIZ1 ........coiviiiiiiiiiii s 37
Karaagag yaprak boceginde tespit edilen mikrospor enfeksiyonunun
aylara gore rastlanma SIKIIG1.......ccvevveiieiieiiiiecece s 38
Karaagag yaprak boceginde tespit edilen mikrospor enfeksiyonunun
yagis degiskenine gore rastlanma sikli@1........ccooviiiiiiiiiiiiiiis 39
Karaagag yaprak boceginde tespit edilen mikrospor enfeksiyonunun
sicaklik degiskenine gore rastlanma siklig1.......ccccvevveviiiiiiiciiniie 40
Karaagac yaprak boceginde tespit edilen mikrospor enfeksiyonunun
nem degiskenine gore rastlanma stklig1........ccevveieiieniiie i 40



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No

Tablo 1.  Giiniimiizde Karaaga¢ yaprak bocegi ile miicadelede kullanilan

Kimyasal INSEKLISITIEN ........ccoiiiiieieee s 8
Tablo 2.  Karaaga¢ yaprak bocegi miicadelesinde kullanilan ve kullanim

potansiyeline sahip organizmalar ............ccccooevieiiiiie e 9
Tablo 3. pGEM-T Easy klonlama vektoriine ligasyon igin gereken sartlar ................ 17
Tablo 4. 2014 ve 2015 yillarinin Mayis — Eyliil aylarinda yapilan arazi

calismalari, aylara ve yillara bagh toplanan 0rnek sayilart...........cccccevveneenee. 21
Tablo 5. Filogenetik analizlerde kullanilan 16S SSU rRNA baz dizileri.................. 32
Tablo 6. Biyoassay calismalarinda larvalarin doza gore 6liim zamanlari

VL0 7 (=] T o SRR 35
Tablo 7.  Karaaga¢ yaprak boceginde tespit edilen ortalama mikrospor

ENTEKSIYON AEZETICTL. ... c.veviiiiiiiiesieic e 36
Tablo 8.  Mikrospor enfeksiyonu ve iklim verileri arasindaki iliskiye donuk

yapilan Spearman korelasyon testi Sonuglart............cccevveveiiienveinsiinsnennn, 41
Tablo 9. Bu galigmada tespit edilen mikrospor ve Nosema

galerucellae’nin taksonomik karakterlerinin karsilastirmasi ....................... 44
Tablo 10. Bu tez ¢alismasi ile tespit edilen mikrospor ve Coleoptera

takimina ait boceklerde tanimlanmis diger mikrospor tiirlerinin

taksonomik karakterlerinin karsilastirmasi........cccocoeeeveeieeiieeeiee e s 48
Tablo 11. Karaaga¢ yaprak boceginde tespit edilen mikrospor ve filogenetik

analizlerde kullanilan diger mikrospor kayitlarina ait G+C,

benzerlik, ortiisme ve Kimura-2 parametresine gore baz farklilik

(4 (5145 4 1<) o A O PP PR 50



SEMBOLLER DiZIiNi

DNA Deoksiribonikleik Asit

ERL Epoxy resin

M Molar

ml mililitre

mm milimetre

0sOq4 Osmium tetroksit

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
rpm Dakikadaki devir sayisi
TEM Transmisyon (Gegirimli) Elektron Mikroskobu
uv Ultra Violet

ul Mikrolitre

pm Mikrometre

rRNA Ribozomal RNA

SSuU Kigik alt birim

bp Baz cifti

oD Optik yogunluk

ddH20 Iki kez distile edilmis su

Xl



1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Karaagaglar (Ulmus spp.; Ulmaceae: Angiosperm), kuzey yarimkiirenin iliman
bolgelerinde ve tropik Asya’nin daglik bolgelerinde yayilis gostermektedir. Cins diizeyinde bu
grupta dinya genelinde 20 tlr bulunmaktadir (Y1ldiz ve Aktoklu, 2010). Karaagaglar genellikle
30-40 m boyunda ve yaklasik 1 metre govde capina sahip olup, 200 y1l kadar yasarlar. Islak ve
agir topraklarda yetisen bu agag tiirleri, ayrica suya da olduk¢a dayaniklidirlar (Tiirkmen,
2006).

Ulkemizde genellikle 1500 m’nin iizerinde karisik yaprak doken ormanlarin olusumuna
katilan 3 tiirii bulunmaktadir. Ulmus glabra Hudson, tohumu samaranin ortasindadir ve genelde
Kuzey Anadolu’da bulunsa da seyrek olarak Orta ve Dogu Anadolu’da da gorultr. Ulmus minor
Miller, tohumu samaranin iist kismindadir. Ulkemizde iki alttiirii bulunan bu tiiriin; minor alt
tiri Kuzey Anadolu’da, canescens alt tirl ise Bati ve Giliney Anadolu’da yayilim
gostermektedir. Ulmus laevis Palas, samaranin silli olmasi ile karakteristiktir ve Kuzeybati
Anadolu’da yayilim gosterir (Se¢men vd., 2008).

Orman olusturma yetenekleri kisith olan karaagaclar kuvvetli yapilarindan dolayi riizgar
kiran olarak park ve bahgelerin tesisinde ve sehir peyzajinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Pamay, 1992). Bu nedenle sehir agaclar1 igerisinde Onemli bir yere sahiptirler. Ayrica
karaagaglarin insan yasaminda ekonomik kullanimlari da oldukg¢a yaygindir. Karaagactan elde
edilen kereste cok saglam ve degerli olup, mobilya, parke, sepet ve kagit yapiminda da
kullanilmaktadir (Tiirkmen, 2006). Yine karaagaclarin bazi tiirlerinin halk arasinda tedavi
amach kullanim1 olduk¢a yaygindir. Ulmus minor Miller turd, kan ve ishal dindirici olarak
kullaniminin yani sira belsoguklugu, rahim kanamasi, mesane iltihab1 (sistit) ve rahim iltihab1
(metriti) tedavisin de alternatif olarak kullanilmaktadir. Bir diger tedavi amagli kullanimi ise
karaaga¢ yapraklarinin haslanarak mide, bagirsak agrilar1 ve sivilcelere karsi kullanimidir
(Secmen vd., 2008). Yine karaagacin bir tirtintin (U. rubra Muhl.) kabugunun i¢ kismindan
elde edilen sekonder metabolit, tipta tilser tedavisinde kullanilmaktadir (Tiirkmen, 2006).

Insan hayatinda bir¢cok amag icin kullanilan bu agag tiiriinii olumsuz olarak etkileyen
bircok biyotik ve abiyotik etkenler bulunmaktadir. Ozellikle biyotik etkenler karaagaclar
Uzerinde 6lumlere varan zararlara neden olabilmektedirler. S6z konusu bu biyotik etkenler

irdelendiginde basta ¢esitli hastaliklar ve pest olarak adlandirilan zararl bocek tiirleri karsimiza



cikmaktadir. Bu zararli bocek tirlerinden birisi de Tirkce’ de “Karaagag yaprak bocegi” olarak
bilinen Xanthogaleruca luteola Muller (Coleoptera: Chrysomelidae)’dir. Monofag bir zararl
olan bu tiir, sadece karaaga¢ iizerinde beslenir. Popiilasyon yogunlugu yiiksek oldugu
donemlerde, karaagac yapraklarinin damarlar1 kalacak sekilde tiim epidermisini yiyerek dantel
gibi birakirlar. Bu tip agir enfeksiyon gegiren agaglarda yapraklar hizla dokiilerek, kisa bir siire
icerisinde ciril¢iplak kalirlar ve hatta 6lebilirler (Johnson ve Lyon, 1991).

X. luteola ilk olarak 19. yiizyilin basinda (1834) ABD’nin dogusunda, Baltimore
(Maryland)’a kazara tasinmasi ile tespit edilmistir (Glover, 1871; Riley 1883). Bu tiir Dogu
Amerika’da karaagacin ana zararlilar arasinda yer alirken, bu tiirtin ekonomik anlamda ilk
onemli zarart 1989 yilinda Avustralya’da tespit edilmistir (Ttrkmen, 2006; Wu vd., 1991).
Ulkemizde ve diinyada bu bocekle miicadelede diger zararli bocek tiirlerinde oldugu gibi yaygin
olarak kimyasal insektisitler kullanilmaktadir. Kimyasal ilaglarin zararli bocekler {izerindeki
etkisinin disinda ¢evreye ve dolayli olarak insan sagligina oldukga biiyiik zararlart mevcuttur.
Kimyasal insektisit kullanimi ile hedeflenen bdcek disinda, ortamda bulunan bir¢ok yararli
hayvan da zarar gormektedir. Yagmur ve riizgar gibi abiyotik etmenlerle kimyasallar; topraga,
tarim alanlarina hatta akarsular araciligi ile igme sularina bulagmakta ve insan sagligini tehdit
etmektedir (Ecevit, 1988).

Kimyasal miicadelenin bir diger olumsuz yani ise uygulandigi bocek tiiriiniin kimyasala
kars1 direng gelistirmesidir. Kazanilan bu direng sayesinde bir sonraki bocek nesli uygulanan
kimyasal insektisitlerden etkilenmemektedir. Kimyasal miicadele yontemlerinde insektisit
kullaniominin bu olumsuzluklarindan dolayr bir¢ok bilim adami ve devlet calisanmi alternatif
mucadele teknikleri iizerinde yogunlagsmaktadir. Alternatif miicadele tekniklerinin basinda
cevreye ve insanlara olan zararl etkisinin minimum ve maliyetinin diisiik oldugu yontemler
tercih edilmelidir (Ozcan, 2010). Bu amagla 6zellikle son yillarda biyolojik miicadele alaninda
kayda deger ¢alismalar yapilmaktadir (Bekircan vd., 2014, 2015; Tosun vd., 2008; Yaman vd.,
2014). Bu calismalar dogrultusunda zararl bocek {izerinde dogal hastalik olusturan etmenler
ilgi odag1 olmustur.

Bu doktora tezinde diinyada ve tlkemizde dnemli bir karaagag zararlis1 olan karaagag
yaprak boceginde dogal olarak enfeksiyon olusturan bir mikrospor tiiriiniin izolasyonu ve basta
151k mikroskobisi olmak {izere elektron mikroskobisi ve molekiiler c¢alismalarla

karakterizasyonu amaglanmustir.



1.2. Xanthogaleruca luteola Muller (Coleoptera: Chrysomelidae) (Karaagag¢ Yaprak
Bocegi)

Xanthogaleruca luteola Miller; hayvanlar aleminin (Animalia), eklem bacaklilar

(Arthropoda) subesindendir. Karaaga¢ Yaprak Bocegi olarak da bilinen bu tiir, bocekler

(Insecta) smifinin  kin kanathilar (Coleoptera) takimina ait olup Yyaprak bdcekleri

(Chrysomelidae) familyasinin Xanthogaleruca cinsinin iginde yer almaktadir (URL-1).

Alem: Hayvanlar (Animalia)
Altalem: Bilateria
Ustsube: Panarthropoda
Sube: Eklem bacaklilar (Arthropoda)
Alt Sube: Hexapoda
Smif: Bocekler (Insecta)
Altsiif: Pterygota
Usttakim: Endopterygota
Takim: Kin kanatlilar (Coleoptera)
Familya: Chrysomelidae
Altfamilya: Galerucinae
Cins: Xanthogaleruca
Tar: Xanthogaleruca luteola

1.2.1. Biyolojisi

Karaagag yaprak bocegi erginlerinin ortalama boyutlart 6 mm olup, yesilimsi sar1 renkteki
kabugun kenar ve orta kisimlarinda siyah bir bant bulunur (Sekil 1 A). Disiler grimsi sar1
yumurtalarini ¢ift sira halde 5 ila 25’11 kiimeler halinde yaprak alt yiizeyine birakirlar (Sekil 1
B). Yumurtadan yeni ¢ikan larvalar siyah renkteyken beslenmeden sonra renk siyahtan sariya
degisiklik gosterir ve larvalarin dorsal kisimlarinda siyah tiiberkiiller goriiliir (Sekil 1 C-D).
Yumurtadan ¢ikan larvalar ii¢ kez gdémlek degistirir (instar). Uciincii gomlek degisimindeki
larvalar ortalama 12 mm boyunda olup sirt bolgesinde koyu siyah tuberkillerden meydana
gelmis iki sira bantla diger larva donemlerinden kolaylikla ayirt edilir (Flint vd., 1998). Olgun
larvalar genellikle sar1 renktedir. Baglar1 siyah olup thoraksin yanlarinda iri siyah leke bulunur.

Bacaklar1 siyah-kahverengidir. Thoraksin ilk 1/3 kisminda 8 adet uzunca ve 11-12 adet kisa



killar mevcuttur (Sekil 1 E). Ugiincii gomlek degisimindeki larva bir siire daha beslendikten

sonra turuncu veya parlak sar1 renkte olan pupa sathasina doniisiir (Sekil 1 F).

Sekil 1. Xanthogaleruca luteola’ ya ait ergin, yumurta, larva ve pupa safthalari; A:
Ergin, B: Yumurta, C: Ilkin larvalar, D: Ikinci Instar larvalar, E: Ugiincii
Instar Larvalar, F: Pupa

Agag kabugu yariklar1 arasinda, ahsap elektrik ve telefon direkleri ¢atlaklarinda ve evlerin
cat1 aralarinda kis1 geciren erginler Nisan ayimin ilk haftalarindan itibaren goériilmeye baglarlar.
Karaagaclarin tomurcuk agimlar1 basladifi zaman agaclara gegerek geng yapraklarla
beslenmeye baglarlar. Sicaktan hoslandiklarindan agaglarin gilines alan kisimlarini tercih
ederler. Beslenme sirasinda yapraklarda cesitli biiyiikliik ve sekilde oval delikler acarlar.
Ciftlestikten sonra disiler yumurtalarin1 yaprak alt yiizeyine birakirlar. Bir disi ortalama 550
kadar yumurta birakabilmektedir. Yumurtalarimi genellikle agacglarin topraga yakin
yapraklarinin alt yiiziine, nadiren de st yliziine birakirlar. Hava kosullarina bagli olarak 5-8
giin sonra yumurtadan ¢ikan larvalar yapraklarin alt yiizeylerini iskelet haline getirmek

suretiyle zarara neden olurlar. Mayis ortasindan itibaren olgunlasan larvalar kabuk yariklarinda,



toprak oOrtiisii arasinda ya da topragin 1-3 cm derinliginde pupa olurlar. Ortalama 12 giinliik bir
pupa doneminden sonra Haziran ay1 baginda yeni nesil erginler ortaya ¢ikarlar (Sekil 2). Geng
erginler yapraklarda bir siire zarara neden olduktan sonra c¢iftlesip disi bireyler yumurta
birakmaya baslarlar. Bu yumurtalardan meydana gelen ikinci nesil gelisimini Temmuz

ortasinda ve ondan sonraki glinlerde tamamlarlar.
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Sekil 2. Xanthogaleruca luteola’ya ait hayat sathalari ve hayat dongiisii (Dreistadt
vd., 2004)

Ugtincii nesli meydana getirecek erginlerin koydugu yumurtalar Agustos ayindan itibaren
geliserek Eyliil ay1 icinde gelisimini tamamlayarak erginlesirler. Bu erginler belirli bir siire
karaaga¢ yapraklari iizerinde beslendikten sonra kis1 gecirmek tizere bulunduklar1 agaglari terk
ederler. Vejetasyon doneminde her zaman yumurta, ergin, pupa ve larva bulma olanagi vardir
(Canakgioglu ve Mol, 1998).

Tiirkiye iklim kosullarinda yilda ortalama 3 jenerasyona sahip olan karaagac yaprak
boceginin bazen 1, bazense Kaliforniya gibi sicak bolgelerde 4-5 jenerasyona sahip oldugu

bilinmektedir (Canakg¢ioglu ve Mol, 1998; Dreistadt vd., 1991).



1.2.2. Zarar Sekli ve Yayihisi

Karaagag yaprak bocegi hem ergin hem de larva donemlerinde konak bitki Gizerinde zarar
meydana getirmektedir. Erginlerin yaprak yiizeyindeki beslenmelerine bagl olarak yapraklarda
muntazam olmayan delikler meydana gelir (Sekil 3 A). Larva doneminde ise larvalar
yapraklarin alt yiizeyinde yaprak iletim damarlari hari¢ tim mezofil tabakasini yemeleri sureti
ile yapraklarda iskelet goriiniimiine neden olurlar (Sekil 3 B). Bocegin beslenmesine bagli
olarak ortaya c¢ikan zarar sonucu agaclarda biiylime kaybi meydana gelir. Beslenmenin ¢ok
yogun oldugu agaclarda ¢iplaklasmada goriiliir. Ciplaklasma sonucu agacin kambiyum kismi
giines 1sinlarina dogrudan dogruya karsi kalarak fazla i1sinir ve bunun sonucu olarak agaclar

kuruyabilir.

Sekil 3. Karaaga¢ yaprak boceginin ergin ve larva donemlerinde karaagag
yapraklari tizerinde yapmis oldugu zarar sekilleri (URL-2; 3, 2016)

Karaaga¢ yaprak bocegi asil zarari geng yapraklar iizerinde meydana getirmektedir.
Yumurta birakmak i¢in gilinesli yerleri sectiginden sik ormanlarda zarar olusturma
potansiyelleri oldukga diistiiktiir. En fazla zarar1 tek agaclarda ya da seyrek ormanlarda meydana
getirirler. Karaagag¢ yaprak bocegi tarafindan birkag yil tist {iste zarar goren agaglara Scolytidae
ve Buprestidae familyasindaki tiirler gibi kabuk bocekleri yerlesir ve agaglarin 6liimiine neden
olurlar (Canakgioglu ve Mol, 1998).

Palearktik kdkenli olan karaagag yaprak bocegi Avrupa kitasindan Kuzey Amerika’ya ilk
olarak 1830’lu yillarin sonunda ¢esitli gemicilik ve ticari faaliyetler sonucu taginmigtir (URL-
4, 2016). Bu tarihten sonra Amerika kitasinin karaaga¢ yetisen hemen hemen her bolgesine ¢ok
kisa siirede yayillmis ve giiniimiizde Amerika kitasinda karaagag tiirlerinin en 6nemli
zararlhilarindandir (Wu vd., 1991). Yine karaaga¢ yaprak bocegi Avustralya kitasinda ilk olarak

1989 yilinda Melbourne kentinin giiney kisminda bulunan Mornington Peninsula bolgesinde



tespit edilmistir (URL-5, 2016). Giiniimiizde ise Amerika kitasinin tamami basta olmak tizere,
Orta Asya, Orta Dogu, Kuzey Afrika, Giiney Sibirya, Avustralya ve Guney Afrika gibi
iilkemizin de i¢inde bulundugu karaagacin yetisebildigi her yerde karaaga¢ yaprak bocegine

rastlamak mimkundur (Aslan vd., 2000; Dahlsten vd., 1998; Dreistadt, 2008).

1.2.3. Miicadele Yontemleri ve Dogal Diismanlari

Diinyada ve iilkemizde karaaga¢ yaprak boceginin miicadelesinde yogun olarak kimyasal
miicadele teknikleri kullanilmaktadir. Giinlimiizde bu zararlinin miicadelesinde farkli kimyasal
insektisitler kullanilmaktadir (Tablo 1). Ancak kullanilan bu insektisitler; cevre Kirliligi, kalint1
problemi ve hedef organizma diginda ortamda bulunan diger canlilar1 etkilemek gibi c¢esitli
olumsuzluklart da beraberinde getirmektedir. Bu zararlinin miicadelesinde kimyasal
miicadelenin yani1 sira mekanik miicadele teknikleri de kullanilmaktadir. Daha ¢ok kiiclik
alanlarda toplu halde bulunan karaagag yaprak bocegi yumurta, larva ve erginlerinin toplanip
imha edilmesi seklinde yapilan bu miicadele, uygulama zorlugu ve fazla is giicii

gereksiniminden dolayi pek tercih edilmemektedir (Bekircan, 2012).



Tablo 1. Giintimiizde Karaaga¢ yaprak bocegi ile miicadelede kullanilan kimyasal
insektisitler (Dreistadt, 2014).

Etkili Madde Adi Insektisit Grubu Uygulama sekli
Azadiractin Kalintisiz Insektisitler Puskrtme
Neem oil Kalintisiz Insektisitler Puskurtme
Narrow-range oil Kalintisiz Insektisitler Piskirtme
Pyrethrin Kalmtisiz Insektisitler Piskurtme
Piperonyl butoxide Kalintisiz Insektisitler Piskirtme

. Kisa Sure Kalintili e
Spinosad insektisitler Puskurtme

Kisa Siire Kalintili ;

Carbaryl insektisitler Govde Bantlama
Pyrethroids Kisa Siire Kalintili

(Fluvalinate)

Insektisitler

Govde Bantlama

Imidacloprid

Kisa Sure Kalintili
Insektisitler

Govde veya Toprak
Enjeksiyonu

Neonicotinoids

Sistemik Insektisitler

Piskurtme veya

Enjeksiyon
Abamectin Sistemik Insektisitler Puskrtme veya

Enjeksiyon
Organophosphate Sistemik Insektisitler Puskirtme veya
acephate Enjeksiyon
Carbamates Uzun Sur; Kahntlh Plskirtme

Insektisitler

Organophosphates Uzun Siire Kalintilt o
(Malathion) Insektisitler Puskartme
Permethrin Uzun Siire Kalintily Plskirtme

Insektisitler

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

Karaaga¢ yaprak boceginin miicadelesinde kullanilan ve kullanim potansiyeline sahip

organizmalara bakildiginda; basta predator bocek tiirleri olmak iizere larva, yumurta ve pupa



parazitoidi ve entomopatojenik bakteri, nematod ve mikrospor turleri dikkat cekmektedir
(Tablo 2).

Tablo 2. Karaaga¢ yaprak bocegi miicadelesinde kullanilan ve kullanim
potansiyeline sahip organizmalar (Clair vd., 1987; Clausen, 1978)

Dogal Diismanlar Tip Etki Donemi
Aprostocetus celtidis Parazitoid
Bacillus thuringiensis Patojen

Bacillus thuringiensis san diego  Patojen

Bacillus thuringiensis tenebrionis Patojen

Beauveria bassiana Patojen

Carabidae Predator Larva
Coleomegilla maculata Predator

Erynnia ocypterata Parazitoid
Erynniopsis antennata Parazitoid

Lebia scopularis Predator

Medina collaris Parazitoid

Nosema galerucellae Patojen

Oomyzus brevistigma Parazitoid Pupa
Oomyzus gallerucae Parazitoid Yumurta
Oplomus cruentus Predator

Podisus nigrolimbatus Predator

Steinernema carpocapsae Parazitoid

Stiretrus decastigma Predator

Stiretrus erythrocephalus Predator

Baryscapus brevistigma Predator Pupa

Biyolojik miicadele agisindan patojen grubu olan organizmalar laboratuvar ortaminda
kisa slirede ve ¢ok sayida iiretilebilmeleri ve konak segicilikleri nedeni ile zararlilarla
miicadelede ayr1 bir éneme sahiptirler. Ozellikle son yillarda yapilan ¢aligmalar zararl

bdceklerle miicadelede entomopatojenik mikrospor tirlerine dikkat cekmektedir.
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1.3. Microsporidia

Protista alemine ait olan mikrosporlar, basta bocekler olmak {izere omurgali ve omurgasiz
canlilarda ¢ogunlukla kronik enfeksiyona neden olan okaryotik, zorunlu hticre ici patojenlerdir
(Solter vd., 2012). Bu monofiletik takson yaklasik olarak 200 cins ve 1300’den fazla tlirden
meydana gelmektedir (Becnel vd., 2014). Mitokondrileri bulunmayan mikrosporlar, hiicre
disinda kalin protein ve kitin yapida duvarla ¢evrili sporlar halinde bulunurlar. Sarmal yapida
polar filament icerirler (Vavra, 1976 a, b).

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
(\Vavra ve Larsson, 1999).

Mikrosporlar iki ¢esit spor olustururlar. Bunlardan ilki daha kalin spor duvarina sahip
olan eksternal sporlardir. Ikincisi ise konak iginde farkli dokulara bulasmaya yarayan internal
sporlardir. Eksternal sporlar konak tarafindan viicuda agiz yoluyla alimir. Besin yoluyla
meydana gelen bu tasinim horizontal taginim olarak adlandirilir. Diger bir tasinim yolu ise
vertikal tasinimdir. Bu tasinim seklinde mikrospor sporlari, hastalikli disinin (ireme sistemine
yerlesip burada olusturulan yumurtalar vasitasi ile gelecek nesillere aktarilir (Becnel ve
Andreadis, 1999).

Genellikle tek tip olan sporlar1 ¢ok kiigiiktiir (1-20 um). Mikrospor enfeksiyonu 1sik
mikroskobunda 15181 kiran, neredeyse ayni boyut ve sekilde ¢ok sayida spor ile kendini belli
eder. Spor sekil ve boyutlar tiirden tiire degismekle birlikte, ¢cogu 2-7 pm araliindadir ve
genellikle oval sekle sahiptir (Vavra ve Larsson, 1999).

Mikrospor sporlari, konak tarafindan viicut igine alinip bagirsaga ulastiktan sonra polar
filamentlerini disar1 ¢ikarip polar tiip olustururlar ve konagin hiicre zarini delerek igine girerler.
Mikrosporlar konak hiicrenin tiim bagisiklik sistemini bu sekilde asarlar. Sporun igindeki
cekirdek ve sitoplazmadan olusan sporoplazma tiip vasitasiyla konak hiicre igine aktarilir
(Hazard vd., 1984, 1985).

Konak hiicreyi enfekte eden mikrosporlarin ilk vejetatif hayat sathasi, meront sathasidir.
Kiire seklinden oval sekle degisiklik gOsteren merontlar ince bir hiicre duvarma sahiptir.
Merontlar hizla ve ¢ok sayida mitoz boliinme gegirerek sporontlari olustururlar. Kiire ya da
uzun sekilli sporontlarin hiicre duvarinin kalinlagsmaya basladigi gézlenir. Bir sonraki safhada

organelleri belirginlesen hiicre duvar1 oldukga kalin sporoblastlar géze carpar. Sporoblastlar,
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patojenin tanimlanmasinda kararkteristik Ozellige sahip olan olgun sporlar1 olusturan son
vejetatif sathadir.

Mikrosporlar, konak 6zgiinliigii olan canlilardir, yani dogada tek bir konagi tercih ederler.
Bununla birlikte enfeksiyon gerceklestirdikleri zararlinin 6liimiine sebep olmazlar. Bunun
yerine bulunduklar1 konagin hayat siiresinin kisalmasi, aktivite azalmasi, istah ve kilo kaybinin
yani sira ayni zamanda {ireme potansiyellerinin azalmasi gibi belirtileri olan kronik seyreden
bir hastaliga neden olurlar. Mikrosporlar genel olarak tek bir konaga 6zgii olmalari nedeniyle
biyolojik miicadelede kullanima uygun patojenlerdir. Boylelikle sadece hedef organizmay1
etkilerler, ¢cevreye ve diger organizmalara zarar vermezler. Bu 6zellikleri ile tercih edilmesi
gereken biyolojik miicadele ajanlaridir (Becnel ve Andreadis, 2014).

Insanlarda da hastalia sebep olabildikleri i¢in mikrosporlarin teshis edilmesi ve
karakterizasyonu son derece 6nemlidir. Mikrosporlarin kesin teshisi i¢in oncelikle Giemsa
boyamasi yontemi kullanilir. Boyanan sporlar kayda deger bir kiigiilmeye maruz kalirlar ancak
cekirdegin oldukga belirgin bir sekilde boyanmasi sayesinde ¢ekirdek sayisi hakkinda kesin
bilgi elde edilir. Bu nedenle bu yontem mikrosporlarin tiir diizeyinde karakterizasyonunda ¢ok
etkilidir. Giemsa boyama yontemiyle 6n karakterizasyonu yapilan mikrosporlarin elektron
mikroskobu ¢alismalar1 sayesinde detayli karakterizasyonunu yapmak mimkinddr (Yaman
vd., 2014).

1.4. Tezin Amaci

Bu doktora tezinde, Ulmus cinsine ait karaagaglarda biiyiikk zararlara neden olan
Chrysomelidae familyasindan Karaaga¢ Yaprak Bocegi (Xanthogaleruca luteola Miuller
Coleoptera: Chrysomelidae)’nde dogal olarak hastalik olusturan, diinya literatiirii i¢in de yeni
bir kayit olan mikrospor patojeninin tespiti, izolasyonu ve ¢esitli metotlarla karakterizasyonu

amagclanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

Tez galismas1 boyunca c¢esitli karaagac tirlerinde zarara neden olan Karaaga¢ Yaprak
Bocegi (Xanthogaleruca luteola)’nde dogal olarak enfeksiyon olusturan bir entomopatojenin
cins seviyesinde teshisinin yapilabilmesi igin 151k, elektron (TEM) mikroskopisi ve molekiler
caligmalar gerceklestirilmistir. Ayrica bu patojenin konagi iizerindeki insektisidal etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in bioassay ¢alismalarinin yani sira patojenin  meydana getirdigi
enfeksiyonun iklim verileri ve yillik dagilimi arasindaki bagmti istatistiksel olarak

yorumlanmigtir.

2.1. Orneklerin Elde Edilmesi I¢in Yapilan Arazi Calismalar:

Bu ¢alisgmanin konusunu olusturan karaaga¢ yaprak bocegi ergin ve larvalari Gizerinde
2014 ve 2015 yillarmin Mayis-Eyliil aylar arasinda bolgelerini temsilen bes farkli ilde arazi
calismalar yiiriitillmiistiir (Sekil 4). Arazi ¢alismalar1 sirasinda zararliya ait 6rnekler dikkatlice
uygun kaplara toplanmistir. Numunelerin elde edildigi yer, tarih ve Onemli olarak
nitelendirilebilecek her turlt bilgi bir arazi defterine not edilmistir ve toplanan bireyler en kisa

strede, giivenli bir sekilde laboratuvar ortamina getirilmistir.
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Istanbul

Ganakkale,

Ankara

Sekil 4. 2014 ve 2015 willariin Mayis — Eyliil aylarinda yapilan arazi
caligmalarinin yiirtitiildiigii iller

2.2. Mikroskobik Cahsmalar

Karaaga¢ yaprak boceginin ergin ve larvalarinda enfeksiyon gergeklestirdigi belirlenen
bu yeni mikrospor tirtintin; morfolojik, anatomik ve histopatolojik ¢zelliklerini ortaya koymak

icin 151k ve elektron mikroskobu (TEM) calismalari yapilmistir.

2.2.1. Isik Mikroskopu Calismalari

Arazi ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen karaagac yaprak bocegi ornekleri, hazirlanan
Ringer soliisyonu i¢inde disekte edilmistir. Diseksiyon, drneklerin basta sindirim sistemi olmak
Uzere i¢ organlariin disari ¢ikarilmasi ile yapilmistir. Tiim doku ve organlari igerecek sekilde
hazirlanan preparat 151k mikroskobu (Olympus CX21) altinda 40X’ten 1000X’e kadar olan
biiyiitmelerle incelenmistir. Enfeksiyon tespit edilen preparatlar, Leica ICC50 dijital kamera ve
LAS EZ 1.0 resim sistemine sahip Leica DM1000 mikroskobuyla yeniden incelenmis,
patojenin fotograflar1 ¢ekilmis ve karakterizasyonu icin gerekli olan Slgiimler yapilmistir
(Bekircan, 2012; Yaman vd., 2014).

Bocek dokulariyla hazirlanan preparatlarda, enfeksiyon yapan patojenler ¢ogu zaman,
preparatta mevcut olan besin artiklar1 ile morfolojik bakimdan benzerlik gosterebilir. Ortaya
cikabilecek bu karisikligr gidermek i¢in Giemsa boyama teknigi kullanilmistir. Tespit edilen

tim mikrospor enfeksiyonlu preparatlar gerekli islemlerden gegirilerek Giemsa ile boyanmustir.
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Boyanan preparatlar tekrar incelenmis ve var olan sporlar boyanma sekilleri ile ayirt edilip

Olgtimleri tekrar yapilmistir.

2.2.1.1. Giemsa Boyama

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

icin tespit ve teshis de cok 6nemli bir rol oynar.

Enfeksiyon tespit edilen preparatlarin boyama iglemi sirasiyla su agamalardan gecirilerek
yapilmigtir: Oncelikle preparat oda sicakliginda kurutulmus, %100’Iik metil alkolde 3 dakika
bekletilerek fikse edilmis ve tekrar oda sicakliginda kurutulup saf suyla hazirlanan % 5°lik
Giemsa boyasinda 16 saat boyamaya birakilmistir. Boyanan preparat steril suyla yikanip
kurutulmus ve incelemeye hazir hale getirilmistir. Son olarak da immersiyon yagi ile birlikte
1000X’lik buyitmede preparatlar incelenmistir (Bekircan, 2012; Toguebaye vd., 1988; Undeen
ve Vavra, 1997; Yaman vd., 2014).

2.2.2. Elektron Mikroskobu Calismalari

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) calismalari, incelenmesi istenen yapilarin
morfoloji ve igyapilarinin ayrintili bir sekilde agiga ¢ikarilmasi bakimindan ¢ok 6nemlidir. Bu
tez ¢aligmalar1 sirasinda tespit edilen mikrosporun, yeni bir cinse ait yeni bir tiir oldugunun
kanitlanmasinda elektron mikroskobunun katkis1 biiyiiktiir. Karaaga¢ yaprak boceginden izole
edilen mikrosporun detayli yapis1 Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU), Merkezi
Arastirma Laboratuvari, Aragtirma ve Uygulama Merkezi (ARUM)’nde JEOL JEM 1220

elektron mikroskobunda incelenmis ve fotograflanmistir.
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2.2.2.1. Resine Gomme islemi ve Elektron Mikroskobu Calismalar

Isik mikroskobu altinda enfeksiyon oldugu tespit edilen preparattaki dokular dikkatlice
alinarak uygun doku takip islemlerinden gegirilmis ve resine gémiilmiistiir. Boylece dokular
elektron mikroskobunda incelenmek i¢in hazir hale getirilmistir.

Yukarida bahsedilen islemler sunlardir: Ayrilan doku materyali pH 7,2’de 0,1 M
kakodilat tamponu ile seyreltilen %2,5’lik glutaraldehit i¢inde bir gece boyunca +4 °C’de fikse
edilmis, pH 7,2’de 0,1 M kakodilat tamponu igerisinde ii¢ kez 15’er dakika yikanmistir. Daha
sonra %1’lik OsOys ile 2 saat sureyle muamele edilmis ve ¢ kez 15’er dakika iki kez distile
edilmis suda (ddH20) yikanmustir.

Daha sonra numuneler sirasiyla %10’luk, %30°luk, %50’lik, %70’lik, %80°’lik, %90’1ik
ve %95’lik etanolle 10’ar dakika, sirasi1 ile %100’ 1lk aseton ve etanol ile ikiser kez 15° er dakika
muamele edilip dehidrasyona ugratilmistir. Daha sonra 1:3 oraninda hazirlanan ERL: Etanol
karisimi ile 1 saat, 1:1 oraninda hazirlanan ERL: Etanol karisimi ile 1 saat, 3:1 oraninda
hazirlanan ERL: Etanol karisimi ile 4 saat muamele edilen numuneye Epoxy resin emdirilmek
Uzere saf ERL icerisinde bir gece boyunca bekletilmistir. Taze saf ERL ile beem tiiplerine
aktarilmis ve ortalama 48 saat 70 °C’de etiiv igerisinde sertlesmeye birakilmistir. Hazirlanan
Resin bloklardan Leica EM UC7 marka ultra mikrotom kullanilarak kesitler alinmis ve bu
kesitler Pioloform kapli bakir gridler iizerine toplanmistir. Daha sonra bu gridler Reynold
glimiis sitrat metodu kullanilarak kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile boyanmistir

(Bekircan, 2012; Reynold, 1963; Radek ve Fabel, 2000; Yaman vd., 2014).

2.2.3. Molekiiler Calismalar

Molekiiler caligmalarda, enfekte oldugu dnceden 151k mikroskobu ile belirlenen karaagag
yaprak bocegi dokulari kullamlmustir. Ilk olarak ependorf homojenizatdrii ile birlikte,
mikrospor sporlari ile enfekte olmus bocek dokular: bir ependorf tiip igerisinde homojenize
edilmigtir. Saf su ilave edilen homojenizat, kaba bdcek pargalarindan i¢inde pamuk bulunan
enjektor ile ayrilmistir. Ayirma isleminin ardindan sporlari tamamen saflastirmak i¢in elde
edilen stspansiyon 2000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifij sonunda
stipernetant kism1 uzaklastirildiktan sonra pellet saf su ile sulandirilarak 2000 rpm’de 2 dakika
tekrar santrifij edilmis ve bu islem mikrospor sporlarini iyice saflastirana kadar birka¢ kez

tekrar edilmistir. Saflastirma isleminin sonunda sporlar hemositometre ile sayilmistir (6,4 X
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108/ml). Sayimmi tamamlanan sporlar bir ependorf tiip igerisinde +4°C’° de molekiiler

caligmalarda kullanilmak iizere depolanmistir.

2.2.3.1. DNA Izolasyonu ve 16S SSU rRNA Geni Amplifikasyonu

Bu tez calismasinda; 151k ve elektron (TEM) mikroskobu incelemeleri tamamlanan
mikrospor patojeninin filogenetik agidan degerlendirilebilmesi icin Onceden saflagtirilmig
mikrospor sporlarindan DNA izolasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) metodu
kullanilarak 16S SSU rRNA geni amplifikasyonu gergeklestirilmistir. Boylelikle bu mikrospor
patojeni filogenetik analizlere hazir hale gelmistir.

Yukarida bahsedilen DNA izolasyonu ve 16S SSU rRNA geni amplifikasyonu iglemleri
sirasi ile su sekilde gerceklestirilmistir: Onceden bocek dokularindan arindirilan ve +4°C’ de
depolanan mikrospor sporlarindan 50 pl alinarak bir ependorf tiip igerisine aktarilmis ve bu
sporlarin spor duvarlarinin pargalanmasi i¢in 50 pl %0,3’ lik H20. (Hidrojenperoksit) eklenip
15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir (Higes vd., 2006). Hidrojenperoksit ile kimyasal yolla
inceltilen spor duvarlari mekanik yikim igin cam bilyelerle vortekslenmistir (Hylis vd., 2005).
Bu islemlerin ardindan ticari DNA izolasyon kiti (QIAGEN, No; 69504) kullanilarak iireticinin
kit igerisinde belirtmis oldugu direktiflere uygun sekilde DNA izole edilmistir.

DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra Multiplex PZR teknigi kullanilarak 16S SSU
rRNA amplifikasyonu gerceklestirildi. Multiplex PZR c¢alismalarinda 18F 5°-
CACCAGGTTGATTCTGCC-3° ve 1537R  5-TTATGATCCTGCTAATGGTTC-3’
primerleri kullanilmistir (Baker vd., 1995). PZR reaksiyonlari, Qiagen Multiplex PCR Kit, No:
206143 kullanilarak {iretici talimatlaria uygun sekilde toplam hacim 50 pl olacak sekilde
ayarlanarak gerceklestirilmistir. Yine ticari kitin (QIAGEN Multiplex PCR Kit, No: 206143)
kullanim kilavuzunda belirtildigi gibi PZR amplifikasyonlari; 95°C” de 15 dakika, her biri 45
dongii olacak sekilde 94 °C’ de 30 saniye, 61°C* de 90 saniye, 72 °C’ de 90 saniye ve son
dongiiyii takiben son uzama reaksiyonu 72 °C’ de 10 dakika olarak gergeklestirilmistir. Elde
edilen PZR Urind % 0,9’luk, etidyum bromir (EtBr) ilaveli agaroz jelde yuritilerek UV

transilliminatorde varlig belirlenmistir.
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2.2.3.2. PZR Fragmentlerinin pPGEM-T Easy Klonlama Vektoriine Klonlanmasi
Yukarida agiklandigi gibi elde edilen DNA; 16S SSU rRNA fragmenti, baz dizilimi

belirlenmek lzere, pPGEM-T Easy klonlama vektoriine firmanin 6ngordiigii sartlar altinda

yapistirilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. pGEM-T Easy klonlama vektoriine ligasyon i¢in gereken sartlar

PpGEM-T Easy vektérine ligasyon icin tepkime

bilesenleri
10X T4 DNA ligaz tamponu 1uL
Kalip DNA (PCR) 3uL
pGEM-T T Easy klonlama vektorii 1pL (1:2)*
T4 DNA ligaz (1 U) 1puL
ddH:0 4 puL
Toplam 10 pL

* 1:1 sulandirilmis vektor

Yukarida belirtilen miktarlarda tepkime bilesenleri kullanilarak hazirlanan karisim 16
°C’de 1 gece inkiibasyona birakilmis ve insert DNA’nin (PZR iirlinii) vektore yapismasi
saglanmistir. Ertesi gun, elde edilen ligasyon Grln transformasyonla E. coli JM101 hicresine

aktarilmistir.

2.2.3.2.1. E. coli IM101 ’e Transformasyon

Kompotent hiicre hazirlamak i¢in E. coli DHS5a hiicreleri Luria Bertani (LB) Broth
besiyerine ekilmis ve 37°C’ de gece boyunca buyutilmiistiir. Bir gecelik kiltirden LB Broth
besiyerine 1:100 oraninda asilama yapilmistir. Hiicreler 37°C’ de yogunluklar1 600 nm dalga
boyunda OD 0,4 - 0,5 olacak sekilde blyiitllmiistiir. Hiicreler ardindan 4°C’ de 4.000xrpm
hizda 5 dk santrifiij edilmis ve pelletin tizerine 10 ml 100 mM soguk CaCl; ilave edilerek elle
¢oziilmeleri saglanmistir. Hiicreler 30 dk buz Gizerinde bekletilmis ve tekrar 4°C’de 4.000xrpm
hizda 5 dk santriflj edilmistir. Pellet {izerine 2 ml 100 mM soguk CaCl, ilave edilerek
cOziinmesi saglanmistir. Elde edilen kompotent hiicreler +4°C’ de 2 giin i¢inde kullanilmak

Uzere muhafaza edilmistir.
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Transformasyon deneyi  Sambrook vd., (1990)’nin  tamimladig1  sartlarda
gerceklestirilmigtir. Kompotent E. coli hiicreleri mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmig ve bu
hlcrelerin tizerlerine 3-5 pl ligasyon karisimindan ilave edilmistir. Karigim 30 dk buz tizerinde
bekletildikten sonra 90 sn 42°C’ de bekletilmistir. Ardindan ependorf tiiplerinin igerisine 200
ul LB Broth besiyeri ilave edilerek 37°C’ de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda hiicreler ve petri kaplarinda bulunan 50 mg/ml LB-Agar besiyeri lzerine cam
bagetle yayilmustir. Petriler 37°C’ de 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda
olusan kolonilerden segilen klonlar izole edilerek hangisinin istenilen fragmenti segtigi

belirlenmistir.

2.2.3.2.2. Rekombinant Plazmitlerin izolasyonu

Olusan kolonilerden yapilan gecellik kiiltiirler sonucu biiyliyen hiicreler alinarak plazmit
izolasyonu yapilmistir. Plazmit izolasyonu Promega Miniprep izolason kiti kullanilarak
firmanin 6ngordiigl sartlar altinda gerceklestirilmistir. Yapilan izolasyonlar sonucu, %1’ lik
agaroz jelde goruntilenen plazmitlerden agir olanlar segildi ve klonlanan fragmentin teyiti i¢in
bu plazmitler EcoRI restriksiyon endonilkleaz enzimi ile kesilmistir. Kesim reaksiyonlari
sonucunda, dogrulugu teyit edilen klonlarin baz dizin analizleri i¢in Macrogen Inc. firmasinin
Hollanda subesine gonderilmis ve baz dizin analiz sonuglari, NCBI (National Center for
Biotechnology Information) BLAST ( The Basic Local Alignment Search Tool) internet ara

yuzi sayesinde GenBank’ taki verilerle karsilastirilarak sonuglar degerlendirilmistir.

2.2.4. Bioassay Calismalari

Xanthogaleruca luteola’dan tespit edilen mikrospor patojeninin hangi dozlarda konak
bocekte ne oranda 6liim gerceklestirdiginin tespit edilmesi i¢in bioassay ¢alismalar1 yapilmastir.
Bunun i¢in onceden hazirlanarak saflastirilan spor stoklarindan spor/ml diizeyinde olacak
sekilde farkli konsantrasyonlar da (2,27><107; 2,27x10%; 2,27x10°% 2,27x10* 2,27><103) bes
uygulama ve bir kontrol grubu olusturulmustur. Bioassay ¢alismalar1 24 gozlii plateler de
olacak sekilde yaprak disk metodu yontemi ile yuritilmiis ve deneyler 3’er kez tekrarlanmustur.
Bioassay calismalari i¢in hepsi ikinci gomlek degisim siirecinde olan toplamda 360 adet larva

kullanilmustir.
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Diseksiyonlar1 sonucu izole edilen ve saflastirilan patojen numuneleri kagit delgeci
kullanilarak hazirlanan esit boyutlardaki karaaga¢ yaprak parcalarina damlatilip, parca
yiizeyine dagitilmis ve kurumaya birakilmistir. Daha sonra kontrol grubu haricindeki deney
gruplarina bu yaprak pargalar1 verilmistir. Kontrol grubundaki bireyler temiz ve enfeksiyon
bulunmayan yaprak parcalar1 ile beslenmistir. Sonraki ginlerde besinlerini tuketen tim
gruplarin bulunduklar1 kaplar yenilenmis ve bireyler temiz ve stispansiyon bulunmayan yaprak
parcalari ile giinliik olarak beslenmistir.

21 ginlik deney siiresince tiim gruplar, 26 £ 1°C’de %75 £ 1 nem oranina ayarlanmis
iklim dolabinda bulundurulmustur.

Deney esnasinda olen larvalar hemen alinip diseksiyonlar1 yapilarak mikroskop altinda
incelenmis ve 6liim oran giinliik olarak kaydedilerek, deney sonunda oranlar asagida belirtilen
Abbott (1925) formilu ile hesaplanmustir.

Abbott formali: 100 x (Test grubundaki 6lim yizdesi — Kontrol grubundaki 6ltm

yuzdesi) / (%100 - Kontrol grubundaki 6lum yuzdesi).

2.2.5. iklim Verilerinin Tespit Edilen Mikrospor Enfeksiyonu Uzerine Etkilerini
Belirlemeye Yonelik istatistiksel Analizler

2014-2015 wyillar1 arasinda gergeklestirilen arazi galismalart sonucu mikrospor
enfeksiyonu sadece Istanbul rneklerinde tespit edilmistir. Bu nedenle tez calismas1 dncesinde
2013 yilinda sadece Istanbul da yapilan &n galismaya ait veriler de yapilacak olan istatiksel
analizlerin gilivenirliligini ve agiklayiciligini arttirmak i¢in analizlere dahil edilmistir.

Tespit edilen mikrospor enfeksiyonu Uzerinde yil ve farkli iklim kosullarinin etkili
olup olmadiginmi belirlemek tlizere IBM SPSS 21.0 istatistik programi kullanilarak sirasi ile
ANOVA ve Regresyon analizleri ger¢eklestirilmistir. Ayrica mikrospor enfeksiyonu tizerinde
yagis, nem, sicaklik ve ay gibi bagimsiz degiskenlerin yillik bazda etkileri ayr1 ayr1 Chi square
(x2) analiziyle karsilastinnlmistir (Aydin vd., 2005; Martin-Hernandez vd., 2007). Bu
analizlerde kullanilmak tizere yillara ve aylara bagl olarak degiskenlik gdsteren yagis, nem ve
sicaklik gibi gerekli olan iklim verileri T.C. Orman ve Su lsleri Bakanligi, Meteoroloji Genel

Miidiirliigii’nden temin edilmistir.



3. BULGULAR

Bu tez calismasi siiresince Ulmus tirlerinin en Onemli zararlilarindan biri olan
Coleoptera takimina ait, karaagag yaprak bocegi (Xanthogaleruca luteola) ile micadelede
kullanilmak amaciyla zararlinin dogal diigmani olan yeni bir mikrosporidium patojeninin
varligr arastirilmistir. Bu amagla iilkemizin farkli bolgelerinde farkli illerden yapilan arazi
calismalarinda bdcegin ergin ve larvalart toplanmistir. Toplanan 3217 6rnekten 287’sinde
yogun sekilde mikrospor enfeksiyonuna rastlanilmistir. Tez ¢alismasi siiresince bu patojenin
tanimlanmasi, karakterizasyonu ve karaagac yaprak bocegindeki varliginin tespiti i¢in gerekli
caligmalar yapilmistir. Tespit edilen mikrosporidium patojeni ile ilgili ayrintili bilgi asagida

verilmistir.

3.1. Xanthogaleruca luteola (Miiller, 1766) Orneklerinin Temini i¢in Yapilan
Arazi Calismalar:

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, 2014- 2015 yillar1 arasinda cografik bolgelerini temsilen
bes farkli ilde (Adana, Ankara, Canakkale, Istanbul ve Trabzon) toplam 50 arazi ¢alismasi
gerceklestirilmistir. Bu arazi ¢aligsmalar1 bocegin farkli gelisim donemlerini yakalamak i¢in her
yilin Mayis — Eyliil aylar1 arasinda gerceklestirilmistir. Yapilan bu arazi ¢aligsmalar1 sonucunda
2014 yilinda 1822, 2015 yilinda ise 1395 olmak iizere toplamda 3217 6rnek toplanmustir.

Yapilan arazi ¢alismalarinin y1l, il ve ay bazindaki detayli verileri Tablo 4’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4. 2014 ve 2015 yillarinin Mayis — Eyliil aylarinda yapilan arazi ¢alismalari, aylara ve
yillara bagli toplanan 6rnek sayilar

Mayis | Haziran | Temmuz | Agustos | Eylul | TOPLAM
Adana 45 136 100 155 60 496
Ankara - 60 87 125 - 272
% Canakkale - 40 113 140 - 293
istanbul 65 105 121 210 20 521
Trabzon - 35 80 125 - 240
ARATOPLAM | 110 | 376 501 755 80 1822
Mayis | Haziran | Temmuz | Agustos | Eylil | TOPLAM
Adana 37 85 105 53 15 295
Ankara - 43 62 82 - 187
g Canakkale - 25 70 93 34 222
istanbul 52 87 112 175 82 508
Trabzon - 17 38 105 23 183
ARATOPLAM | 89 257 387 508 | 154 1395
GENEL TOPLAM | 199 | 633 888 1263 | 234 | 3217

Yapilan arazi galismalar sonucunda 2014 yilinda 521 6rnekle Istanbul ili karaagac
yaprak béceginin en yogun goriildiigii il olurken, 240 6rnekle Trabzon bdcek yayiliminin en az
oldugu il olmustur. 2015 yilinda da mevcut durum degismeyerek 508 drnekle Istanbul bocek
yogunlugu bakimindan birinci il olurken 183 6rnekle Trabzon arazi ¢alismasi yapilan iller
arasinda sonuncu olmustur.

Bocegin, yapilan arazi ¢alismalar sirasinda bulundugu illerde aylara gore yogunluk
siralamasi yapildiginda 2014 ve 2015 yillar1 i¢in Agustos ay1 bocek yogunlugunun en fazla

oldugu ay olarak tespit edilmistir.

3.2. Xanthogaleruca luteola Muller’ de Mikrospor Enfeksiyonunun Belirlenmesi

Bu calismada, karaaga¢ yaprak boceginde dogal olarak enfeksiyon olusturan bir
mikrosporidium tlriiniin tespiti ve karakterizasyonu igin 151k ve elektron mikroskobu

caligmalarinin yani sira, yine literatiirde mevcut olan ve bdocekler iizerinde patojenik oldugu
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bilinen diger mikrospor tiirleri ile karsilastirma yapabilmek i¢in filogenetik calismalar da

gerceklestirilmistir.

3.2.1. Mikrospor Enfeksiyonunun Makroskobik Gérinumu

Mikrospor enfeksiyonunun konagi iizerinde makroskobik olarak gézlenebilen birkag
semptom mevcuttur. Bu belirtiler arasinda asir1 genislemis viicut kisimlari, deride renk
degisimi, hareket yeteneginde azalma, istahsizlik, kiitikiil iizerinde belirgin leke benzeri
renklenmeler ve larvalarin instar degisimlerindeki anormallikler sayilabilir. Ayrica disi
boceklerin yumurtlama veriminde azalmanin gergeklestigi de bilinmektedir (Joudrey ve
Bjegrnson, 2007). Bu bilgiler 1s1ginda arazi ¢alismasi sonucunda toplanan bocekler tizerinde
yapilan makroskobik gozlemlerde bazi boceklerin abdomen kisimlarmin diger numunelere
kiyasla daha siskin oldugu goriilmiistiir ve bu numunelerin diseksiyonu sonucunda enfeksiyon
pozitif oldugu tespit edilmistir. Her ne kadar siiphelenilen enfeksiyonun belirlenmesinde
makroskobik bulgular 6nemli olsa da kesin yargiya varabilmek i¢in mikroskobik diizeydeki

bulgularin 6nemi biiyiiktiir.

3.2.2. Mikrospor Enfeksiyonunun Mikroskobik Olarak Belirlenmesi

Bu tez ¢aligmasinda, tespit edilen mikrospor patojeninin mikroskobik olarak incelemeleri;
151k mikroskobu ¢alismalart ile direkt olarak dokunun incelenmesi, enfeksiyon belirtisi gosteren
numunelerin Giemsa boyama teknikleri ile incelenmesi ve tespit edilen enfeksiyonun elektron
mikroskobu (TEM) incelenmesi seklinde gergeklestirilmistir. Tespit edilen mikrospor patojeni,
once 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Taze preparatlardaki mikrospor patojeninin
karakteristik hayat sathasi olan ve 15181 farkli agidan kiran sporlar incelenmistir. Daha sonra
entomopatojenlerin detayli bir sekilde ele alinmasinda yaygin olarak kullanilan Giemsa boyama
teknigi ile spor yapilar1 tekrar incelenmis ve mikrospor varligi teyit edilmistir. TEM ¢alismalari
ile mikrospor patojeninin ultrastriiktiirel yapisi ortaya ¢ikarilmig ve karakteristik 6zelliklerinin
belirlenmesi acisindan detayli olarak irdelenmistir. Bu ¢aligmalar sayesinde tiir tespiti

saglanmustir.
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3.2.2.1. Isik Mikroskobu Calismalari ile Mikrospor Enfeksiyonunun Belirlenmesi

Isik mikroskobu caligmalarinda incelenmek {izere diseksiyonu yapilan Orneklerde
mikrospor patojenine ait onemli hayat safhalar1 dikkatli sekilde tespit edilmeye caligilmistir.
Dogrudan taze dokularin incelenmesi sirasinda, mikrospor enfeksiyonunun bulundugu
dokulardaki morfolojik farkliliklar, normal dokular ile karsilagtirilarak enfeksiyon varligi
saptanmistir. Taze preparatlarda konagin dokularinda gergeklesen tahribat gbézlemlenmistir.
Isik mikroskobu c¢aligmalari sonucunda mikrospor enfeksiyonunun bdcegin bagirsak
dokusunda enfeksiyon yaptig1 belirlenmistir (Sekil 5). Ozel kamera ve resim sistemlerine sahip
mikroskop kullanilarak, daha 6nce 151k mikroskobunda tespit edilen mikrosporlarin enfekte

ettigi dokular fotograflanmis ve sporlariin dl¢iimii yapilmustir.

Sekil 5. Mikrospor sporlari ile enfekte olmus X. luteola bagirsagi. A: Mikrospor
sporlar1 ile dolu bocek bagirsagi, 40X’lik biiylitme, bar: 40 pm; B:
Mikrospor sporlari, 100X’lik biiyilitme, bar: 15 um

Mikrospor patojeninin karakteristik ozelliklerini tasiyan sporlar 15181 farkli sekilde
kirmalari, aym1 boyut ve sekle sahip olmalar1 ile konak¢inin diger dokularindan ayirt
edilmektedir. Taze preparatlarda 1s1k mikroskobu ile tespit edilen patojenin sporlar1 4,25 £ 0,52
(3,3-6,35; n =500) pum boyunda ve 2,12 + 0,25 (1,45-2,91; n = 500) pm enindedir. Boceklerde
enfeksiyona neden olan entomopatojenler 151k mikroskobu altinda morfolojik olarak
birbirlerine benzemektedir. Cesitli patojen tiirleri farkli 6zellikteki yapilarmin varligi ile
karakterize edilebilmektedir. Ozellikle bircok mantar tiirii morfolojik yapilari ile mikrospor
patojeninin  karakteristik spor sathasina benzerlik gostermektedir. Isik mikroskobu
calismalarinda patojenlerinin neden olabilecegi karisikligr gidermek ve mikrospor patojenini
diger dokulardan ve patojenlerden ayirt edebilmek icin c¢esitli boyama teknikleri

kullanilmaktadir. Bu doktora tezinde entomopatojenlerin tespitinde yaygin olarak kullanilan
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Giemsa boyasi ile preparatlar boyanarak mikrospor patojeninin karakteristik sathasi olan
sporlar ile hayat dongiisiindeki diger meront, sporont ve sporoblast gibi karakteristik 6neme
sahip safhalar boyanarak tespit edilmistir (Sekil 6, 7, 8, 9). Giemsa boyama metodu ile
enfeksiyon kapmis bocek dokularindaki mikrospor enfeksiyonu teyit edilmistir.

Giemsa ile boyanan numunelerde tek ¢ekirdekli sporlar, kalin spor duvarlari nedeni ile
renksiz veya oldukc¢a agik renkte, sporun arka (posterior) kutbu, farkli bir renkte, tanecikler
seklinde goze carpan Golgi aygitinin kalintilar1 da koyu mavi renkte boyanmistir. Hayat
safhasinin diger onemli safhalarinda sitoplazmanin belirgin mavi renkte, ¢ekirdeklerin koyu
mor renkte boyandigi gézlemlenmistir.

Mikrospor patojeninin tanimlanmasinda karakteristik safhasi spor sathasidir. Bu ¢alisma
kapsaminda karaaga¢ yaprak boceginde tespit edilen mikrospor sporlari oval sekillidir (Sekil
6). Giemsa ile boyama isleminden sonra mikrospor patojenine ait sporlar tekrar 6l¢ulmiis ve
olgtimler sonrasinda sporlarin boyu 3,40 + 0,37 (2,50-4,17; n = 970) um; eni ise 1,63 £ 0,20
(0,92-2,51; n = 970) um olarak tespit edilmistir.
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Sekil 6. Giemsa boyal1 bocek dokusu, mikrospor sporlar1 ve ¢esitli hayat safhalari,
bar: 15 um

Tespit edilen mikrospor patojenine ait ilk vejetatif hayat sathasi meront sathasidir.

Giemsa ile boyanan numunelerde bulunan merontlarin sitoplazmasit kismen mavi renkte,
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nlkleuslar ise belirgin mor renkte boyanmistir. Tek veya c¢ift cekirdekli olabilen merontlar
kiiresel veya oval sekillidir (Sekil 7). Kiire seklindeki tek cekirdekli merontlar 5,14 + 1,29
(2,61-8,36; n = 30) x 4,89 £ 0,87 (2,83-6,57; n = 30) um Olculurken, ¢ift cekirdekli merontlar
7,18 + 1,54 (5,05-11,01; n = 23) x 6,25 + 1,87 (3,78-10,83; n = 23) um olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 7. Mikrospor hayat dongiisiiniin karakteristik meront sathasi, A: Tek
cekirdekli meront safthalari, bar: 15 pum, B: Cift ¢ekirdekli meront
safhalari, bar: 10 um.

Vejetatif safhanin baslangici olan merontlar birgok boliinme gecirerek mikrosporlarda
hayat dongiisliniin ikinci basamagi olan sporontlari1 meydana getirir. Giemsa ile boyanan
sporontlarin sitoplazmalari, kalinlagmaya baslayan ekzospor yapisi nedeni ile merontlara oranla
daha agik mavi renkte, hatta hemen hemen hi¢ boyanmazken ¢ekirdekleri ise mor veya parlak
fugya renkte boyanir. Bu calismada tespit edilen sporontlar kiiresel sekilden uzayarak olgun bir
spor sekline varan degisik yapilarda tespit edilmistir (Sekil 8). Boyali numunelerde
g6zlemlenen sporontlar 3,88 + 0,53 (2,88-5,43; n = 48) x 1,66 + 0,35 (1,09-2,52; n = 48) um
oOlcllerine sahiptir. Ayrica disporoblastik sporontlar sporoblastlar: olusturabilmek icin tek bir

boliinme gegirirler (Sekil 8).
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Sekil 8. X. luteola’da tespit edilen mikrospor patojenine ait sporont sathasi; asteriks
disporoblastik sporontu gdstermektedir, bar: 10 um

Olgun sporlart olusturacak olan sporoblast safhasi, mikrospor hayat dongiistiniin son
vejetatif sathasidir. Giemsa ile boyandiktan sonra sporoblastlarin sitoplazmalari ¢ok agik mavi,
nukleuslar1 agik mor renkte gozlemlenir. Incelemeler esnasinda tespit edilen diplokaryotik
sporoblastlar uzamis sekilde tespit edilirken Giemsa boyali numunelerde sporoblastlar 5,70 +
1,16 (4,11-9,35; n = 38) x 2,25 + 0,47 (1,54-4,43; n = 38) um boyutlarinda 6l¢tilmistiir (Sekil
9).
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Sekil 9. X. luteola’da tespit edilen mikrospor patojenine ait diplokaryotik sporoblast
sathasi, bar: 10 um

3.2.2.2 Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile Mikrospor Patojeninin
Incelenmesi

Yukarida bahsedildigi gibi karaaga¢ yaprak boceginde hastalik olusturan patojenin 151k
ve Giemsa boyali incelemeleri sonrasi patojenin mikrospor oldugu tespit edilmistir. Mikrospor
patojenlerinin tiir diizeyinde siniflandirilmasinda ultrastriiktiirel yapilar biiylik 6nem arz
etmektedir. Bu nedenle karaagag yaprak boceginde tespit edilen mikrosporun tiir diizeyinde
teshisi icin TEM caligsmalar1 gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda mikrosporlarin tiir
diizeyinde siniflandirilmalarinda kullanilan ve yaygin sekilde kabul goéren spor sekli, polar
filament sayisi, ¢ekirdek sayisi, spor duvari kalinlig1 gibi bu mikrospora ait ¢esitli 6zellikler
TEM’ de fotograflanarak teyit edilmistir (Sekil 10, 11). Bu tez ¢alismasinda karaaga¢ yaprak
bdceginde hastalik olusturan mikrospor patojeninin daha dnce tespit edilmemis yeni bir cinse
ait yeni bir tiir oldugu tespit edilmistir.

Mikrospor enfeksiyonlariin teshisinde ve tiir tanimlamalarinda kullanilan karakteristik

safha spor safhasidir (Sekil 10).



Sekil 10. X. luteola’ da tespit edilen mikrospor sporlari, A: boyuna kesit, B: enine
kesit, pf: polar filament

Gilinlimiizde mikrosporlarin siniflandirilmasinda; spor seklinin yani sira, ¢ekirdek sayisi,
spor duvari kalinligi, polar filament sayisi, polar filament ¢api, polaroplast sekli, spor
biiyiikliigli ve hayat dongiisii gibi farkli sistematik karakterler onem arz etmektedir (Becnel ve

Andreadis, 2014) (Sekil 11).



29

Sekil 11. X. luteola’ da tespit edilen mikrospora ait olgun spor ve vejetatif
safhalara ait TEM fotograflari, A: Konak sitoplazmasi ile dogrudan
iliskili iki ¢ekirdekli (binucleate) meront sathasi, B: Kiiresel sporont
ve erken sporoblast sathasi, C: (A) erken donem sporoblast (B) gec
dénem sporoblast safhasi, D: Olgun spor, E: Boyuna (A) ve enine (B)
olgun spor kesiti, F: Olgun spor enine kesit, G: Olgun spor boyuna
kesit asteriks on ucgta spor duvarindaki incelme ve diiz yapiy1 isaret
etmekte, H: Spor duvart ti¢clii zar yapisi (trilaminar), I: Olgun spordan
on uc boyuna kesit. Ad Anchoring disc, En Endospore, Ex Exospore,
M Manubrium, Mr Meront, n Nucleus, Pf Polar filament, Pm Plasma
membrane, Ppt primordial polar tube, Pv Posterior vacuole, S adult
spore, Sb sporoblast, Sp sporont.
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TEM mikroskobu ile yapilan incelemelerde patojene ait oval sporlarin tek c¢ekirdekli,
monokaryotik oldugu tespit edilmistir. Yine elde edilen TEM fotograflari iizerinde yapilan
olgtimlerde spor duvari kalinligi 75-115 nm olarak tespit edilmistir. Spor duvari ekzospor ve
endospor olmak iizere iki tabakadan olusurken, endospor kalinlig1 65-80 nm, ekzospor kalinligi
ise 34-45 nm olarak belirlenmistir. Ayrica incelenen olgun sporlarin 6n ug (anterior apex)
kisimlarinda spor duvarinin dikkat ¢ekici sekilde incelip (15-20 nm) diizlestigi belirlenmistir.
Mikrospor patojeninin polar filamenti 11 kivrimli ve isofilar polar filament yapisinda oldugu
belirlenmistir. Polar filament yapilari tizerinde yapilan 6lgiimlerde polar filament ¢ap1 67-79
nm olarak belirlenmistir. Yine bu mikrospora ait polaroplastin lamellar tip oldugu ve anteriérde

ince ve posteridrde dlzensiz kalin lamellar tip polaroplast oldugu belirlenmistir.

3.3. X. luteola Miiller’de Tespit Edilen Mikrospor Patojeni Uzerinde Yapilan
Molekiiler Calismalar

Karaagac¢ yaprak boceginde tespit edilen mikrospor patojenine ait sporlar izerinde DNA
izolasyonu 16S SSU rRNA amplifikasyonu ve klonlama islemleri gerceklestirilmistir. Bu
islemler sonucunda elde edilen 16S SSU rRNA’ nin varliginin tespiti ve biiyiikliigiiniin
hesaplanabilmesi i¢in etidyum bromiir (EtBr) ilave edilmis %0,9’luk agaroz jelde
yuritilmistir. Elde edilen PZR {irlinliniin biiytikliigi hesaplanirken, 100 baz ¢iftinden (bp)
baslayip 10 kilo baza (kb) varan 16 bantlik bir skala olusturan DNA ladder kullanilmistir
(Biolabs DNA ladder 1kb). Yiiriitme isleminin sonunda elde edilen sonuglar BioDocAnalyze
marka UV transilliminatorde goriintiilenmis ve tez konusu olan mikrospor patojenine ait 16S
SSU rRNA’nin 1000 bp ile 1500 bp arasinda bir biiylikliige sahip oldugu belirlenmistir (Sekil
12).
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A B

!—> 1500 bp

S Ss—> 1000 bp

Sekil 12. X. luteola’da belirlenen mikrospor patojenine ait 16S SSU rRNA’nin
agaroz jel gorantisu; A: Mikrospor patojenine ait 16S SSU rRNA B:
DNA ladder,

Tespit edilen mikrospor patojenini diger mikrosporlarla kiyaslamak igin baz dizin
analizleri gerceklestirilmistir. EcoRI restriksiyon endonukleaz enzimi ile kesim reaksiyonlari
sonucunda, dogrulugu teyit edilen klonlarin baz dizin analizleri i¢in Macrogen Inc. firmasinin
Hollanda subesine gonderilerek baz dizin uzunlugu 1245 bp olarak tespit edilmistir ve elde
edilen bu baz dizini KR704648 kabul kodu ile NCBI Genbank’ a yiiklenmistir (EK-1). Tespit
edilen baz dizilimindeki % G+C igerigi Fast PCR programi kullanilarak %36,95 olarak
belirlenmistir.

Baz dizin sonuglari, NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLAST (The
Basic Local Alignment Search Tool) ara yiiziinde diger kayitlarla kiyaslanmistir. Yapilan analiz
sonucunda klonlanan 16S SSU rRNA geninin 15 kayitla yiiksek oranda benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir.

Bu calismada karaaga¢ yaprak boceginde tespit edilen mikrospor patojeninin baz
diziliminin yani sira, cogu Lepidoptera takiminda dogal enfeksiyona neden olan mikrospor
tirleri ve ikisi analizlerde dis grup olacak sekilde toplamda 25 farkli veri kullanilmistir (Tablo
5).
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Tablo 5. Filogenetik analizlerde kullanilan 16S SSU rRNA baz dizileri

Kabul Kodu Organizma Adi Konak Takim Familya
AF426104 Nosema carpocapsae Cydia pomonella Lepidoptera  Tortricidae
D85503 Nosema bombycis Bombyx mori Lepidoptera ~ Bombycidae
u11047 Nosema vespula. Vespula germanica Hymenoptera Vespidae
AF033316 Nosema portugal Lymantria dispar Lepidoptera  Erebidae
JX268035 Nosema pieriae Pieris brassicae Lepidoptera  Pieridae
EU219086 Nosema thomsoni Choristoneura Lepidoptera  Tortricidae
conflictana
KC596023 Nosema thomsoni Choristoneura Lepidoptera  Tortricidae
conflictana
Y00266 Vairimorpha necatrix Pseudaletia unipuncta Lepidoptera  Noctuidae
DQY996241 Vairimorpha necatrix Pseudaletia unipuncta Lepidoptera  Noctuidae
U27359 Nosema oulemae Oulema melanopus Coleoptera Chrysomelidae
AY008373 Nosema bombi Bombus agrorum Hymenoptera Apidae
AF495379 Oligosporidium Metaseiulus Acari Phytoseiidae
occidentalis occidentalis
EU260046 Endoreticulatus sp. CHW-  Thaumetopoea Lepidoptera  Thaumetopoeidae
2008 Austria processionea
U26534 Nosema apis Apis mellifera Hymenoptera Apidae
DQ235446 Nosema apis Apis mellifera Hymenoptera Apidae
U11051 Nosema necatrix Pseudaletia unipuncta Lepidoptera  Noctuidae
AF141129 Vairimorpha lymantriae Lymantria dispar Lepidoptera  Erebidae
AF033315 Vairimorpha lymantriae Lymantria dispar Lepidoptera  Erebidae
HM216911 Anncaliia algerae Homo sapiens Primates Hominidae
AY894423 Anncaliia meligethi Meligethes aeneus Coleoptera Nitidulidae
EF564602 Ovavesicula popilliae Popillia japonica Coleoptera Scarabaeidae
AY009115 Endoreticulatus bombycis ~ Bombyx mori Lepidoptera ~ Bombycidae
U26532 Nosema furnacalis Ostrinia nubialis Lepidoptera ~ Crambidae
u09282 Nosema trichoplusiae Trichoplusia ni Lepidoptera  Noctuidae
KR704648 Rugispora istanbulensis  Xynthogaleruca luteola Coleoptera  Chrysomelidae

n. gen., n. sp.

PAUP*, version 4.0a147 for 32-bit Microsoft Windows programi kullanilarak bu verilerle
MaximumLikelihood agag topolojisi elde edilmistir. MaksimumLikelihood aga¢ topolojisi
olusturulurken dis grup olarak Endoreticulatus sp. CHW 2008 Austria ve Endoreticulatus
bombycis tlrleri kullanilmistir. PAUP*, version 4.0a147 for 32-bit Microsoft Windows
programi yardimiyla 1000 bootsrap ve GTR+G evrim modeli kullanilarak yapilan

MaksimumlLikelihood analizi sonucuna bakildiginda analizi yapilan verilerin tiimiiniin 2 ana
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grup altinda toplandig1 goriilmektedir (Sekil 13). Ayrica GenBank’tan elde edilen verilerle tez
konusu olan mikrosporidium tlirtinin 16S SSU rRNA’sina ait baz dizisi, MEGA6 programi ile
Pairwase distance analizi Kimura-2 modeline gore hesaplanarak tiirler arasindaki baz
farkliliklar1 da belirlenmistir (Kimura, 1980; Tamura vd., 2013) (EK - 2).

KR704648 Tez Caligmasi

U11047 Nosema vespula
” AF033316 Nosema portugal
87 _EAH 41129 Vairimorpha lymantriae
99 ——— AF033315 Vairimorpha lymantriae

EU219086 Nosema thomsoni
o Ll
95 KC596023 Nosema thomsoni

100

———JX268035 Nosema pieriae
& |:AF426104 Nosema carpocapsae
U27359 Nosema oulemae
o8 U11051 Nosema necatrix
100 {DQ996241 Vairimorpha necatrix

L——Y00266 Vairimorpha necatrix

— AY008373 Nosema bombi

— AF495379 Oligosporidium occidentalis

—U26534 Nosema apis

100| 100

L—DQ235446 Nosema apis

100 —D85503 Nosema bombycis

100 —U09282 Nosema trichoplusiae

———U26532 Nosema furnacalis

- — HM216911 Anncaliia algerae

L AY894423 Anncaliia meligethi

100

EF564602 Ovavesicula popilliae

I—AY009115 Endoreticulatus bombycis

I—EU26[)I)4E5 Endoreticulatus sp CHW 2008 Austria

Sekil 13. PAUP programi ile yapilmig MaximumLikelihood analizi
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3.4. X. luteola’da Belirlenen Mikrospor Etmeni Kullanilarak Yapilan Biyoassay
Deneyleri

Tez caligmast boyunca enfeksiyon tespit edilen boceklerden izole edilen mikrospor
patojeni karaagag¢ yaprak bocegi larvalarina uygulanmistir. Yapilan bu biyoassay deneyleri ile
uygulanan mikrospor patojeninin, karaagag yaprak boceginde gerceklestirecegi enfeksiyonun
zararliy1 ne sekilde etkileyecegi ortaya konmaya galisilmistir. Mikrospor biyoassay deneyleri
icin toplam 360 tane 2. instar karaagag¢ yaprak bdcegi larvast kullanilmistir. Sonuglarin daha
giivenilir olabilmesi i¢in deneyler ii¢ tekrar seklinde yapilmistir. Her bir deney icin her grupta
20’ser larva olmak tizere 6 grup olusturulmustur. Bu gruplardan bir tanesi kontrol grubu olarak
ayrild1 ve bu gruptaki larvalar enfeksiyonsuz besinle beslenmistir. Diger gruplarda enfeksiyon
dozajlar1 2,27x10" spor/ml, 2,27x10° spor/ml, 2,27x10° spor/ml, 2,27x10*spor/ml ve 2,27x103

spor/ml olarak ayarlanmistir. Yapilan deneylerde ilk 6liim 7. glinde gériilmiistiir (Tablo 6).
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Tablo 6. Biyoassay calismalarinda larvalarin doza gore 6liim zamanlari ve yiizdeleri

Enfekte Larva Sayisi _
Uygulamalar —“g— o9~ 11, 12, 15, 19. 20. 21 Enfeksiyon
(spor/ml) Gun GuUn GuUn Gun Gin Giin Gin Gin Oram (%)
<§f 2,27x107 1 1 2 0o 0o 4 0 o 50
S| 22700 o o 1 o 2 1 1 o 35
a| 220 1 1 0o 0 o0 0 2 o0 20
; 2,27x10% 1 1 1 0 0 0 0 0 15
| 22ma0 o o o o 1 o0 0 o 5
0 (Kontrol) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enfekte Larva Sayisi
Uygulamalar 7. 9. 10. 13. 17. 19. 20. 21. Enfeksiyon
< (spor/ml) Gun Gun Giun Gin Gin GUn Gun Gun Orani (%)
<§E 2,27%107 0 2 1 0 2 2 0 1 36,8
= 2,27%10° 1 0 0 2 1 0 0 2 26,3
g 2,27x10° 0 0 0 2 1 1 0 0 158
2| 227x10* o 1 1 0o o0 0 0 1 105
- 2,27x10° o o o0 o0 o0 0o 0 1 0
0 (Kontrol) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enfekte Larva Sayisi
Uygulamalar 8. 10. 11. 12. 16. 17. 19. 21. Enfeksiyon
< (spor/ml) Gin Gun Gin Gin Gin Gin Gun Gun Orani (%)
<§E 2,27x107 o 2 1 o 2 1 0 2 40
of R o o 1 2 0 2 0 1 30
9 2,27x10° 1 0 0 2 0 0 0 1 20
5
— 2,27x10* 0 1 0 0 1 0 0 0 10
- 2,27x10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 (Kontrol) 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Deney sonlandirildiginda dozaji 2,27x107 spor/ml olan gruptaki 6liim oran1 %42,27,
2,27%x10° spor/ml olan gruptaki 6liim oran1 %30,4, 2,27x10° spor/ml olan gruptaki 6liim orani
%18,6, 2,27x10* spor/ml olan gruptaki &liim oran1 %11,8 ve 2,27x10° spor/ml olan gruptaki
6lim oran1 %1,7 olarak bulunmustur. Spor dozu azaldikga 6liim yiizdesinin dogrusal bir sekilde

azalmakta oldugu gézlemlenmistir (Sekil 14).
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Mikrosporidyum Biyoassay Deneylerinde
Larvalarin Doza Gére Oliim Yiizdeleri

45
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0 | —— )
2,27x107 2,27x10% 2,27x10° 2,27x10% 2,27x10°
DOZAJ (spor/mi)

Sekil 14. Biyoassay ¢aligmalarinda larvalarin doza gore 6liim yiizdeleri

3.5. Iklim Verilerinin Tespit Edilen Mikrospor Enfeksiyonu Uzerine Etkilerini
Belirlemeye Yonelik Istatistiksel Analizler

Yapilan bu tez ¢alismasinda 2013-2015 yillar1 boyunca istanbul ilinde yapilan arazi
caligmalarinda karaagag yaprak boceginde tespit edilen mikrospor enfeksiyonunun yil, ay, nem,
yagis ve sicaklik gibi bagimsiz degiskenlerden etkilenip etkilenmedigi istatistiki analizlerle
degerlendirilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Karaaga¢ yaprak boceginde tespit edilen ortalama mikrospor enfeksiyon

degerleri
Ortalama Degerler
YIL AY YAGIS %NEM SICAKLIK°C  %ENFEKSIYON

Mayis 25,60 66,22 19,96 10,0
~  Haziran 67,40 61,51 22,98 10,4
2 Temmuz 3,60 62,63 24,98 55
“  Agustos 9,60 66,60 26,16 15,6
Eylul 11,20 61,47 21,34 14,5
Mayis 60,00 70,27 18,37 58
N~  Haziran 47,80 70,27 22,08 57
2 Temmuz 4580 68,65 25,21 5,0
® Agustos 57,80 71,51 25,75 50,9
Eylil 135,80 73,72 21,21 40,0
Mayis 4,60 67,73 18,50 5,8
N~  Haziran 30,20 69,41 21,70 57
2 Temmuz 0,40 64,81 24,78 33,9
' Agustos 25,20 67,60 25,88 29,7
Eylil 37,70 81,67 23,46 13,4
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Karaagac yaprak boceginde tespit edilen mikrospor enfeksiyonu ornekleme yapilan
populasyonlarda rastlanma siklig1 yiizdece yillara gore degerlendirildiginde 2014 yili ortalama
%21,48’lik enfeksiyon orani ile enfeksiyonun en sik rastlandigi yil olurken, 2013 yil1 ortalama

%11,20 enfeksiyon orani ile enfeksiyon yogunlugunun en az oldugu yil olarak tespit edilmistir
(Sekil 15).

Yillara Gore Mikrospor Enfeksiyonu

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
(%) ENFEKSIYON

Sekil 15. Karaaga¢ yaprak boceginde tespit edilen mikrospor enfeksiyonunun
yillara gore rastlanma siklig

Karaagac yaprak boceginde tespit edilen enfeksiyon yogunlugu arazi g¢alismalarinin
yuritiildigli aylara gore degerlendirildiginde 2013-2014 yillarinda Agustos ay1 sirasi ile
%15,60 ve %50,90 enfeksiyon oranlari ile enfeksiyonun en yogun goriildiigii ay olurken, 2015
yilinda %33,90 oran ile enfeksiyon en yogun Temmuz ayinda belirlenmistir. Aylar bazinda
yapilan bu degerlendirmede 6rnekleme yapilan ii¢ yil kendi igerisinde ay bazinda farkliliklar
barindirsa da Mayis ve Haziran aylari her {i¢ yi1l i¢inde enfeksiyon oraninin en az oldugu aylar

olarak tespit edilmistir (Sekil 16).
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Aylara Gore Mikrospor Enfeksiyonu

2013 2014 ——2015
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0,00
Haziran Temmuz Agustos

AYLAR

Sekil 16. Karaaga¢ yaprak boceginde tespit edilen mikrospor enfeksiyonunun
aylara gore rastlanma sikligi

Bu c¢alismada yagis, sicaklik ve nem gibi iklim verilerinin mikrospor enfeksiyonu
tizerinde bir belirleyiciligi olup olmadigini anlamak igin 2013-2015 yillarinin Mayis-Eyll
aylarinda ki iklim verileri ile mikrospor enfeksiyonu rastlanma siklig1 kiyaslanmistir. Yapilan
inceleme de yagis etkeninin mikrospor enfeksiyonu iizerinde direk etkisinin olmadig, yagisin
en az oldugu donemlerde (metrekareye 0,40 mm) de enfeksiyonun nispeten yogun bir sekilde
(%33,90) rastlanmasi ile tespit edilmistir (Sekil 17). Ayrica enfeksiyonun en yogun oldugu
(%50,90) 2014 yilinin Agustos doneminde yagis degeri metrekareye 57,80 mm olarak tespit
edilirken, en diisiik enfeksiyon yogunlugu (%5,00) yine ayni yilin Temmuz doéneminde

metrekareye 45,80 mm’lik yagis degerinde tespit edilmistir.
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Yagis-Enfeksiyon iliskisi

Enfeksiyon

20,00 40,00 60,00 100,00 120,00 140,00

YAGIS

Sekil 17. Karaagag yaprak boceginde tespit edilen mikrospor enfeksiyonunun yagis
degiskenine gore rastlanma sikligi

Dogal ortaminda sicaklik degisiminin mikrospor enfeksiyonuna olan etkisinin tespiti igin
elde edilen sicaklik verileri, en diisiik olan 18,37 °C’den en yiiksek olan 26,16 °C’ye gore 17 —
27 °C arasinda 2 °C’lik araliklarla gruplandirilarak, sicaklik etkeninin enfeksiyon dagilimina
olan etkisi grafiklestirilmistir. Elde edilen grafige gore en yiiksek enfeksiyon orani (%50,90)
25,75 °C’de rastlanirken, en diisiik enfeksiyon orani (%5,00) 25,21 °C’de rastlanmistir (Sekil
18). Sicaklikla enfeksiyon arasindaki bu tutarsiz iliski enfeksiyon tizerinde etkili olan diger
degiskenlerin rolii ile agiklanabilir. Bu durum yapilan diger kiyaslama ve istatistiki

analizlerlede bu ¢alisma kapsaminda ortaya konmustur.
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Sicaklik-Enfeksiyon iliskisi

{%) ENFEKSIYON

21,00 23,00

SICAKLIK

Sekil 18. Karaaga¢ yaprak bdceginde tespit edilen mikrospor enfeksiyonunun

sicaklik degiskenine gore rastlanma sikligi
Bu caligmada mikrospor enfeksiyonu {izerine etkisi arastirilan bir diger degisken olan
nem degiskeni acisindan mevcut tablo incelendiginde en yiiksek enfeksiyon oranm %71,51°lik
nisbi nem oraninda tespit edilirken, en diisiik enfeksiyon oran1 %68,65°lik nem oraninda tespit
edilmistir. Diger dikkat cekici bir bulgu ise nisbi nem oraninin %70-75 oldugu bantta
enfeksiyonun hizli bir artig egilimine girdigi ve %75°lik nem oranindan daha yukari degerlerde

ise enfeksiyonun tekrardan azalma egilimine girdigi tespit edilmistir (Sekil 19).

Nem-Enfeksiyon iliskisi
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Sekil 19. Karaagag¢ yaprak boceginde tespit edilen mikrospor enfeksiyonunun nem
degiskenine gore rastlanma sikligi
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Yapilan bu tez caligmasinda ayrica elde edilen iklim verileri ile mikrospor enfeksiyonu
arasindaki korelatif iligkinin boyutunu belirlemeye yonelik korelasyon analizleri
gergeklestirilmistir. Veriler iizerinde yapilan Kolmogorov-Smirnov Testi’ne (Justel vd., 1997)
gore korelasyon analizi Spearman (Spearman, 1904) metoduna gore gerceklestirilmistir.
Yapilan analiz sonucunda nem etkeninin mikrospor enfeksiyonu iizerinde en belirleyici
degisken oldugu tespit edilirken (r = 0,455; P<0,01); y1l degiskeni ile mikrospor enfeksiyonu
arasinda anlamli bir iligki olmadig1 tespit edilmistir (r = 0.098; P>0,05) (Tablo 8).

Tablo 8. Mikrospor enfeksiyonu ve iklim verileri arasindaki iligskiye doniik yapilan Spearman
korelasyon testi sonuglari

Yil Ay Nem Yagis Sicaklik  Enfeksiyon
Yil 1,000 -0,084 0,175** -0,282** 0,148* 0,098
Ay -0,084 1,000 0,525%* 0,420** 0,011 0,445%*
Nem 0,175** 0,525** 1,000 0,726** -0,146* 0,455**
Yagis -0,282** 0,420%* 0,726** 1,000 -0,291** 0,421*
Sicaklik 0,148* 0,011 -0,146* -0,291** 1,000 0,256**
Enfeksiyon 0,098 0,445** 0,455** 0,421%** 0,256** 1,000

** = P <0,01 anlamlilik diizeyi * = P <0,05 anlamlilik diizeyi

Bu calismada yapilan korelasyon analizi sonucunda mikrospor enfeksiyonu iizerinde
etkinlikleri tespit edilen farkli iklim, yil ve ay verilerinde meydana gelen degisimlerin
enfeksiyon yogunlugu iizerinde ne gibi etkilerinin oldugunu anlamak i¢in s6z konusu bu
degiskenler lizerinde Coklu Regresyon analizi gergeklestirilmistir. Yapilan bu analiz sonucunda
mikrospor enfeksiyon yogunlugu %58 oraninda bu degiskenlere bagli olarak degistigi ve
mikrospor enfeksiyonu ile degiskenler arasindaki iliskinin P<0,01 diizeyinde istatiksel olarak
anlamli oldugu tespit edilmistir. Ayrica s6z konusu bu iligkinin F (5,246) = 68,510; P<0,01
formiali ile formiile edilebildigi tespit edilmistir. Diger taraftan regresyon denklemi
katsayilarinin anlamlilik diizeylerine doniik yapilan analiz sonucunda elde edilen Enfeksiyon
=-0,508 Nem + 7,603 Yagis + 3,967 Sicakhk + 5,260 Y1l + 1,592 Ay — 10641,61 denklemi ile
s0z konusu etkenlerde meydana gelen degisimlerin mikrospor enfeksiyon yogunlugunu nasil

etkiledigi ortaya konmustur.



4. TARTISMA

Insanoglu uzun yillar ormanlari odun iiretimi yapilan sonsuz kaynaklar olarak
degerlendirmistir. Oysaki ormanlar yakacak odun yaninda gida, ilag hammaddesi vb. iirtinler
ile yasam i¢in gerekli olan temiz hava, oksijen ve su gibi paha bigilmez tirevler de
saglamaktadir. Bu nedenle gerek i¢inde barindirdigi canlilarin gesitliligi gerekse basta insanlar
olmak Uzere diger canlilara sagladigi cesitli kaynaklar sebebiyle ormanlar vazgecilmez bir
hazinedir. Dogal dengenin ve canliigin siirdiiriilebilmesi i¢in bu denli énemli olan orman
alanlar1; asir1 ve bilingsiz faydalanma, orman direncini bozan miidahaleler, yanginlar, ¢evre
kirliligi, hastaliklar ve bocek salginlar1 sayesinde tahribata ugrayip yok olmaktadir (Kaplan,
2014).

Orman alanlari iizerinde ciddi kayiplar meydana getiren hastalik ve bocek salginlar1 gibi
olumsuz etkenler ile micadele genellikle kimyasal madde kullanimi ile gerceklestirilmektedir.
Ancak kimyasal miicadele tekniklerinin gerek insan gerekse ¢evre lizerinde neden oldugu
olumsuzluklardan dolayr son yillarda alternatif miicadele yontemleri ilizerinde g¢alismalar
yogunlagmustir (Acar, 2014). Bu ¢alismalar i¢erisinde biyolojik miicadele metotlar1 hastalik ve
zararl boceklere karsi etkinliklerinin yani sira dogal dengenin korunmasina yonelik faydalar
bakimindan gelecek vadetmektedir. Ozellikle zararli bocekler iizerinde dogal olarak hastaliga
neden olan patojenlerin tespitine ve tanimlanmasina yonelik caligmalar oldukc¢a dikkat
cekmektedir. Ancak bu alanda yapilan ¢alismalar oldukga kisithdir (Bekircan, 2012).

Bu doktora tezinde diinyada ve Tiirkiye’de karaaga¢ tiirleri {izerinde biiyiik zararlara
neden olan karaagac yaprak bocegi; X. luteola’da dogal olarak enfeksiyona neden olan
Microsporidia grubundan patojenlerinin varligi arastirilmistir. Yapilan bu ¢alisma iilkemizde
ilk defa X. luteola’nin dogal hastalik etmenlerini belirlemeye yonelik yapilmis bir ¢alisma olup,
bu ¢alisma ile s6z konusu bocegin Microsporidia patojenleri agisindan tilkemiz i¢in ilk ve diinya
literatiirii i¢in yeni bir mikrospor kayd1 yapilmistir. S6z konusu bu ¢alismada, varligi belirlenen
mikrosporidium patojeninin tespiti ve karakterizasyonu icin 151k, elektron mikroskobu ve
molekiiler ¢alismalar gergeklestirilmistir. Ayrica Tirkiye’nin farkli illerinde yapilan arazi
calismalar1 ile patojenin {ilkemizdeki dogal yayilim alanlar1 belirlenmistir. Yine bu tez
caligmasi ile belirlenen diger 6nemli bir bulgu ise drnekleme yapilan alanlardaki iklim verileri
ile patojenin dagilimi arasindaki iligki farkli istatistiki analizlerle ortaya konmustur.

Gunumize kadar karaaga¢ yaprak boceginde dogal olarak hastalia neden olan tek

mikrosporidium tiirii; Toguebaye ve Bouix tarafindan 1989 yilinda Fransa’nin Montpellier
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bolgesinde tespit edilen Nosema cinsine ait Nosema galerucellae tiriddr. Isik ve elektron
mikroskobisi yardimu ile tespiti yapilan bu mikrospor tiirii; diplokaryotik safhalarin varligi,
homojen ekzospor, spor duvart kalinligi, sistemik enfeksiyona neden olma, horizontal ya da
vertikal tasinim ve spor kesesinin bulunmayisi gibi Nosema cinsine ait tipik taksonomik
Ozelliklere sahiptir (Larsson, 1986, 1988, 1999).

Elektron mikroskobunun kesfinden 6nce 1sik mikroskopu ile yapilan tanimlama ve
karekterizasyon islemleri elektron mikroskopisinin gelisimi ile yeterliligini kaybetmistir. Daha
once spor morfolojisini esas alan ve ultrastriiktiirel detaylar1 agiklanmamis mikrosporidium
tanimlamalar1 ¢ogu zaman yeni tir tanimlama acisindan gereksiz c¢alismalar olarak
sonuglanmistir (Malone ve Mcivor, 1996). Giiniimiizde mikrosporlarin siniflandirilmasinda;
spor sekli, spor duvart kalinlig1, polar filament halka sayisi, polar filament cap1, polaroplast
sekli, spor biiyiikliigii, enfeksiyon bolgesi ve hayat dongiisii gibi farkli taksonomik karakterler
onem arz etmektedir (Larsson, 1986). Bu taksonomik karakterler dogrultusunda, tez konusu
olarak tizerinde ¢alisilan mikrospor patojeninden elde edilen sonuglar ve Nosema galerucellae’

nin bazi karakteristik 6zellikleri Tablo 9’ da 6zetlenmistir.
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Tablo 9. Bu ¢alismada tespit edilen mikrospor ve Nosema galerucellae’nin taksonomik

karakterlerinin karsilastirmast

Nosema galerucella

(Toguebaye ve Bouix, Tez Calismasi 2016
1989)
Lokalite Montpellier, Fransa Istanbul, Tlrkiye
Konak Xanthogaleruca Xanthogaleruca

Enfekte Organlar

luteola Miiller, 1766

Bagirsak, Malpigi

luteola Miiller, 1766

tipleri, Yag doku, Kas Bagirsak
doku, Trake
Spor Sekli Oval Oval
3,40 £0,37x 1,63+
Spor Boyutu 4,95 x 2,89 um 0,20 um
- Spor duvari kalinligi 80 — 100 nm 75-115nm
(<5
S & | Polar filament 7-9 11
= £ | Polar filament gap: 54 — 69 nm 67 - 79 nm
g £ | Polar filament tipi Anisofilar [sofilar
S | Polaroplast Lamellar Lamellar
Cekirdek Diplokaryotik Monokaryotik

Karaagag¢ yaprak bocegi iizerinde Toguebaye ve Bouix’in 1989 yilinda Fransa’da 151k
ve elektron mikroskobisi kullanarak tanimladigi Nosema galerucellae, guinimize kadar bu
bocekte tespit edilen tek mikrospor tiiriidiir. Yapilan bu ¢alismaya gore N. galerucellae sporlari
konak bocegin bagirsak, Malpigi tiipleri, yag dokusu, kas dokusu ve trake sistemini enfekte
ederken spor sekli oval ve spor Olgiileri 4,95 x 2,89 um olarak belirlenmigtir. N.
galerucellae’nin tanimlanmasinda da belirtilen spor sekli, spor boyutu, enfeksiyon
gerceklestirilen konak tlirii ve enfekte edilen doku tipi gibi parametreler mikrosporlarin
sistematiginde biiyiik 6nem tagimaktadir (Larsson, 1986; Sprague, 1982, Sprague vd., 1992).
Benzer 6zellikler agisindan bu tez ¢alismasinda tespit edilen mikrospor tiirii irdelendiginde s6z
konusu mikrospor tird; konak bocegin yalnizca bagirsak dokusunu enfekte ederken, oval sekilli
taze sporlar 4,25 £ 0,52 (3,3-6,35; n = 500) pum boy ve 2,12 + 0,25 (1,45-2,91; n = 500) um en
olarak ol¢lilmiistlir. Ayrica mikrospor sistematiginde 6nemli bir parametre olan Giemsa boyali

preparatlar incelendiginde bahsi gecen mikrospor tiiriiniin N. galerucellae’dan farkli olarak
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monokaryotik oldugu tespit edilirken boyal1 sporlar iizerinde yapilan yeniden 6l¢iimlerde spor
boyutlari 3,40 + 0,37 (2,50-4,17; n = 970) um boy ve 1,63 + 0,20 (0,92-2,51; n = 970) um en
olarak tespit edilmistir. Yine Giemsa boyal1 preparatlar {izerinde yapilan incelemelerde sirasi
ile farkl1 hayat sathalar1 olan meront, sporont ve sporoblast safhalari tespit edilmistir. Yapilan
incelemelerde tek cekirdekli ve iki cekirdekli merontlara rastlanmistir. Kiiresel sekilli tek
cekirdekli merontlar 5,14 + 1,29 (2,61-8,36; n = 30) x 4,89 + 0,87 (2,83-6,57; n = 30) um iken,
iki cekirdekli merontlar 7,18 + 1,54 (5,05-11,01; n = 23) x 6,25 + 1,87 (3,78-10,83; n = 23)
um olarak Ol¢iilmiistiir. Benzer sekilde N. galerucellae’ya ait oval ya da kiiresel sekilli iki
cekirdekli merontlar 4,8 x 5,2 um iken, dort cekirdekli merontlar 5,4 x 58 pum olarak
Ol¢iilmiistiir. Yine Toguebaye ve Bouix (1989)’in yapmis oldugu ayni ¢alismada sirast ile iki
cekirdekli sporontlar 4,2 x 4,8 um olarak 6lcultrken, iki ¢ekirdekli sporoblastlar 4,2 x 5,4 um
olarak ol¢iilmiistiir. S6z konusu bu tez ¢alismasinda tespit edilen mikrospor tiiriine ait sporont
safhasi lizerinde yapilan Slgtimler de ise tek ¢ekirdekli oval sporontlar 3,88 + 0,53 (2,88-5,43;
n=48) x 1,66 £ 0,35 (1,09-2,52; n = 48) um olarak oOl¢ullrken, uzamis sporoblast yapilari 5,70
+ 1,16 (4,11-9,35; n = 38) x 2,25 + 0,47 (1,54-4,43; n = 38) um olarak Sl¢iilmiistiir.
Mikrosporlart  smiflandirmada kullanilan 6nemli bir taksonomik karakterde
ultrastriiktiirel yapilardir. S6z konusu bu yapilar; polar filament halka sayisi, polar filament
capi, polar filament tipi, spor duvari yapist ve kalinlig1 son olarak da polaroplast tipi olarak
siralanabilir (Larsson, 1986). Bu karakterler iizerinde yapilan incelemelerde tez konusu olan
mikrospor patojeninin isofilar tip olan polar filament halka sayis1 11olarak tespit edilirken polar
filament cap1 ise 67 - 79 nm arasinda Ol¢iilmiistiir. Spor duvar {izerinde yapilan detayl
incelemelerde ise elektronca gecirgen olan endospor tabakasi kalinligi 65 — 80 nm arasinda
degisirken, kirisik sekilli ekzospor tabakasi kalinligi 34 — 45 nm arasinda 6l¢iilmiistiir. Kismen
ince olan spor duvari iizerinde yapilan ortalama kalinlik 6l¢iimlerinde ise spor duvari kalinlig
75 — 115 nm arasinda 6lglilmiistiir. Yapilan bu spor duvari 6lgtimleri esnasinda dikkat ¢eken bir
diger husus ise olgun sporlarin 6n u¢ kisimlarinda spor duvart yapisi diizlesip en ince halini
almig olmasidir. Bu bdlgede yapilan detayli 6l¢iimlerde ortalama spor duvari kalinligr 15 — 20
nm olarak Ol¢iilmiistiir. N. galerucellae turinde ise polar filament tipi anisofilar iken polar
filament halka sayis1 7 — 9 olarak belirlenmistir. Yine Toguebaye ve Bouix (1989) tarafindan
yapilan olgtimlerde polar filament ¢ap1 54 — 69 nm, spor duvar kalinligr ise 80 — 100 nm olarak
saptanmigtir. Yapilan tiim bu kiyaslamalarin sonucunda, tez konusu olan mikrospor tiiriiniin
basta monokaryotik olmasinin yaninda gerek gelisim safthalarinin farkliligt gerekse spor
morfolojisi ve ultrastriiktiirel yapilarinin farkliligindan dolay1r daha 6nce karaagac yaprak

boceginde tespit edilen Nosema galerucellae’dan ¢ok farkli oldugu hatta Nosema cinsine ait
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olan karakteristik Ozelliklerden higbirini tasimadigi sonucuna varilmistir. Ayrica bu tez
caligmast ile tespit edilen mikrospor, tip tiirleri Coleoptera takimina ait boceklerde tanimlanmis
olan Anncaliia, Canningia, Chytridiopsis, Endoreticulatus ve Ovavesicula cinslerine ait
mikrospor tirleri ile spor morfolojisi, ultrastriiktiirel 6zellikler ve gelisim safhalar1 agisindan
kiyaslanmistir (Becnel ve Andreadis, 2014).

Anncaliia meligethi, ilk defa 1993 yilinda Issi ve arkadaslar tarafindan polen bocegi
Meligethes aeneus (Coleoptera: Nitidulidae) da tanimlanmistir. Bu mikrospor tiirii
diplokaryotik gelisim sathasi ve diplokaryotik oval sporlari ile karakterize edilmistir. Ayrica bu
mikrospor cinsine 6zgii olarak olgun sporlarin spor duvarlarinda tiibiiler ¢ikintilar barindirmasi
ile dikkat cekmektedir (Issi vd., 1993). Chytridiopsis cinsi gliniimizde ilkel mikrosporlar olarak
degerlendirilmektedir (Larsson, 2014). Bu cinsin tip tiirii Chytridiopsis socius, karafatma olarak
bilinen Blaps mortisaga (Coleoptera: Tenebrionidac) da tanimlanmistir. Bu tiir konak
dokusuyla olusturulmus vakuol igerisinde sporiilasyonunu tamamlamaktadir. Olgun sporlar
kiiresel sekilli olup endospor yapist ve organelleri indirgenmistir. Ayrica olgun sporlarda
polaroplast yapist tamamen ortadan kalkarak petek goriinimi almistir (Schneider, 1884).
Canningia spinidentis 1995 yilinda Pityokteines spinidens (Coleoptera: Scolytidae) koknar
kabuk boceginde tanimlanmistir. Bu tiir, konak hyaloplazmasinda monokaryotik olarak gelisim
gostermektedir. Olgun monokaryotik sporlar uzamis oval ya da tiibiiler yapidadir. Konakta
Ozellikle yag dokusu ve Malpighi tiiplerini enfekte eden bu mikrospor tiirii genellikle sistemik
enfeksiyon olusturmaktadir (Weiser vd., 1995). Tip tiiri Coleoptera takiminda tanimlanmais bir
diger mikrospor tiirii ise Endoreticulatus fidelis’dir. 1988 yilinda Brooks ve arkadaslari
tarafindan patetes bocegi Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) da
tanimlanan bu tiir, konagin orta bagirsaginda konak endoplazmik retikulumundan meydana
gelen parazitofor keseleri igerisinde multiple fizyonla ¢ogalan tamamen monokaryotik bir
tirdar. Olgun monokaryotik sporlart ovokiiler yapilar ile karakterize edilmistir (Brooks vd.,
1988). Ovavesicula popilliae, 1987 yilinda Popillia japonica (Coleoptera: Scarabaeidae) da
tanimlanmustir. Ikili gelisim safhasina sahip olan bu tiir gelisiminin ilk safhasinda diplokaryotik
ara sporlar olusturduktan sonra bu ¢ift ¢ekirdekli sporlar dort kez sitokinez gergeklestirmeden
karyokinez gecirerek otuz iki ¢ekirdekli plazmodyumlar meydana getirirler. Daha sonra her
plazmodyumda sitokinez gecirerek otuz iki adet monokaryotik olgun spor meydana
getirmektedir. Olgun sporlar oval ya da kiiremsi sekilli olup larva donemindeki konagin
Malpigi tuplerinde bulunur (Andreadis ve Hanula, 1987). Bu tez ¢alismasi ile karaagag yaprak
boceginde tespit edilen mikrospor ile yukarida da bahsi gegen tip tiirler arasinda bir benzerlik

olmadig1 hatta taksonomik karakterler acisindan cins diizeyin birbirinden ¢ok farkli olduklari
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tespit edilmistir. Coleoptera takimina ait boceklerde tespit edilen bu tip tiirlere ve tez konusu

mikrospora ait taksonomik 0zellikler Tablo 10°da belirtilmistir.



Tablo 10. Bu tez galismasi ile tespit edilen mikrospor ve Coleoptera takimina ait boceklerde tanimlanmis diger mikrospor tiirlerinin
taksonomik karakterlerinin karsilastirmasi

Anncaliia meligethi
(Issi vd., 1993)

Chytridiopsis
socius (Schneider,

Canningia spinidentis

(Weiser vd., 1995)

Endoreticulatus
fidelis (Brooks

Ovavesicula popilliae
(Andreadis ve

Tez Caligmasi
2016

1884) vd., 1988) Hanula, 1987)
Lokalite Rusya - Flatz, New Y.O rk, Connecticut, Amerika  Istanbul, Tiirkiye
Avusturya Amerika
Konak Meligethes aeneus Blaps mortisaga Plty_ol_<te|nes Leptmqtarsa Popillia japonica Xanthogaleruca
spinidens decemlineata luteola
Yag dokusu,
o N Malpighi tlpleri, Kas . Malpighi tlpleri ve o
Enfekte Organlar Yag ve Kas dokusu Bagirsak doku, Bag doku ve Orta bagirsak Bagirsak Bagirsak
Gonadlar
Spor Sekli Oval ya da Piriform Kdresel Oval ya da Tubiler OV&E‘;'@;E@ da Kiremsi oval Oval
Spor Boyutu 4-5 x 2-3 um 1,5%x 2,0 um 19-20%x0,8-1,0um  2,62x151pum  2,0-25x1,7-1,8 um 3’40+i00é367“>;]1’63
Spor duvari 150-180 nm - 100-150 nm - 115-120 nm 75-115 nm
kalinligi
T _ | Polar filament 13-15 - 5-6 5-7 6 11
S 2 H
£% Polar filament ) ) ) ) ) 67-79 nm
B 2| capl
% S i . . .
‘_g N Eg:ar filament Anisofilar - Isofilar - Isofilar Isofilar
D
Polaroplast Lamellar ve Tubular - Lamellar - Lamellar Lamellar
Cekirdek Diplokaryotik Monokaryotik Monokaryotik Monokaryotik Diplokaryotik/Monok Monokaryotik

aryotik

87
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Son yillarda mikrosporlari tiir diizeyinde birbirleri ile karsilastirmada 16S SSU rRNA
geninin V4 bolgesindeki niikleotid dizilerinin kiyaslanmasi yaygin sekilde kabul goéren bir
taksonomik parametredir (Malone vd., 1994). Eubakteriler gibi mikrosporlar digindaki diger
organizma guruplarinda 16S SSU rRNA genindeki niikleotid dizileri tiirden ture bir veya iKki
nikleotidlik farklar gosterirken, mikrosporlarda biyuk farklar géstermektedir (Dams vd., 1988;
Barry vd., 1990). Mikrospor tiirleri arasindaki 16S SSU rRNA geni agisindan bu blyuk
farkliligin  nedeni ise c¢ok sayida hayvan tirli iizerinde zorunlu parazit olarak
evrimlesmelerinden dolay1 kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Vossbrinck vd., 1987).

Bu tez ¢alismasinda, ¢alisma konusu olan mikrosporun tanimlanmasinda ultrastriiktiirel
caligmalarin yani sira molekiiler ¢alismalarda kullanilmistir. Yapilan molekiiler ¢aligmalar
sirast ile DNA izolasyonu, 16S SSU rRNA amplifikasyonu, klonlama ve baz dizin analizleri
olarak gruplandirilabilir. Klonlamasi gergeklestirilen 16S rDNA’nin SSU rRNA genine ait
kismi baz dizisi biiyiikliigli 1245 bp olarak tespit edilmistir ve elde edilen bu baz dizini
KR704648 kabul kodu ile NCBI Genbank’a yiiklenmistir. Bu patojenin filogenetik acidan
durumunun ortaya konulmasi i¢in NCBI (National Center for Biotechnology Information)
BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool) ara yiiziinde diger kayitlarla kiyaslama
yapilmistir. Yapilan analizde ortiisme ve benzerlik katsayisi dikkate alinarak on bes mikrospor
sekans1 analizlerde kullanilmak {izere secilmistir. Ayrica cinslerini temsil eden tip tiirlere ait
dokuz sekans da literatiirden segilerek filogenetik analizlere dahil edilmistir.

Molekiiler teknikler kullanilarak yapilan son ¢alismalarda elde edilen baz
dizilimlerindeki %G+C igerigi mikrosporlari cins diizeyinde birbirinden ayirmada
kullanilmaktadir. Ornegin 2010 yilinda yapilan bir ¢aligmaya gére; Nosema tirlerinde 16S SSU
rRNA genindeki G+C igerigi %33,93 — 38,73 iken, bu oran Endoreticulatus turlerinde %50,96
— 51,12 olarak tespit edilmistir (Dong vd., 2010). Fast PCR programi kullanilarak karaagag
yaprak boceginde tespit edilen ve tez ¢alisma konusu olan mikrospor da %G+C igerigi ise
%36,95 olarak tespit edilmistir. Ayrica filogenetik analizlerde kullanilan diger mikrospor
tirlerine ait %G+C icerikleri de hesaplanarak sonuglar Tablo 11’de 6zetlenmistir.
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Tablo 11. Karaaga¢ yaprak boceginde tespit edilen mikrospor ve filogenetik analizlerde
kullanilan diger mikrospor kayitlarina ait G+C, benzerlik, ortiisme ve Kimura-2
parametresine gore baz farklilik degerleri. “-* Belirli bir benzerlik yoktur.

. . bulensi B G+C

KR70464g ~ ugisporaistanbulensisn. oy oo Benzerlik . k?zl 3 icerigi

gen., n. sp. arklilig1 (%36,95)
AF426104 Nosema carpocapsae %99,0 %97,0 0,0296 %35,24
D85503 Nosema bombycis %99,0 %83,0 0,1940 %34,09
u11047 Nosema vespula. %100 %97,0 0,0296 %36,79
AF033316 Nosema portugal %100 %97,0 0,0314 %35,75
JX268035 Nosema pieriae %93,0 %96,0 0,0306 %36,50
EU219086 Nosema thomsoni %100 %97,0 0,0296 %36,88
KC596023 Nosema thomsoni %99,0 %97,0 0,0305 %36,95
Y00266 Vairimorpha necatrix %100 %95,0 0,0415 %37,38
DQ996241 Vairimorpha necatrix %100 1%96,0 0,0405 %37,05
uU27359 Nosema oulemae %100 %096,0 0,0341 236,85
AY008373 Nosema bombi %100 %95,0 0,0479 %38,09
AF495379  Oligosporidium occidentalis %99,0 %95,0 0,0527 %38,39
EU260046  Chdoreticulatus sp. CHW- %23,0 %77,0 0,4279 951,27

2008 Austria

U26534 Nosema apis %100 %94,0 0,0584 %38,65
DQ235446 Nosema apis %99,0 %94,0 0,0584 %38,69
U11051 Nosema necatrix %100 %96,0 0,0406 %37,05
AF141129 Vairimorpha lymantriae %98,0 %97,0 0,0314 %35,89
AF033315 Vairimorpha lymantriae %100 %97,0 0,0314 %035,38
HM216911 Anncaliia algerae - - 0,4675 %46,91
AY894423  Anncaliia meligethi - - 0,4722 %47,07
EF564602  Ovavesicula popilliae %3,0 %94,0 0,6044 %60,95
AY009115 Endoreticulatus bombycis %60,0 %78,0 0,4222 %51,30
U26532 Nosema furnacalis %99,0 %84,0 0,1937 %33,93
U09282 Nosema trichoplusiae %99,0 %83,0 0,1940 %34,09

Analiz sonucunda Nosema tiirlerinde G+C igerigi %33,93-38,69 arasinda degisirken,
Vairimorpha turlerinde %35,38-37,38; Anncaliia turlerinde %46,91-47,07 ve Endoreticulatus
tirlerinde %51,27-51,30 olarak belirlenmistir. Yiizde G+C igerigi dikkate alindiginda tez
konusu mikrospor %36,95°lik G+C igerigi ile Nosema ve Vairimorpha tiirlerine yakinlik
gOstermektedir. Ancak Kimura-2 modeline gore yapilan baz farkliligr testinde; sirasi ile bu
cinslerin tip tirleri olan Nosema bombycis’den %19,40 ve Vairimorpha necatrix’den %4,0
farkli oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alismayla tespit edilen mikrosporun filogenetik durumunun tam olarak anlasilmasi
icin PAUP* 4.0a147 for 32-bit Microsoft Windows programi kullanilarak MaximumLikelihood
agac topolojisi elde edilmistir. MaximumLikelihood aga¢ topolojisi hazirlanirken dis grup
olarak Endoreticulatus bombycis ve Endoreticulatus sp. CHW-2008 Austria kullanilmistir.

MaximumLikelihood analizi sonucuna bakildiginda tez konusu mikrosporun, Nosema ve
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Vairimorpha tiirlerinin bulundugu grupta politomi olusturdugu goriilmiistir. Bu durum
Microsporidia grubunda sik goriilen bir durum olup rRNA’nin kiigiik alt birimlerine gore
yapilan filogenetigin, Microsporidia sistematigindeki yetersizliginden kaynaklanmaktadir. Bu
durum ¢ogu zaman morfolojik ve ultrastriiktiirel karakterlerin molekiiler verilerle ¢elismesine
neden olmaktadir (O’Mahony vd., 2007; Wang vd., 2015). Ayrica son donemde Microsporidia
grubunda yapilan molekiiler ¢alismalar daha oOnce yiiksek taksonlarin tanimlanmasinda
kullanilan morfolojik karakterlerin polifiletik oldugunu gostermistir (Boucias ve Pendland
1998). Bu nedenle daha 6nce bu karakterlere gére tanimlanmis gok farkli taksonlar filogenetik
agaclarda ayni yere diisebilmektedir. Benzer sekilde tez konusu mikrospor Nosematidae
familyasindan Nosema ve Burenellidae familyasindan Vairimorpha cinsine ait tiirler ile ayni
grupta yer almistir. Ancak tez konusu mikrospor gerek genetik olarak gerekse de morfolojik
olarak bu tiirlerden ¢ok farklidir. Ornegin, tez konusu mikrospor 16S SSU rRNA sekans dizisi
bakimindan Vairimorpha cinsinin tip triinden 0,0405-0,0415; Nosema cinsinin tip tiriinden
ise 0,1940 oraninda farklidir. Morfolojik olarak bakildiginda ise Vairimorpha cinsi fi¢
sporiilasyon dongisl ve sporofor kesesi olusturma gibi bariz taksonomik karakterlerle tez
konusu tiirden net bir sekilde ayrilmaktadir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi ile birlikte karaagac yaprak boceginde tespit edilen
mikrospor tiirli gerek 151k ve elektron mikroskobisi gerekse de molekiiler ¢aligmalarla tespit
edilen taksonomik o&zelliklerle Unikaryonidae familyas1 ile benzerlik gostermektedir.
Unikaryonidae familyasinin genel Ozelliklerine bakildiginda ise bu taksonomik gruba ait
mikrospor tirleri; direk konak hiicresinin sitoplazmasinda sporulasyon geciren, ¢ogalmasi
polisporoblastik (coklu bélinme) ya da disporoblastik (ikiye bolinme, binary fizyon) olan, tim
gelisim sathalart monokaryotik ve olgun sporlar1 oval sekilli olmalar ile karakterize edilmistir
(Sprague, 1977). Yapilan incelemeler sonucunda tez konusu mikrosporun; g¢ogalmasini
disporoblastik yolla sagladigi, tiim gelisim sathalarinin monokaryotik olup direk konak hiicresi
sitoplazmast ile iliskili oldugu ve oval sekilli olgun sporlar olusturdugu tespit edilmistir. Bu
nedenle karaaga¢ yaprak boceginde tespit edilen bu mikrospor Unikaryonidae familyasina
yerlestirilmistir. Tez konusu bu mikrospor turind gerek spor morfolojisi ve ultrastriktirel
ozellikleri gerekse de konak tiirii, enfeksiyon bolgesi gibi 6zellikler agisindan kiyaslandiginda
Unikaryonidae familyasina ait diger mikrospor tiirlerinden ¢ok farkli oldugu tespit edilmistir.
Ayrica tez konusu tiir genetik agidan degerlendirildiginde Unikaryonidae familyasinda sadece
Oligosporidium cinsinin Oligosporidium occidentalis tiirii ile yakinlik kurdugu tespit edilmistir
(Becnel vd., 2002). Bu tiir, tez konusu mikrospor ile sekans farklilig1 agisindan kiyaslandiginda
iki tiir arasinda %5,27°1lik bir baz farkliligi tespit edilmistir. Ayrica bu iki tir %G+C igeri
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bakimindan degerlendirildiginde bu oran Oligosporidium occidentalis de %38,39 iken tez konusu
tiirde bu oran %36,95 olarak tespit edilerek iki tiiriin genetiksel olarak birbirinden ¢ok farkli oldugu
saptanmigtir. Bu farklilik MaximumLikelihood analizi ile hazirlanan filogenetik agag topolojisi ile de
ortaya konulmustur. Ayrica bu iki mikrospor tiirii konak tlrl, spor morfolojisi ve ultrastriktirel
Ozellikler gibi taksonomik parametreler agisindan kiyaslandiginda birbirinden ¢ok farkli olduklari tespit
edilmistir. Oligosporidium occidentalis; Amerika’da bir akar tlir(i olan Metaseiulus occidentalis
(Acari: Phytoseiidae) de tespit edilirken tez konusu mikrospor karaagac¢ yaprak bocegi
Xanthogaleruca luteola (Coleoptera: Chrysomelidae)’de tespit edilmistir. Oligosporidium
occidentalis’in spor morfolojisine bakildiginda ise iki farkli tip spor olusturdugu tespit
edilmistir. Birinci tip sporlar kisa polar filamentli olup (polar filament halka sayis1 3-5) spor
olcileri 2,53 x 1,68 um iken, uzun polar filamentli olan ikinci tip sporlar (polar filament halka
sayis1 8-9) 3,14 x 1,77 um boyutlarindadir (Becnel vd., 2002). Tez konusu mikrospor tiirii ise
her iki spor tipinden daha buyik (3,40 x 1,63 um) ve polar filament halka sayis1 11°dir.

Bu tez caligmasi boyunca karaagag yaprak bocegi, Xanthogaleruca luteola (Coleoptera:
Chrysomelidae)’de tespit edilen mikrospor tiiriiniin karakterizasyonu i¢in yapilan 11k
mikroskobisi, ultrastriiktiirel calismalar ve molekiiler calismalar sonucunda bu mikrospor
tirtiniin Unikaryonidae taksonuna ait oldugu belirlenmistir. Ancak sahip oldugu taksonomik
karakterlere bakildiginda bu grupta daha 6nce tanimlanmig higbir cinse benzemedigi tamami
ile farkli oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle bu tez ¢alismasi sonucunda Unikaryonidae
familyasina Rugispora adli yeni bir cins atamasi uygun goriilmiistiir ve bu tez c¢alismas ile

tespit edilen mikrospor turt Rugispora istanbulensis n. gen., n. sp. olarak adlandirilmistir.
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Taksonomik Tanimlama

Phylum (Sube): Microsporidia (Balbiani, 1882), Familya: Unikaryonidae (Sprague, 1977)

Genus (Cins) Rugispora n. gen

Presporiilasyon basamaklari ve olgun sporlar monokaryotik olup yalniz bir sporiilasyon
donglisti gozlenir. Tiim hayat dongiisii konak tiiriin orta bagirsak hiicre sitoplazmalari ile
dogrudan iliskilidir. Merogonik gelisim ikiye bolinme (binary fission) ile gergeklesir.

Sporogonik dongii disporoblastik olup kirisik (rugose) ekzospor yapisi ile karakterize edilen

monokaryotik sporlar meydana getirir. Karasal omurgasizlarda parazitizm yaparlar. Rugispora

istanbulensis tirine ait 16S SSU rRNA geni kismi sekans dizisi (Kabul No. KR704648) cins
i¢in referans sekansdir.

Tip tlr: Rugispora istanbulensis n. gen., n. sp.

Giemsa boyal1 olgun sporlar oval sekilli olup ortalama boyutlar1 3,40 + 0,37 x 1,63 +

0,20 pum (n=970)’dir. Taze sporlar ise 4,25 + 0,52 (3,30-6,35; n=500) um boyunda ve 2,12 +
0,25 (1,45-2,91; n=500) pm enindedir. Olgun sporlar isofilar tip polar filament yapisina sahip
olup polar filament halka sayis1 11°dir. Spor duvari yapisi li¢c katmanli olup en dista bulunan
ekzospor kirigik (rugose) yapili olup hemen alt kisimdaki kalin yapili endospor kismi hiicre
zarini sarar. Olgun sporlarin 6n u¢ kismi diizleserek spor duvarinin en ince oldugu bolgeyi
meydana getirir. Polaroplast yapist lamellar tip olup spor yapisinin arka u¢ kisminda daimi
kicuk bir vakuol bulunur.

Konak: Karaagag yaprak bocegi, Xanthogaleruca luteola (Muller) (Coleoptera:
Chrysomelidae)

Enfeksiyon bolgesi: Ergin ve larva donemindeki konagin orta bagirsak epiteli

Lokalite: Bu calisma ile tespit edilen tiir Istanbul, Tiirkiye’den toplanan numuneler ile tespit
edilmigtir

Bulagma: Horizontal (besin yolu ile) ya da vertikal (anne yolu ile) yolla gergeklesir.

Etimoloji: Cins epiteti “Rugispora” olgun sporlarin kirisik sekilli ekzospor yapilarindan
esinlenilmistir. Tiir epiteti “istanbulensis” patojenin kesfedildigi Istanbul’a
atfedilmistir.

Tip materyali: Isik ve elektron mikroskobisine ait tip numuneleri tez sahibi Cagri
BEKIRCAN’1n sahsi koleksiyonunda CRI-01 katolog numaras ile saklanmustir.
Ayrica Rugispora istanbulensis’e ait tip sekansi KR704648 kabul kodu ile
GenBank’a yiiklenmistir.
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Bu tez calismasi ile tespit edilen Rugispora istanbulensis’in konak bocek karaagag
yaprak bocegi iizerinde etkilerini anlayabilmek i¢in bioassay deneyleri yapilmistir. Yapilan bu
deneylerle konak bdocekle R. istanbulensis arasindaki Doz-Oliim iliskisi saptanmaya
calistlmistir. Uygulanan en yiiksek dozajda (2,27x107 spor/ml) R. istanbulensis sporlarmm
meydana getirdigi enfeksiyonun oldukea yiiksek oldiiriicii etkiye (%42,27) sahip oldugu tespit
edilmistir ve deneyin hipotez agsamasinda da tahmin edildigi gibi dozla 6liim arasinda dogrusal
bir iligki oldugu saptanmistir. Ayrica yirmi bir giinliik bu deneylerde en erken dliimler ikinci
uygulamanin yedinci giinlinde gerceklesmistir. Benzer sekilde Down ve arkadaslarinin. 2008
de bir mikrosporidyum turii olan Vairiomorpha necatrix ile Lacanobia oleracea (Lepidoptera:
Noctuidae) iizerinde yaptiklar1 ¢alismada ilk 6liim 6,7x107 spor/mg’lik dozajda dokuzuncu
giinde goriilmiistiir. Bu ¢aligmalarla elde edilen sonuglar iizerinden Vairiomorpha necatrix ile
R. istanbulensis’i kiyasladigimizda; R. istanbulensis daha diisiik konsantrasyonlarda daha erken
konak bocek tizerinde 6liime neden olmaktadir. Bu ag¢idan da R. istanbulensis, Vairimorpha
cinsinden bariz farklilik gostermektedir.

Karaagag yaprak bdceginde tespit edilen R. istanbulensis enfeksiyonun Istanbul’da
yuritilen ti¢ yillik tez ¢alismasi siiresince yil ve aylara gore dagilimina bakildiginda ise yil
bazinda 2014 yil1 %21,48’lik oranla enfeksiyonun en yogun oldugu yil olurken, %11,20°lik
enfeksiyon orani ile 2013 y1li enfeksiyon yogunlugunun en az oldugu yil olmustur. 2015 yilinda
ise 2014 yilinda goriilen %21,48’lik enfeksiyon orami azalarak %17,70 gibi bir seviyeye
gerilemistir (Sekil 15). R. istanbulensis karaaga¢ yaprak boceginde meydana getirdigi
enfeksiyon oranlar1 aylara gore degerlendirildiginde ise 2013-2014 yillarinda Agustos ay1 sirasi
ile %15,60 ve %50,90 enfeksiyon oranlari ile enfeksiyonun en yogun goriildiigii ay olurken,
2015 yilinda %33,90 oran ile enfeksiyon en yogun Temmuz aymnda belirlenmistir. Aylar
bazinda yapilan bu degerlendirmede 6rnekleme yapilan ii¢ yil kendi icerisinde ay bazinda
farkliliklar barindirsa da Mayis ve Haziran aylar1 her {i¢ yil icinde enfeksiyon oraninin en az
oldugu aylar olarak tespit edilmistir (Sekil 16). Ayrica bu tez ¢alismasinda yillik ve aylik bazda
meydana gelen enfeksiyon oranlarindaki bu dalgalanmanin hangi etkenlerden kaynaklandiginin
anlagilabilmesi i¢in nem, yagis ve sicaklik gibi iklim degiskenlerinin R. istanbulensis
enfeksiyonu Uzerindeki etkileri istatistiki olarak degerlendirilmistir. Yapilan bu degerlendirme
ile nem degiskeni R. istanbulensis enfeksiyonu tizerinde en belirleyici degisken olurken (r =
0,455**; P<0,01) sicaklik ise ikinci siradaki 6nemli etken oldugu saptanmustir (r = 0,256**;
P<0,01). Istatistiki olarak elde edilen bu sonuglar da daha &énce literatiirde yapilmis cesitli
caligmalarla birbirini destekler mahiyette olup bu ¢alismalarda da nem ve sicaklik faktorlerinin

mikrospor enfeksiyonlari iizerinde oldukca etkili oldugu rapor edilmistir (Aydin vd., 2005;



55

Fries, 2010; Malone vd., 2001; Martin-Hernandez vd., 2009). Ayrica yagis faktoriiniin nem
degiskeni tizerinde direk etkisi oldugundan R. istanbulensis enfeksiyonu iizerinde dolayl bir
etkisi oldugu tespit edilmistir (r = 0,421%*; P<0,05). Tez siiresi boyunca yapilan bu kapsamdaki
calismalar sonucunda karaagag yaprak boceginde tespit edilen R. istanbulensis enfeksiyonunun
dogrudan iklimsel verilerden etkilendigi sonucuna varilmistir. Elde edilen bu sonug literatlirde
yapilan bu kapsamdaki ¢alismalarla da birbirini destekler mahiyettedir. Yapilan bu caligmalarla
iklim degisimleri boceklerde hastalik yapan organizmalarin dagilimini, yayilimini ve varliini
etkiledigi sonucuna varilmistir (De la Rocque vd., 2008; Martin-Hernandez vd., 2009).

Sonug olarak; 1sik, elektron mikroskobu ve molekiiler ¢alismalardan elde edilen tim
veriler, bu tez calismasi ile karaaga¢ yaprak bocegi, Xanthogaleruca luteola (Muller)
(Coleoptera: Chrysomelidae) de tanimlanan mikrosporidium patojeninin yeni bir cins oldugunu
gostermektedir. Rugispora cinsine dahil olan bu yeni tiiriin ismi tespit edildigi sehre atfedilerek

Rugispora istanbulensis n. gen., n. sp. olarak isimlendirilmistir.



5. SONUCLAR

Bu doktora tezi siiresince elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde verilmistir.
1. Coleoptera takimina ait olan karaaga¢ yaprak bocegi Xanthogaleruca luteola (Muller)
(Coleop: Chrysomelidae) ile biyolojik miicadelede kullanilmak iizere dogal hastalik etmeni
mikrospor patojeninin varligi arastirtimis ve 2013-2015 yillarinin Mayis — Eylul aylart arasinda
toplanan numunelerde bir mikrosporidium patojenine rastlanmaistir.
2. Karaaga¢ yaprak boceginde tespit edilen mikrosporun morfolojik ve ultrastriktirel
ozellikleri, 151k mikroskobu, Giemsa boyama ve gecirimli elektron mikroskobu (TEM)
caligmalar ile belirlenmis ve bu patojenin Unikaryonidae familyasi i¢in yeni bir cins kaydi
oldugu tespit edilmistir.
3. Tespit edilen mikrospor sporlari tizerinde yapilan molekiiler ¢alismalar ile bu patojenin
Unikaryonidae familyas1 i¢in yeni bir cins oldugu teyit edilmistir.
4. Giemsa boyama yoOntemi ve elektron mikroskobu ¢alismalar1 sonucunda elde edilen hayat
dongusi safhalar1 ve ultrastriiktiirel yapr bulgular1 ve molekiiler ¢alismalar ile elde edilen
veriler ile karaagacg yaprak boceginde tespit edilen bu mikrospor patojeni Rugispora cinsi olarak
atanmigtir. Karakterizasyonu tamamlanan bu tiir Rugispora istanbulensis n. gen., n. sp. tiir ad1
ile bu alanda saygin dergilerden Parasitology Research adli SCI (Science citation index) dergide
yayimlanmistir. Bu nedenle s6z konusu tez ¢alismasi karaaga¢ yaprak boceginde (X. luteola)
tespit edilen mikrospor patojeninin diinya ve Tirkiye igin ilk kaydidir.
5. Arazi ¢alismalar1 sonucunda yalnizca Istanbul’da elde edilen numunelerin diseksiyonu
sonucunda enfeksiyon tespit edilmistir. Yapilan arazi ¢alismalari sonucunda tiim illerden elde
edilen 3217 numunelik grupta enfeksiyon oran1 %8,92 iken, Istanbul i¢in bu oran %27,89 olarak
belirlenmistir.
6. Ayrica bu tez caligmasi konak bocegin (X. luteola) iilkemizdeki popiilasyonu hakkinda da
detayli bilgi vermektedir. 2014-2015 yillar1 arasinda yiiriitiilen arazi ¢alismalar1 sonucunda
Istanbul bu bdcegin en yogun rastlandigi il olurken, Trabzon en az goriildiigii il olmustur.
Bunun yaninda arazi ¢aligsmalariin yiriitiildiigli aylar igcinde Agustos ay1, bocegin en yogun
goriildigl ay olmustur.
7. Karaaga¢ yaprak bdceginde tespit edilen R. istanbulensis’in konak bocek uzerindeki
insektisidal etkisini belirlemek icin yapilan bioassay deneylerinde 2,21 x 10”’lik uygulama
dozaj1 bocek lizerinde en yiiksek 6lim oranini olusturmustur (%42,27). Ayrica bu deney

sonucunda uygulanan dozajla 6liim oran1 arasinda dogru oranti oldugu belirlenmistir. Yirmi bir
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gilinliik deney siiresi boyunca en erken oliimler ise ikinci uygulamanin yedinci giinlinde
gorilmiistir.

8. Bu tez calismasinda; karaagag yaprak boceginde dogal olarak meydana gelen R. istanbulensis
enfeksiyonu tizerinde iklimsel verilerin etkileride ¢alisilmistir. Bu kapsamda yapilan ¢alismalar
sonucunda nem r = 0,455**; P<0,01 korelatif degerle enfeksiyon lizerinde en belirleyici etken
olurken bu degigkeni r = 0,256**; P<0,01 degerle sicaklik takip etmistir.

9. Iklim verileri ve enfeksiyon arasindaki iliskiyi formiiliize edebilmek icin yapilan regresyon
analizleri sonucunda ise Enfeksiyon =-0,508 Nem + 7,603 Yagis + 3,967 Sicaklik + 5,260 Y1l
+ 1,592 Ay — 10641,61 bagintisi elde edilmistir.

10. Mikrospor patojeninin konak spesifitesinin yiiksek olmasi, dogal hastalik olusturup ¢evreye
ve diger canlilara zarar vermeden, ekolojik dengeyi koruyarak yalnizca hedef zararh
popiilasyon yogunlugunu azaltmasi, biyolojik miicadelede bu patojenlerin tercih edilmesi
gerektigini ortaya koymaktadir.

Bu doktora tez ¢alismasi ile karaagag yaprak bocegi (Xanthogaleruca luteola Muller) de
dogal hastalik olusturan; Turkiye ve diinya i¢in cins ve tir seviyesinde yeni bir mikrosporidium
patojeni tespit edilmekte, karakterizasyonu ve varligi agiklanmaktadir. Bunun yani sira bu yeni
patojenin konak bdcek lizerindeki doza bagl insektisidal etki ve neden oldugu dogal

enfeksiyonla iklimsel kosullar arasindaki iligki istatiksel olarak degerlendirilmistir.



6. ONERILER

Alan zararhlariyla miicadelede iilkemizde tamamen kimyasal ilaglarla yapilmaktadir.
Kimyasallarin hedef zararli disinda, ¢cevreye, dogadaki diger yararli canlilara ve insan sagligina
olumsuz yondeki etkileri endise verici bir durumdur. Istenmeyen bu etkileri ortadan kaldirmak
ya da minimum seviyeye indirmek i¢in alternatif miicadele yontemleri gelistirilmektedir.
Cevreye duyarli, yalnizca kontrol altina alinmasi ve etkisinin azaltilmasi gereken zararliya etki
eden ve kalint1 sorunu gibi olumsuzluklar barindirmayan biyolojik miicadele yéntemi, tercih
edilmesi gereken yoOntemlerin basinda gelir. Bu doktora tez calismasinda tespit edilen
Rugispora istanbulensis n. gen., n. sp., iilkemiz ve gesitli diinya iilkelerinde karaagag¢ (UImus
spp.) tdrleri icin 6nemli bir zararli olan karaaga¢ yaprak bocegi, Xanthogaleruca luteola
(Muller) (Coleoptera: Chrysomelidae) ile micadele de kimyasal miicadeleye alternatif olarak
kullanilmalidir. Bu amagla bu mikrosporidium patojeninin kitle iiretimi yapilip patojenite
testlerinden gegirildikten sonra gerek sahislara gereksede tiizel kisilere ticari sekilde sunulabilir.
S6z konusu patojenin kullanilmasiyla zararh ile biyolojik miicadele gergeklestirilmis ve ayni
zamanda kimyasal ilaglarin ¢evreye ve canlilara verdigi zararh etkilerin de Oniine gegilmis
olacaktir. Dar bir alanda siirdiiriilen arazi ¢alismalar ile gerceklesen bu tez ¢aligmasinin
kapsamu gelistirilerek tim Tiirkiye’de karaagag tiirlerinin bulundugu bolgelerdeki zarar yapan
boceklerde patojen varligi arastirilabilir. Patojenin  konak bocekteki larva gelisimine,
beslenmeye ve yumurta birakma gibi faaliyetlerine etkisi aragtirilmalidir. Zararlinin larva ve
ergin formlarina bioassay deneyleri yapilarak s6z konusu mikrospor patojeninin patojenitesi ve
konak tizerinde meydana getirdigi semptomlar tespit edilmelidir. Ayrica bu patojenin vertikal
ve horizontal bulagsma potansiyelleri de arastirilabilir. Ayn1 zamanda bu patojenin basta
Chrysomelidae familyas: olmak tizere diger Coleoptera takimina ait familya ve tiirlerde
enfeksiyon gerceklestirip gerceklestirmedigi de calisilabilecek konular arasindadir. Bu tez
caligmasinin {ilkemiz ve diinya i¢in ilk kayit olmasi, bu alanda yapilacak olan diger ¢aligmalara
kaynak niteliginde olacaktir. Bu ¢alisma araciligi ile sunulan bilgiler kullanilarak diger orman

zararllar ile miicadelede yeni patojenik ajanlarin tespiti miimkiin olabilir.
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8. EKLER

Ek 1. Tespit edilen mikrosporidium tirinin 16S SSU rRNA’sina ait kismi baz sirasi,
toplam uzunluk 1245 bp dir.

CACCAGGTTGATTCTGCCTGACGTAGRACGCTATTCCCTARGATTAACCCATGCATCGTTTTTG
ACATTTGAARAATCGACTGCTCAGTAATACTTACTTTATTTGATGTACATTTGARARTALCT
ACGTTARACTGCTAGATAR A A TCTCTACAGTARGAGTAACARCCTATCAGCTAGTTGTTAAGET
AATGGCTTARACARCGCACGTCGACGEETARCGETATTACTTTGTAATATTCCGGAGRAAGGAGCC
TGAGAGACGGCTACTARGTCTAAGGATTGCAGCAGGGGCGARAACTTGACCTATGGATTTTTT
CTEAGCCAGTTATGGCAAGTARTATATATTGTTTCATATTCTAARACTATATCGAGETGATTA
ATTGGAGGCGCAAATCARCTCGCCAGCAGCCGCGETAATACTTGTTCCARGRACTETETATEATE
ATTGATGCAGTTAARARCTCCGTARTTTATTTTTAAGARGCAATATCGATETGTACTGTATAG
TTEGCAGACGACGATGAARTCTCACGACCCTGACTGGACAARCACGAGETGARAGCTEGTACACTT
CTATGTATTTTCTGAACARAGGACGTARGCTGEAGGAGCGRAAGATGATTAGATACCATTETAG
TTCCAGCACGTARACTATGCCCGACGATGTGATCTGCTATARATCGTTGTATTACATGATAGALAT
TTGAGTTTTTTGGCT CTGOGEAAAGTATGATCGCARGATTGARAARTTARRGAARTTGACGER
AGARATACCACCGAGCACTGCGATTCGTGCGECTTAATTTGACTCAACCGCGAGGTARCTTACCAAT
ATTTTATTATTTTCAGACGATAATATATCTCGACGALATGATAATACTCGETECATGEGCCETTTTC
ARTCCATGCTCTGARCTTTTCATTAATTTCARCAACACCTCGAGACCCTTTTTTTATTAGACR
CACACAATCACTETAGGRAAGCARACGCEATTAAARCACATCCGTTATGCCCTCTGACATTTTGE
GCAGCACGCGCAATACAATAGATATARARTCTTTATGGGATAATATTTTGTAAGAGATATTT
CGARACTCGEALTTGCTAGTARATTTTATTARATAACGTAGARTTCGALATCTSTCCCTETTCTTTG
TACACACCGCCCETCGCTATCTAAGATGATATATETTGTGARAATTAGTGAAMACTACTTARR
CARATATCETATTACGAT CTGATATAACTCGTAACATGETTGCTEGTTGEAGARCCATTAGCAGER
TCATA



Ek 2. 16S SSU rRNA Genine Gore Analizlerde Kullanilan Orneklerin Baz Farkliliklart

1 KR704648 Rugispora istanbulens
2 U11047 Nosema vespula

3 AF426104 Nosema carpocapsae

4 AF33316 Nosena portugal

5 EU219986 Nosema thomsoni

6 K(596023 Nosema thomsoni

7 U27359 Nosema oulemae

§ U11051 Nosena necatrix

9 AY208373 Nosema bonbi

10 2X268035 Nosena pieriae

11 026534 Nosema apis

12 DQ235446 Nosema apis

13 085503 Nosema bonbycis

14 UB9282 Nosema trichoplusiae
15 026532 Nosema furnacalis

16 AF495379 Oligosporidium occide
17 Y0026 Vairinorpha necatrix

18 00996241 Vairinorpha necatrix
19 AF141129 Vairinorpha lymantria
20 AF833315 Vairinorpha lymantria
21 AY09115 Endoreticulatus bonby
20 £U260046 Endoreticulatus sp CH
23 Hi216911 Anncaliia algerae

24 AYB94423 Anncalila meligethi
25 EF564602 Ovavesicula popilliae

1

#.02969
#.02969
0.03148
0,02068
0.03057
0.03417
0.04060
0,04793
#,03066
0,05641
0.05641
0.19403
#,19405
0.19375
0.05201
0.04159
#,04059
0.03148
0.03148
.41
0.42193
0.46757
0.47226
0.60447

2.01815
0.00171
0.00773
2.08659
2.01815
£.02526
2.03067
2.01035
2.04911
2.04911
0.18328
2.18329
0.18328
2.03525
0.02600
8.00527
2.00171
0.00257
0.42057
.49
0.4549
0.46253
2.59660

0,619
0,01553
0.01641
0.61207
0.01559
003688
0.61621
004544
004544
0.18225
0,18226
0.17682
0.04162
0.01913
0,01559
0,019
0.02078
0.41482
0,42018
0.45712
046567
0,58560

0,00945
#.01032
0,019
0.02703
0.03067
£,01209
0,05096
0.05096
0.18219
£.16220
#.18210
0.03705
0.02978
0,02704
00000
0.00085
0.42108
0,42649
0.45264
046061
0,59480

#.00085
0.01816
0.00262
0.03067
#.00257
0.04636
0.04636
0,179
#.17993
#.16212
0.03616
0.02534
0,026
0.00945
0.01032
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