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KARAKTERIZASYONU, DAGILIMI VE BiYOLOJIK
MUCADELEDE KULLANILMA POTANSIYELLERININ
ARASTIRILMASI
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MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK ANABILiM DALI
DOKTORA TEZI, 113 SAYFA

(TEZ DANISMANI: Prof. Dr. Omer ERTURK)

Bu doktora tez ¢alismasinda, iilkemizde onemli bir depo zararlis1 olan Kuru
Meyve Giivesi (Plodia interpunctella, (Lepidoptera; Pyralidae)’ne karsi zararlinin,
tilkemizdeki farkli cografik popiilasyonlarinda mevcut olan insektisidal etkisi yiiksek
entomopatojenlerin tespiti, izolasyonu, karakterizasyonu, ¢esitliligi, popiilasyonlardaki
5 yil siire boyunca (2019-2023 yillar1) dagiliminin belirlenmesi ile mevsimsel olarak
patojen yogunlugu tespit edilerek, protist entomopatojenlerin kuru meyve giivesi
tizerindeki insektisidal etkilerinin laboratuvar kosullarindaki etkileri detayl olarak ilk
kez arastirilmstir.

Calisma boyunca Tirkiye’de ki 14 farkli lokaliteden toplanan ornekler
makroskobik ve mikroskobik olarak protist patojenler varligi agisindan incelenerek
Gegirimli Elekton Mikroskobu (TEM) calismalari ile de ultrastriiktiirel 6zellikleri
aydinlatilmigtir. Tespit edilen patojenlerden DNA izolasyonu ve molekiiler ¢aligmalar
yapilarak fiogenetik analizleri yapilmistir. Calisma sonuglarina gore 14 ilin 8’inde
Neogregarine patojen, 14 ilin 4’tiinde Coccidian patojen ve 14 ilin 12’sinde de
Mikrosporidian patojeni tespit edilmistir. Ozellikle protist patojenler; neogregarin
Mattesia dispora ve mikrosporidian Vairiomorpha plodiae isolate TR P.
interpunctella’da daha yaygin olarak bulundugu tespit edilmistir. Tespit edilen
Coccidian patojen Adelina mesnili Tirkiye'deki P. interpunctella popiilasyonlarindan
elde edilen ilk Adeleid Coccidian kaydi olmasi nedeni ile olduk¢a dnemlidir.

Bioassay denemeleri i¢in farkli konsantrasyonlarda hazirlanan protist patojen
soliisyonlar1 kullanilmistir. Ozellikle Vairiomorpha plodiae isolate TR ve Mattesia
dispora’nin P. interpunctella’ya karsi oldukga yiiksek viriilas etki gosterdikleri tespit
edilmistir. Mevsimsel olarak patojen yogunlugu incelendiginde ise, V. plodiae isolate
TR ve M. dispora’nin yilin her mevsiminde P. interpunctella’y: enfekte ettigi ve P.
interpunctella'nin  tim yasam evrelerinde (larva, pupa ve ergin) enfeksiyon
olusturduklar1 tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik Miicadele, Depo Zararlisi, Entomopatojen, Plodia
interpunctella



ABSTRACT

DETECTION, CHARACTERIZATION AND DISTRIBUTION OF PROTIST
PATHOGENS OF INDIAN

MEAL MOTH (Plodia interpunctella (HUBNER), LEPIDOPTERA:
PYRALIDAE) AND INVESTIGATION OF ITS POTENTIAL FOR
BIOLOGICAL CONTROL

Tugba SAGLAM GUVENDIK

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETIC
PHD THESIS, 113 PAGES

(SUPERVISOR: Prof. Dr. Omer ERTURK)

In this doctoral thesis, the identification, isolation, characterization, diversity,
and distribution over a five-year period (2019-2023) of entomopathogens with high
insecticidal efficacy against the Indian Meal Moth (Plodia interpunctella,
(Lepidoptera; Pyralidae)), an important storage pest in our country, have been
investigated in different geographical populations. By determining the seasonal
pathogen density, the insecticidal effects of protist entomopathogens on the Indian
Meal Moth under laboratory conditions have been comprehensively studied for the
first time.

Throughout the study, samples collected from 14 different localities in Turkey
were examined macroscopically and microscopically for the presence of protist
pathogens, and their ultrastructural characteristics were elucidated using Transmission
Electron Microscopy (TEM) studies. DNA isolation and molecular studies were
conducted on the identified pathogens, and phylogenetic analyses were performed.
According to the study results, Neogregarine pathogens were found in 8 of the 14
provinces, Coccidian pathogens in 4 of the 14 provinces, and Microsporidian
pathogens in 12 of the 14 provinces. Particularly, the protist pathogens Neogregarine
Mattesia dispora and Microsporidian Vairiomorpha plodiae isolate TR were found to
be more commonly present in P. interpunctella. The identified Coccidian pathogen
Adelina mesnili is significant as it represents the first record of Adeleid Coccidian
obtained from P. interpunctella populations in Turkey.

Protist pathogen solutions prepared in different concentrations were used for
bioassay trials. It was found that V. plodiae isolate TR and M. dispora exhibited a
particularly high virulent effect against P. interpunctella. When examining the
seasonal pathogen density, it was determined that V. plodiae isolate TR and M. dispora
infected P. interpunctella in every season of the year and caused infections in all life
stages of P. interpunctella (larva, pupa, and adult).

Keywords: Biological Control, Entomopathogen, Plodia interpunctella, Stored
Product
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1. GIRIS

Depo iiriinlerinin bir zararlist olarak bilinen bocekler, bulastiklar: tiriinlerden
beslenerek hem dogrudan hem de dolayli sekilde o besinlere zarar vermektedir.
Ayrica, zararlinin ¢ikardigi gomlek kalintilari, pislikleri ve salgiladiklar1 agimsi
maddeler {iirlinlerin nitelik degerlerini ciddi derecede olumsuz etkileyerek besin
kalitesini bozmaktadir. Kontaminasyonun yogun olarak gézlemlendigi tiriinlerde ise;
kiiflenme, kokusma ve tirtinlerin bozulmasi gibi durumlar ortaya ¢ikmaktadir. Tiim bu
zararlara ek olarak, kontamine firiinlerin tiiketilmesi de insan sagligi iizerinde ciddi
derecede olumsuz etkilere sebep olmaktadir. Bu sekilde enfekte olan tiriinlerin
tilketilmesi sonucu, Ozellikle solunum yollarinda alerji, kasinti, astim, istahsizlik,
gelisim bozuklugu gibi belirtiler ile birlikte bakteriyel kaynakli enfeksiyonlar da
goriilebilmektedir. Tiim bunlara ek olarak, bu bdoceklerin kemik hastaliklari, serit ve
veba gibi hastalik unsurlarmi de tasidiklari bildirilmistir (Boxall, 2001; Anonim,
2014).

Diinyadaki niifusun artis1 ile birlikte, yeterli ve dengeli beslenebilmek amaciyla
ihtiya¢ duyulan saglikli besin maddelerinin Uluslararasi Gida Standartlar1 Komisyonu
kriterlerine uygun hale getirilmesi giiniimiiziin en 6nemli sorunlarindan biri haline
gelmistir. Ulkemizin durumu goz oniine alindiginda ise, kullanilabilir tarim alanlari
niifus artigina paralel olarak artmamakta, aksine her gegen gilin azalmaktadir. Bu
nedenle hem birim alandan elde edilen {iriin miktarinin arttirllmasi hem de iiretimden
tilkketime kadar iriiniin uygun bir sekilde korunmasi olduk¢a 6nem arz etmektedir

(Ferizli ve Emekgi, 2014; Giingor, 2014).

Tarimsal triinlerin kalitesi; hem hasat sirasinda hem de hasattan hemen sonra
saklanma ve depolanma durumlarinda en yiiksek seviyede olmalidir. Eger tarimsal
irlin, dogru zamanda kalitesi bozulmadan tiiketiciye ulastirilamiyor ise, iirliniin hasat
sonrasinda aym kalitede saklanabilmesi i¢in depo kosullarinin da uygun bir sekilde
saglanmasi gerekmektedir (Bengtsson ve Hagen, 2008). Depolama ise tanim olarak,
hasat edilen ¢esitli tarimsal tirtinlerin belirli siireler i¢in istenilen kosullarda nicelik ve
niteliklerinden deger kaybetmeden saklanmasidir (Rehman, 2006; Kibar ve Oztiirk,
2010; Korku, 2019).



Giintimiizde kullanilan depolama ydntemleri; toprak altindaki kuyularda
saklama, toprak {iistii yiginlar ve ¢uval igerisinde depolama gibi ilkel yontemlerle
birlikte silo yontemi olarak bilinmektedir. Silolar, betonarme veya metalden de
yapilabildigi gibi giinlimiizde ise olduk¢a yaygin bir sekilde celik silolar
kullanilmaktadir (Yiicel, 1982; Yetkin ve Atakan, 2022).

Depolanmus iiriin zararlis1 olarak bilinen bocekler; Baklagil Tohum Bocekleri,
Depolanmis Hububat ve Mamiillerinin Zararlilari, Kuru Meyve Zararlilari, Misir Depo
Zararhlar1, Patates Giivesi ve Tiitiin Depo Zararlilar1 olmak iizere alt1 grupta
toplanmaktadir (TAGEM, 2008). Iklim sartlarinin elverisli hale gelmesi ile birlikte bu
zararlilar neredeyse her yere yayilabilir ve boylece popiilasyon yogunluklarini
arttirarak salginlara sebep olabilirler. Tiim bunlara ek olarak, depo iiriinlerine zarar
veren ¢ogu bocek tiiriiniin tropik ya da yar1 tropik kdkenli oldugu ve bdylece diinyanin

her bolgesine ticaret araciligl ile yayilabildigi de bildirilmistir (Anonim, 2014).

Depolanmuis {iirtinlerde; bocek, kemirgenler ve mikroorganizmalar tarafindan
kalite ve kantite yoniinden her sene yaklasik %10’a yakin kayiplar meydana
gelmektedir (Prevett, 1975). Ulkemiz cografyas: ve iklim kosullari depo zararlilarinin
gelismesine elverisli ortamlar saglamaktadir. Ambarlardaki zararli bocekler tahillarin
hem kokusunda degisiklige hem de tadinda bozukluga sebep olarak iiriin kalitesini
olumsuz etkilemektedir (Usta, 2021). Diinya geneline bakildiginda ise depolanmis
tiriinlerde bocekler tarafindan olusan iiriin kayiplarinin yaklasik %5 civarinda oldugu
bildirilmistir (Dizlek ve ark., 2008). Ulkemizde uygun depo sartlarmin saglanamamasi
halinde bu oranin bazi durumlarda %100°‘lere kadar ¢ikabildigi bildirilmistir (Y1ildirim
ve ark., 2001; Akar, 2021).

Tahillarda ise depolama esnasinda zararli boceklerin yaklasik olarak %10
oraninda hasat zararma neden oldugu bildirilmistir ve %10 oranindaki bu kaybin
neredeyse yarisinin (%5) zararli boceklerden meydana geldigi tespit edilmistir

(Ekmekgi ve Ferizli, 2000; Ozge, 2013).

Bu kapsamda besinlerin giivenli ve Kaliteli bir sekilde depolanmasinda rol
oynayan faktorler arasinda, depolanmig {irlin zararlilart oldukga kritik bir 6neme

sahiptir.



Ulke ekonomisinde saglikli iiriin ihracatinin yapilmasinda, tiiketicinin gida
kalitesi bozulmamis iiriinlere kolaylikla ulagsmasinda ve iireticinin maliyetinin
karsilanmasinda hem sert kabuklu meyvelerin hem de kurutulmus meyvelerin
saklanmasi, tasinmasi ve islemden gegirilme sirasinda dogru atmosferik kosullarin
saglanmasi1 ile birlikte uygun deopo sartlarinda korunmasi olduk¢a Onem arz

etmektedir (Anonim, 2015; Anonim, 2023b).
Tiirkiye’nin Kuru Meyve ve Mamulleri ihracatina bakildiginda ise;

2021 yilina gore %0.3 gibi bir oranda artisla, 2022 yilinda toplam genel
ihracatta %0,6’lik bir paya sahip oldugu goriilmistiir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1 Tiirkiye Geneli Sektorel Bazda Ihracat Degerleri (Anonim, 2023a)

2020 2021 2022 Degisim P

Sektorler (1000 (1000 (1000 (‘25/?21) (22)

Dolar) Dolar) Dolar) (%)

L. Tarim 24.369.143  29.737575 34.246.492 153 135

Kuru Meyve ve Mamiilleri 1.399.574  1574.287  1.576.464 03 06
1. Sanayi 127.645.230 170.880.410 185.880.772 88 73,1

1. Madencilik 4272391  5.930.165  6.649.002 91 25

TOPLAM (TIM*) 156.286.764 206.548.150 226.596.266 9,8 89,1

2022 yili Tiirkiye Geneli Ihracat toplamina deger bazinda bakildiginda ise,
2021 yilina gore 2022 yilinda %12,9 gibi bir artisin oldugu (Cizelge 1.1) ayrica tarim
tirlinlerinde de %15,3 artis, sanayi iriinlerinde ise %8,8’lik gibi bir artisin oldugu
bildirilmigtir. Tartm ve Sanayi sektorii, Tiirkiye Genel Thracatinin yaklasik olarak
%86,6’s1m1 elinde tutmaktadir. Bunun yaninda kuru meyve ihracat1 %0,3 oraninda artis
gostererek, genel ihracat kapsaminda %0,6 gibi bir oranda yer almaktadir. Tiirkiye
2022 kuru meyve ihracati incelendiginde ise deger degisim miktar1 bazinda %1, miktar
degisim bazinda %12 ile gekirdeksiz kuru {iziim ilk sirada yer almaktadur. Ikinci sirada
ise, deger degisim miktar1 bazinda %16 miktar degisim bazinda %-15 ile kuru kayisi,
iclincii sirada ise deger degisim miktar1 bazinda %-6 16 miktar degisim bazinda %-1
ile kuru incir gelmektedir (Cizelge 1.2) (Anonim, 2023a). Ek olarak, diinyada her yil
neredeyse yaklasik olarak 125-160 bin ton kuru kayis1 ihracati yapildigi bilinmektedir.
Bu ihracatinda yaklasik olarak %355-75’inin Tiirkiye tarafindan gerceklestirildigi
goriilmistiir (FAO, 2022).



Cizelge 1.2 Tiirkiye Geneli Kuru Meyve Thracat: (Anonim, 2023a)

2021 Yili 2022 Yili Miktar Deger Degisim
Uriin Grubu Miktar Miktar Degisim (%)
(Ton) (Ton) (%)
Kuru Uziim 227.620 254.020 12 1
Kuru Kayisi 90.197 76.273 -15 16
Kuru Incir 71.032 70.272 -1 -6
Antep Fistig1 20.204 19.120 -5 -13
Bademler 7.343 8.286 13 12
Cevizler 4.715 3.400 -28 -19
Leblebi 12.647 13.577 7 26
Camfistig 638 406 -36 -52
Kayisi ve Zerdali 4,957 -9 5
Cekirdegi 5419
Elma Kurusu 5.490 5.825 6 -5
Erik Kurusu 802 961 20 58
Diger Meyve Kurulari 20.522 19.793 -4 0
Diger Kavrulmus 21160 21.552 2 2
Meyveler
Genel Toplam 487.789 498.442 2 0

Ulkemizin findik iiretimi ve ihracatina bakildiginda ise, Tiirkiye diinyadaki
findik tretiminde 6ncili durumundadir ve 2020 yili1 FAO verilerine gére de diinyadaki
findik ihtiyacinin %61°1 Tirkiye’den karsilanmistir. Tiirkiye’nin diinya findik
ihracatinda %356’lik payla lider oldugu bilinmektedir. Diinya genelindeki findik
thracatina bakildiginda ise 2021 yilinda 365 bin ton findik ihracat1 yapilmigtir. Tiirkiye
204 bin ton ile, findik iiretimi yapan iilkeler arasinda ilk sirada yer alirken, iilkemizi
39 bin ton findik iiretimi yapan ltalya ikinci, 28 bin ton iiretim ile de ABD iigiincii
sirada takip etmektedir (Anonim, 2023b) (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3 Diinya Findik Ihracati (Anonim, 2023b)

Sira Ulkeler 2012 2013 2014 2015 ... 2020 2021
Numarasi

1 Tiirkiye 163 164 148 144 ... 157 204

2 Italya 15 18 19 19 ... 26 39

3 ABD 33 29 36 40 ... 22 28

4 Glircistan 16 30 20 19 ... 17 24

5 Azerbaycan 10 10 12 12 ... 19 19

9 Ispanya 3 3 3 2 .. 7 7

10 Fransa 4 4 5 3 4 5

.. Diger 26 20 13 10 13 15
Diinya 285 296 276 264 260 296 365




Ulkemizde tahil iiriinleri {iretim miktarlarina bakildiginda ise, 2021 yilina gore
2022 yilinda %21,3’liikk artis orani ile 38.7 milyon ton iiretim gergeklestirildigi
bildirilmistir. Yine benzer sekilde 2021 yilina gore, bugday tiretimi 19.8 milyon ton,
musir iiretimi 8.5 milyon ton, arpa iiretimi 8.5 milyon ton, ¢avdar tiretimi 273 bin ton,
yulaf tiretimi 365 bin ton artmistir. Baklagil iiriinlerine bakildiginda da, nohut 580 bin
ton, kirmizi mercimek 400 bin ton; yumru bitkilerden patates 5.2 milyon ton iiretilirken
sadece kuru fasulye %11,5 oraninda azalarak 270 bin ton tiretilmistir (Anonim, 2022).
Bu iiretimlerin yaninda elde edilen tahil iirlinlerinin dogru bir sekilde depolanmasi en
oncelikli bir gerekliliktir. Depolanmis tahillar ekonomik degeri oldukga yiliksek olan
tirtinlerdir ve bu firiinlere zarar vererek bu iriinlerle beslenen zararli boceklerin
ekonomik zarar esikleri ¢ok diisiik olarak bilinmektedir. Tiim bunlara ek olarak,
tahillarin hasat sonras1 depolanmasinda zararli boceklerin iirlinlerde 6nemli ekonomik
kayiplara neden oldugu bilinmektedir. Bu yiizden tahillarin depo ortamlarinin depo
zararlilarina kars1 etkin ve dogru bir bir sekilde korunmasi gerekmektedir (Yetkin ve
Atakan, 2022).

Uriinlerin ~ kurutulmasi isleminde bazi meyvelerde renk degisimleri
olabilmektedir ve bu iirlinler arasinda rengi en ¢ok degisiklige ugrayan meyvelerden
biri kayisidir. Kayisida ortaya ¢ikan kararma seklindeki renk degisiklerinin 6nlenmesi
ve bodylece kayisinin dogal sar1 renginin korunmasi, depo ortaminda bocek ve
mikroorganizma zararlarindan etkilenmesini engellemek amaciyla taze kayisilar
kiikiirtleme islemine tabi tutularak kurutulmaktadir. Fakat yiiksek dozda ve oranlarda
kiikiirte maruz kalan kuru kaysilarin bazen ihracatinda sikintilar ortaya
cikabilmektedir. Boyle durumlarda da ihra¢ edilen iirlinler yurt disindan geri
gonderilmekte bu durumda da iilke ekonomisini olumsuz etkilemektedir (Anonim,
2023a).

Findik tiretiminde bazi kiigiik isletmelerin, triinlerini muhafaza edebilecegi
depo sartlar1 olmadigi igin, firmalarin agikladig fiyat tizerinden tirtinlerini daha makul
bir fiyata satisa sunmak zorunda kalabilmektedirler. Bu durumda ireticilerin maddi
olarak olumsuz etkilenmesine sebep olmaktadir. Ayrica, kat1 kabuklu meyveler ¢ok
fazla ¢esit ve sayida iirlin ¢esidine sahiptir. Bu yiizden gida alaninda oldukga biiyiik
bir paya sahiptirler. Ancak kati kabuklu meyvelerin aflatoksinle ve kuru meyve



zararlilar ile kontaminasyonu olasiligi uygun depo sartlarinin olmamasindan dolay1

oldukga yiiksektir (Anonim, 2023b).

Depolanmig {iriinlerin en 6nemli zararlilarindan biri olarak bilinen P.
interpunctella’ nin varligi Tirkiye’nin nerdeyse her bolgesinde ve insanoglunun
tikettigi neredeyse her besinde saptanmistir (Yildirnm ve ark., 2014). Coskuncu
(2004), tarafindan yapilan bir ¢alismada, un fabrikalar1 ve degirmenlerde zararli bocek
tirleri belirlenmistir. Un fabrikasi ve degirmenlerde Haziran-Aralik aylari arasinda
inceleme yapan arastirmaci bugday, kepek ve dokiintilerden ornekler almustir.
Arastirma sonuglarina gore P. interpunctella un fabrikalar1 ve degirmenlerde ikinci

yaygin tiir olarak tespit edilmistir (Kaymakgi, 2022).

Diinya geneli ve Tiirkiye’de de depo zararlilari ile miicadelede en ¢ok kimyasal
miicadele tercih edilmektedir. Kimyasal miicadele yontemlerinden ise en ¢ok tercih
edileni fumigasyondur. Fumigasyon; zararli organizmalarin zehirli bir gaz araciligr ile
oldiiriilmesi olarak bilinmektedir ve uygulanmasi esnasinda metil bromit (MeBr) ve
fosfin (PH3) yaygin olarak kullanilmaktadir. Tirkiye’de ise ilk defa 1987 yilinda
kullanilmaya baglanilan metil bromidin, 160 iilkenin onay verdigi ve 1991 yilinda da
Tiirkiye tarafindan kabul edilen Montreal Protokolii’ne gore metil bromidin ozon
tabakasini incelterek zarar verdigi, depo tiriinlerinde de brom (Br) kalintis1 biraktigi
icin kullanimimin ve ithalatinin azaltilmasi gerektigi belirlenmistir. Boylece, Metil
bromid, gelismis ilkelerde 2005 yilinda gelismekte olan iilkelerde de 2015 yilinda
tamamen kullanimdan kaldirilmistir (UNEP, 1995).

Doktora tez c¢alisma konusu olan zararli, Kuru meyve giivesi (Plodia
interpunctella, (Lepidoptera; Pyralidae)), depolanmis {irlinlerin diinya ¢apinda ve
tilkemizde ekonomik agidan en 6nemli bir zararlisidir (Kivan ve Karsavuran, 1991).
Ister P. interpunctella olsun ister diger depolanmus {iriin zararlilar1 olsun bulastiklart
gida iriinlerine dogrudan ya da dolayli bir sekilde zarar vermektedirler. Bunun
sonucunda da iirtinlerde agirlik kayiplari, tohumluluk 6zelliklerinin diismesi, kalite ve
besin degerlerini bozarak iilke ekonomisini olumsuz etkiledigi bilinmektedir (Boxall,
2001).

P. interpunctella’nin zarar yaptigi iriinlerin neredeyse tamaminin insanlar

tarafindan tiiketilen gidalardir. Zararlinin bulundugu ortamin kimyasal insektisit ile



ilaglanmasinin ¢evreye ve insanlara olan zararli yan etkilerden dolayr fumigasyon
uygulamasi uygun goriilmemektedir. Ayrica kuru meyve giivesinin ¢ogu insektisite
direng gosterdigi de bildirilmistir (Attia, 1977). Bu etkilerinden dolayi, bu tiir zararlilar
ile miicadelede g¢evreye ve hedef disi organizmalara yan etkisi olmayan gevreci
miicadele yontemlerinin gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir. Bu yilizden, zararlinin
ekonomiye verdigi zarar1 azaltmak ve populasyonundaki artis1 indirgemek ve yok
etmek i¢in bir ¢ok alternatif miicadele yontemi denenmistir (Malone ve Canning, 1982;
Tung ve ark., 2000; Ayvaz ve ark., 2008, 2010).

P. interpunctella ile miicadelede en timit verici sonuglar bu zararlinin dogal
diismanlarinin kullanildigr denemelerden elde edilmistir (Scholler ve Filinn, 2000;
Grieshop, 2005; Shojaaddini ve ark., 2012). Zararlinin dogal diismanlari arasinda
biyolojik miicadelede kullanilan organizmalar entomopatojenlerdir. Entomopatojen;
boceklerin hastalanmasina ve 6liimiine neden olan organizmalardir. Entomopatojen
viriisler, entomopatojen bakteriler, entomopatojen protistler, entomopatojen mantarlar
ve entomopatojen nematodlar biyolojik miicadelede kullanilan entomopatojen
organizmalardir (Yaman, 2012). Entomopatojenler zararli bocegin beslenmesini,
biiylimesini azaltarak iiremelerini yavaslatabilir veya engelleyebilir hatta zararli
bocegi oldiirebilirler. Ayrica, entomopatojen kaynakli enfeksiyonlar, 6zellikle bocek
yogunlugunun yiiksek oldugu durumlarda, bocek populasyonunda dogal bir sekilde

cogalir ve yayilir.

Zararlilar ile en dogal en zararsiz kontrol i¢in entomopatojenler kullanilmakdir.
Entomopatojenlerinde en kolay kullanimi, zararlinin kendisinden izole edilerek
suni/yapay ortamlarda kiiltiirlerinin hazirlanarak uygun yer ve zamanda g¢evreye
dengeli miktarlarda uygulanmasi ile miimkiin olmaktadir (Yaman, 2012; Giingér,
2014). Ayrica, kullanilan mikroorganizmalar sadece zararliya mahsus oldugu igin

yalnizca o canliy etkiler, ne insanlara ne de baska canlilara hig bir zarar1 yoktur.

Bu doktora tez c¢alismasinda, zararli bocekler ile biyolojik miicadelede
kullanilan hedef dis1 organizmalara yan etkisi bulunmayan protist entomopatojenlerin
bu dzelliklerinden faydalanarak, iilkemizde 6nemli bir depo zararlist olan kuru meyve
giivesi Plodia interpunctella’ya karst zararlinin iilkemizdeki farkli cografik

popiilasyonlarinda mevcut insektisidal etkisi yiiksek entomopatojenlerin tespiti,



izolasyonu, karakterizasyonu, gesitliligi, popiilasyonlardaki dagilimimnin belirlenmesi
ile mevsimsel olarak patojen yogunlugunun tespit edilerek dogal popiilasyonlarda
tespit edilecek protist entomopatojenlerin kuru meyve giivesi tizerindeki insektisidal

etkilerinin laboratuar kosullarinda belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

Depolanmus tiriinlerde zarara sebep olan, genellikle Coleoptera ve Lepidoptera
takiminda yer alan yiizlerce bocek tiirii yer almaktadir. Kuru meyve giivesi Plodia
interpunctella (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidac) depolanmis iirlinlerde iilke
ekonomisine biiylik oranda zarar veren zararlilar arasinda onemli bir yer teskil
etmektedir (Rees, 2004). Genel olarak kuru meyve zararlilar1 Cizelge 2.1°de

verilmistir.

Cizelge 2.1 Kuru Meyve Zararlilari

Zararh Ad Familya
Kuru incir kurdu (Ephestia cautella (Walk.) Lep.: Pyralidae
Kuru meyve giivesi (Plodia interpunctella (Hubn.) Lep.: Pyralidae
Kuru iiziim giivesi (Ephestia figuliella (Greg.) Lep.: Pyralidae
I¢ findik giivesi (Pralipsa gularis (Zell.) Lep.: Galleriidae
Eksilik bocekleri (Carpophilus spp.) Col.: Nitidulidae
Testereli bocek (Oryzaephilus surinamensis (L.) Col.: Cucujidae
Kuru meyve akar1 (Carpoglyphus lactis (L.) Acarina: Carpoglyphidae

2.1 Plodia interpunctella (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidae)
Plodia interpunctella’ nin sistematikteki yeri:
Alem: Animalia (Hayvanlar)
Sube: Arthropoda (Eklembacaklilar)
Alt Sube: Hexapoda
Smif: Insecta (Bocekler)
Takim: Lepidoptera (Pulkanatlilar)
Familya: Pyralidae
Altfamilya: Phycitinae
Cins: Plodia

Tiir: Plodia interpunctella (Hiibner)



2.1.1 Tanim ve Biyolojisi

Plodia interpunctella (Hiibner), kuru meyve giivesi, Lepidoptera takimu,
Pyralidae familyasina ait Pyralid bir giive olarak bilinmektedir (Glingér, 2014).
Depolanmus tiriinlerde zarar veren bir kelebek tiirii olarak bilinen P. interpunctella’nin
kokeni Giiney Amerika’dir ve bu kozmopolit tiiriin yasamini yil boyunca sicak

bolgelerde devam ettirdigi bilinmektedir (Mahmood, 2021).

P. interpunctella besin se¢iciligi sergilememektedir. Birbirinden farkli bir ¢ok
irtine bulasabilmektedir ve bu durum Yyiyecek ve besinlerde kuru meyve giivesi
istilalarin1 kaginilmaz kilmaktadir. P. interpunctella besin tercihi olarak, tahil ve tahil
tiriinleri, kurutulmus meyveler, siit tozu, misir unu, bugday unu, kuru iiziim, kuru erik,
findik, fistik, ceviz, badem, seker, cikolata, kusyemi, balik yemi, kedi ve kopek
mamalarinda, biskiivi ve krakerlerde, makarna, kuru kirmizibiber v.s. gibi cesitli

yiyecek ve besinleri tercih eder (TAGEM, 2008; Giingor, 2014; Mahmood, 2021).

Yumurta, larva, pupa ve ergin evrelerinden olusan 4 gelisim evresi (Sekil 2.1)
ile tam baskalasim gegiren bir zararli olan P. interpunctella yumurtalar1 grimsi- Kirli
beyaz renkli, boyu yaklasik 0.3-.05 mm uzunlugunda ve hafif oval yapidadir (Baker,
2000; Fasulo ve Knox, 2014) (Sekil 2.2). Genellikle yumurtalar besin {izerine veya
yanina birakilir ve bdylece ortaya ¢ikan larvalar besine dogru ilerleyebilir. Ergin bir
P. interpunctella yaklasik olarak 300-400 yumurta birakma potansiyeline sahiptir
(Mohandass ve ark., 2007; Glingor, 2014).
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Sekil 2.1 Plodia interpunctella Hayat Dongiisii (Anonim, 2024a)

Sekil 2.2 Plodia interpunctella Yumurtasi (Anonim, 2011)

Elverisli normal ortam sicakliklarinda yumurtadan larva ¢ikist yaklagik olarak
bir hafta sonra olmaktadir. Ancak ortam sicakligi, 151k, ortamin nemi ve besin ¢esidi
gibi faktorler yumurtadan larva ¢ikis siiresini kisaltip uzatabilmektedir (Nansen ve
Phillips, 2003; Argobast, 2007; Giingor, 2014).

Bir bocegin beslenme sekli ve beslendigi besin gesidi; bocegin geligsimi, ergin
haldeki biiyiikliigii ve yumurtadan ¢ikma zamani ve yiizdesi lizerinde dogrudan etkisi
vardir. Genel olarak ¢ogu bocek tiirii, biiyiime ve diger gelisimleri i¢in gerekli temel
besin maddelerini besin aracilig ile almaktadir. Bocek tiirlerinin baz1 tiirleri ergin
donemde ihtiyaci olacak olan besin bilesenlerini larva evresinde depo etmektedir

(House, 1977; Kaymakgi, 2022).
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Yaklasik olarak 2 ila 14 giin i¢inde agilan yumurtalardan ince beyaz tirtil
seklinde larvalar ¢ikar ve bu larvalar hizli bir sekilde besin bulmaya yonelir. Larvalar
gida ve besin maddelerinin i¢ine girerek ipegimsi bir yap1 orer veya yapi igerisinde ya

da yakininda beslenmeye baslarlar (Yiiksel Ustiiner, 2006; Oluwafemi ve ark., 2009).

Larvalar kahverengi basli ve Kirli beyaz-pembemsi renktedir fakat larva
biiytidiikge rengi acilir (Sekil 2.3). Larvalar ¢cok hareketlidir ve pupa evresine girmeden
once 5 gomlek(=instar) degistirirler. P. interpunctella larvalarinin besinlerde en zararl
oldugu instar evresi ikinci ve liglincii instar donemlerinde gergeklesir (Baker, 2000;

Yiiksel Ustiiner 2006; Giingor, 2014).

Sekil 2.3 Plodia interpunctella Larvas: (Anonim, 2006)

Devam eden dordiincii-besinci gomlek degistirme donemlerinde diyapoz
gerceklesir ve boylece gelisme durur ve daha sonra beslenme de durur. Ancak cevresel
faktorler (sicaklik, nem vb.) nedeniyle gelisim daha erken olabilmektedir. Diyapozdan
sonra bir diger gelisim evresi olan pupa evresine gecer. Pupa evresine gegecek olan
larva besinden uzaklasir ¢evredeki catlak ve yariklarin icine girerek kokon orer ve
pupa haline gecer. Pupa kokon igerisinde, kahverengimsi ve genellikle 6-8 mm

boyundadir (Sekil 2.4) (Baker, 2000; Mohandass ve ark., 2007; Giingor, 2014).
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Sekil 2.4 Plodia interpunctella Pupa Evresi (Anonim, 2019)

Pupadan ¢ikan ergin bireyin 6n kanatlarinin dip kisimlar1 genellikle sar1 renkli,
diger kisimlart ise kirmizimsi kahverengi rengindedir. P. interpunctella’nin
erginlerinin boyu dinlenme durumunda 8-10 mm arasindadir. Kanat acikligi ise
yaklasik 16-18 mm’dir. Geriye dogru katlanmig kanatlarina ise tepeden bakildiginda
on kanadm arka kisminda yaklagik 2/3’lik bir kismi agik kahverengi rengindedir.
Kanadm 6n kisimlart ise agik grimsi renktedir. Bag ve toraks kirmizimsi kahverengi
ve arka kanat grimsi renklidir (Sekil 2.5). Ayrica, P. interpunctella erginleri arasinda
eseysel dimorfizim bulunur. Disiler genellikle erkeklerine gore daha uzun boyludur ve
renkleri de daha koyudur. Geligsme siiresinin ise uygun ortam kosullarinda genellikle
37-52 gilin arasinda degismektedir. Aydin (2019), yapmis oldugu calismada, P.
interpunctella'nin ergin evreye ulasincaya kadar gegen gelisme dénemini cevizde 44-
72 giin, findikta 40-59 giin, misir ununda 36 giin, yer fistiginda ise 41-52 giin
stirdiigtinii bildirmistir. Yilda, ortam 1sisina gore genellikle 2-5 arasinda dol verir

(Baker, 2000; Yiiksel Ustiiner, 2006; TAGEM, 2008; Giingér, 2014).
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Sekil 2.5 Plodia interpunctella Erginleri (Anonim, 2009)

2.1.2 Zarar Sekli, Ekonomik Onemi ve Yayihisi

Bulastig1 tirtinlerde hem hasara hemde besinin kalitesinin bozulmasina sebep
olan P. interpunctella sadece larva doneminde beslenir ve zararli olur. Beslenme
zamaninda ise ipegimsi aglar ¢ikarir ve bu aglar1 besin maddelerine bulastirir. Boylece
enfekte oldugu iiriinde yogun bir bi¢imde beslenerek {iiriinlerde agirlik kayb1, ticari
deger kaybi ve tohumluk azalmasi gibi kayiplara sebep oldugu bilinmektedir
(TAGEM, 2008; Kaymakg1, 2022) (Sekil 2.6). Ayrica, deri atiklari, diskilari, bas
kapsiiliinden kaynakl1 kalintilar ve ¢evreye salgiladiklari hos olmayan koku ile de {iriin

kalitesini olumsuz etkilerler (Y1ldirim ve ark., 2001).
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Sekil 2.6 Plodia interpunctella Bulagsmis Baz1 Besinler
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Erginleri ise, cogunlukla yaz aylarinda agik birakilan kap1 aralarindan ve yine
acik birakilan pencere aralarindan depolarin veya evlerin igine girer. Genel olarak
paketlenmis triinler ile birlikte hem depolara hemde evlere tasmabilirler (Baker,
2000).

P. interpunctella’nin kurutulmus meyve ve sebzelerde, un ve un mamiillerinde,
tahillarda, bakliyatlarda, kiirk ve bocek koleksiyonlarinda ve kuru yemislerde zararl

olduklar1 bildirilmistir (Ozer, 1957; Yiiksel Ustiiner, 2006).

Kaya Apak (2022), Malatya ilinde kayis1 yetistiriciliginin yogun olarak
yapildig1 bazi ilgelerindeki kayist depolarinda hem gozlemler yapip hemde 6rnekler
toplamistir. Calisma sonucunda depolanmis kayisilarda sorun olusturan tiirleri; P.
interpunctella, Tatlikurt [Lasioderma serricorne Fabricius (Coleoptera; Anobidae)],
Eksilik bocegi [Carpophilus hemipterus Linnaeus (Coleoptera; Nitidulidae)], Testereli
bocek [Oryzaephilus surinamensis Linnaeus (Coleoptera; Silvanidae)] ve Kurumeyve
akar1  [Carpoglyphus lactis Linnaeus (Acarina; Carpoglyphidae)] olarak
belirlemislerdir. Arastirmaci Malatya yoresi kuru kayisi depolarinda saptanan bu
zararlilara karst miicadele yapilmadig: takdirde, {iriinlerde 6nemli kayiplara neden
olabilecegini bildirmistir. Benzer sekilde tarafimizca yapilan Malatya ili ve Gaziantep
ili arazi ¢alismlarinda bazi kayis1 ve Antepfistigi depolarinin yogun bir sekilde P.

interpunctella ile bulasik oldugu goézlenmistir.

Kaplan ve Dilmen (2021), Siirt fistiklarinin depolandigi alanlarda {iriin
kayiplarina yol agan P. interpunctella’nin tespit edilmesi ve zarar oraninin ortaya
cikarilmasi amaciyla bir ¢alisma yapmislardir. Arastirmacilar inceledikleri 7 6rnekte
P. interpunctella erginlerini tespit etmislerdir ve en yiiksek zarar oranin1 %21,7 ile
Merkez ilcedeki depoda saptamislardir. Arastirmacilar hem Siirt ilinin ekonomisi
hemde iilke ekonomisi i¢in Siirt fistig1 depolariin bu zararlidan korunmasi gerektigini

bildirmislerdir.

P. interpunctella, kuru incir giivesi ve incir kurdunun Ege Bolgesi’nde kuru
incirin sergi doneminde %12-23, depolarda ise %39-68 oraninda kayiplara neden
oldugu, benzer sekilde, P. interpunctella, i¢ findik giivesi ve diger giivelerle birlikte

Karadeniz Bolgesi findik depolarinda ise %20 dolayinda bulagsmaya sebep oldugu
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bildirilmistir. Ek olarak P. interpunctella’nin Malatya ili ve civarinda kuru kayisilarda
ciddi zararlara sebep oldugu da bildirilmistir (TAGEM, 2008).

Diinya’nin farkli iklimlerine ¢ok kolay adapte olarak rahat bir sekilde
yasayabilen ve bu ylizden de yayilis alan1 oldukga genis bir tiir olan P. interpunctella
neredeyse diinyada Antarktika kitas1 hari¢ her kitada bulunmaktadir. Kokeni ise Giiney
Amerika olarak bilinen bu kozmopolit tiiriin yasamini y1l boyunca sicak ortamlarda
stirdiirdiigi bilinmektedir (Baker, 2000; Mohandass ve ark., 2007; Akinct ve
Kalyoncu, 2014).

2.1.3 Dogal Diismanlar1 ve Etkinlikleri

Ulkemizde kuru meyve giiveleri ile miicadelede genellikle Hymenoptera
takimina ait bazi tiirler kullanilmaktadir. Bu tiirler; Braconidae familyasindan;
Phanerotoma flavitestacea Fisher, Apanteles merula Reinhard, Bracon hebetor Say.
Ichnomonidae familyasindan, Diadegma chrysosticta Gmel., Mesostenus transfuga
Grav. ve Venturia canescens Grav. Pachycrepoideus vindemiae (Rond.)’dir. Bu tiirler
arasinda yer alan B.hebetor tiirii ile Ege bolgesinde yer alan bazi incir depolarina kitle
tiretim ve salim g¢alismalar1 yapilmistir. Calisgma sonucunda B.hebetor’un olgun
larvalar tizerinde oldukga etkili oldugu ancak, zararin 6nlenmesi yoniinde kayda deger

bir yarar1 olmadig1 gézlenmistir (TAGEM, 2008).
2.1.4 Miicadele Yontemleri

P. interpunctella ile miicadelede en 6nemli unsur depoya temiz iiriin koymak
ve lirlinlin depolanma siiresince bu zararli ile kontamine olmasini engellemektir. Bu
amag dogrultusunda P. interpunctella ile miicadelede; kimyasal, fiziksel, biyoteknik
ve biyolojik miicadele yontemlerinin hem ayri ayri hem de birlikte kombinasyonu

seklinde uygulamalar kullanilmaktadir.
2.1.4.1 Kimyasal Miicadele

Kimyasal miicadelede, gaz halindeki pestisitler (fumigant) ve rezidiiyel (kalict
etkili) pestisitler kullanilmaktadir (TMMOB, 2015).

P. interpunctella ile miicadelede diinyada ve iilkemizde en ¢ok tercih edilen
miicadele yontemlerinin en basinda kimyasal miicadele gelmektedir. Kimyasal

miicadelede de yaygin olarak kullanilan yontem ise fumigasyon uygulamalaridir
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(Gling6r, 2014). Fumigasyon uygulamalarinda ise genellikle metil bromit ve fosfin
tercih edilmektedir (Emekgi ve Ferizli, 2000; Emek¢i ve ark., 2015). Ancak, metil
bromidin (MB) ozon tabaksmi inceltici etkisinden dolayr ve kalinti birakmasi
nedeniyle Montreal Protokolii geregince tiim diinyada yasaklanmustir (T.C. Tarim
Orman ve Koy isleri Bakanligi, 1990; UNEP, 2005; Korku, 2019).

Yapilan bazi ¢alisma sonuglarina gore, P. interpunctella’nin bir diger kimyasal
miicadele ajanlar1 olan organofosfat malatoin ve diger birka¢ organofosfata direng
gelistirdigi tespit edilmistir (Attia, 1977, 1981; Zettler ve ark., 1973, 1982; Zettler ve
ark., 1989; Arthur ve ark., 1988; Sumner ve ark., 1988; Schaafsma, 1990; Arthur ve
Phillips, 2003; Giingor, 2014).

Diger bir fumigant olan fosfin gazidir. Bu gazin belli konsantrasyonlari
yanicidir Ve bunun yaninda uygulama siiresi olduk¢a uzundur. Bu yiizden de kullanimi
cok fazla yaygin degildir (Kahraman, 2009; Korku, 2019). Bunun yaninda bazi P.
interpunctella nesillerinin fosfin i¢erikli fumigantlara da diisiik seviyede de olsa direng
gelistirdigi bildirilmistir (Zettler, 1982; Zettler ve ark., 1989; Chaudhry, 1997).

Bir diger kimyasal miicadele yontemi olan insektisitin yogun bir sekilde
kullanimi ¢evre ve insan sagligini1 olumsuz etkilemektedir ve bunun yaninda iiriinlerde
de kalint1 biraktig1 icin hem ¢evreye hem de bu gidalar tiiketen canlilara zararl oldugu
icin ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmamalidir. Ayrica iilkemizde toz halinde
kullanimina izin verilen pestisitte bulunmamaktadir (TMMOB, 2015; Karadag ve
Kayahan, 2021).

2.1.4.2 Fiziksel Miicadele

Fiziksel miicadelede yonteminde entoleter makinelerinin kullanimi, diisiik
veya yliksek sicaklik uygulamalari, degistirilmis atmosfer, yiiksek basing, radyo
dalgalari, irradyasyon ve diyatom topragi vb. uygulamalari ile zararlilarin ekstraksiyon
seklinde veya direkt imha edilmesi ile o6ldiiriilmesi seklinde yapilan bir miicadele
yontemidir (Giingor, 2014; TMMOB, 2015).

Mikrodalga radyasyonu teknigi zararli bocekler tizerinde kisirlastirma, gelisimi
engelleme ve 6ldiirme gibi etkiler gostermektedir. Bu sekilde uygulanan isin zararliya

daha etkili bir sekilde etki ederek iiriiniin igindeki ve disindaki bocekleri oldukga etkili
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bir sekilde 6ldiirebildigi bildirilmistir (Lapidot ve ark., 1991; Ahmed, 2001; Halverson
ve ark., 1999; Karadag ve Kayahan, 2021).

Radyoaktivite denemeleri igerisinde yer alan diisiik enerjili elektron ve gamma
radyasyon ¢alismalar1 ile P. interpunctella popiilasyonlar1 Kkontrol altinda
tutulabilmistir ve bu yontemin de bu zararli ile savasiminda ekstra alternatif bir yontem
olabilecegi bildirilimistir (Ahmed, 1991; Marcotte, 1993; Hayashi ve ark., 2004,
Ozyardimci ve ark., 2006; Giingdr, 2014). Fakat bu ydntem olduk¢a maliyetlidir ancak
bu maliyet daha diisiik radyasyon dozu uygulanirsa azaltilabilmektedir (Borsa ve
Iverson, 1993; Hargitai ve ark., 1993). Fakat, Uluslararasi Gida Standartlari
Komisyonu tiim besin ve zirai iiriinlerin ilaglamasi i¢in 1 kGy doz kullanilmasini
onermektedir (Codex Alimentarius, 1984). Ancak irradyasyon ilagclamalar1 diisiik
dozda bile etkili olsa da, radyasyona karsi farkli bocek takimlarinda veya ayni bocegin
farkli gelisim evrelerinde bile radyasyon duyarliliginin degisiklik gosterebilecegi de
unutulmamalidir (Ahmed, 2001; Giingor, 2014).

Uriiniin veya isletmenin yiiksek sicakliga maruz birakilmasi seklinde
uygulanan yontem olarak bilinen yiiksek sicaklik uygulamalari ise, diinya genelinde
genellikle kurutulmus meyve zararlilarina karsi iriine uygulanan bir Ontemdir.
Israil’de giines enerjisi kullanlarak hurmanin dezenfeksiyonu saglanmaktadir.
Sistemin en 6nemli avantaj1 ise meyve i¢indeki zararlilarin meyveyi terk etmesi olarak

bilinmektedir (Navarro ve ark., 2004).

Boceklerin sicakliga gore tepkilerinin bilinmesi miicadelede oldukca yarar
saglayacaktir. Bu sicaklik araliklar1 Fields (1992), tarafindan hazirlanmistir (istek ve
Ferizli, 2019) ve Cizelge 2.2’de verilmistir.
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Cizelge 2.2 Depolanmis Uriinlerde Zararli Béceklerin Sicakliga Tepkileri (Istek ve

Ferizli, 2019)
Zon Sicaklik Etki
Oliimciil > 62 Oliim 1 dakika <
50-62 Oliim 1 saat <
45-50 Oliim 1 giin<
35-42 Bir siire sonra 6liim
35 Gelisme durur
33-35 Gelisme hiz1 diiser
En Uygun 25-33 Gelisme en hizlidir
20-25 Gelisme hiz1 diiser
13-20 Gelisme yavaglar ya da durur
Oliimciil 3-13 Hareket durur- bir siire sonra dliir
-5ila-10 Oliim 1 hafta-ay <
-15ila -25 Oliim 1 saat<

Uriiniin diisiik sicakliga uzun siire maruz kalmasi seklinde soguk hava
depolarinda 18 °C ile -20 °C arasinda 24-48 saat siire ile soklanmasi seklinde yapilan
bir diger uygulama da disiik sicaklik uygulamalari olarak bilinmektedir. Ancak bu
uygulama yiiksek enerji maliyeti gerektirdigi i¢in tlkemizde sadece kurutulmus
meyvelerde kullanilmaktadir (Emekgi ve ark., 2007; TMMOB, 2015).

Sicaklik uygulamalar1 P. interpunctella ile miicadele iginde denenmistir. P.
interpunctella gelisimi ideal ortam sicakliklarinda hizlanmakta, bu diizeyin altindaki
sicakliklarda ise yavaglamaktadir. Bu nedenle depolama tesislerinin diisiik ve yiiksek
sicaklik uygulamalart mevcut zararlinin kontrolii i¢in kullanilabilir bir potansiyeldir.
Kuru meyve giivesinin miicadelesinde genellikle 0-10,5 °C tercih edilmektedir. Bu
sicakliklar erginde stres faktorii olusturararak ergin giiveyi oldiirmektedir. Hayatta
kalan erginlerin ise yumurta birakma potansiyeli diismektedir (Fields, 1992; Johnson
ve ark., 1997; Giingor, 2014).

2.1.4.3 Biyoteknik Miicadele

Biyoteknik miicadelede zararlilar1 dogrudan oldiirmek yerine, zararlilarin
tizerinde etkili olan bazi suni veya dogal maddeleri kullanarak (bazi yar1 kiyasal

maddeler kullanarak) popiilasyon yogunlugunun azaltilmasi islemidir (Tarim orman,

2014; Giingor, 2014).

Biyoteknik miicadelede en ¢ok tercih edilen ve en ¢ok bilinen yontemler
tuzaklardir. Bu yontemler; gorsel tuzaklar, besin tuzaklari, feromon tuzaklar1 olarak

bilinmektedir. Bu tuzaklar ile zararli popiilasyonlar1 kontrol altina alinmaya
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calisilmaktadir. Diger yontemler ise cezbediciler ve kovucular (repellentler)’dir.

Bunlar beslenmeyi ve yumurtlamay engelleyici yontemler olarak bilinirler (Uslu ve

ark., 2022) (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3 Biyolojik ve Biyoteknik Yontemlerden Bazilar1 (Weeden ve ark., 2007)

Uriiniin ad1

Kullanim amaci ve 6zellikleri

Azadirachtin (Tesbih (Neem) agaci,
Azadirachta indica bitkisinden elde
edilir)

Balmumu

Bitkisel yaglar

Laminarin (kahverengi alglerde
bulunan bir glukandir),
Feromonlar
Chrysanthemum cinerariaefolium
yapraklarindan elde edilen piretrinler
Aciagag’dan (Quassia amara) elde
edilen yaglar
Mikroorganizmalar Bacillus
thuringiensis, Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae vd.
Spinosad (toprak bakterisi olan
Saccharopolyspora spinosa elde
edilen bir toksin)

Etilen

Parafin yagi
Yag asitleri
Kireg kiikdirt (kalsiyum
hidroksit+kiikiirt)
Dogal aliiminyum silikat (kaolin)
Kalsiyum hidroksit

Sodyum hipoklorit

Insektisit olarak tuta, kiraz sinegi, ¢igek tripsi gibi
birgok zararlinin miicadelesinde kullanilir.

Budama veya agilama islemleri sonrasi kesik ve
yaralarin kapatilarak patojen ve zararh giriglerini
engellemek i¢in koruyucu olarak kullanilir.
Insektisit, fungusit, bakterisit, repellent olarak
kullanilir.

Bitkileri mantar ve bakterilerden korumak icin
kullanilmaktadir.

Boceklerle miicadelede tuzaklarda kullanilir.
Insektisit

Insektisit ve repellent

Genetigi Degistirilmis organizma olmamak kosulu
ile insketisit v e nematasit olarak kullanilabilir.

Insektisit olarak kullanilir.

Meyve sineklerine kars1 fumigant insektisit olarak
kullanlir.
Insektisit olarak kullanilir.
Akarisit ve insektisit olarak kullanilir.
Fungusit

Insektisit ve repellent
Fungusit
Tohumlarin viriis ve bakterilerinden
arindirilmasinda kullanilir.

P. interpunctella ya kars1 biyoteknik miicadele kapsaminda disi feromonunun
temel bileseni olan ZETA [(Z,E)-9,12-tetradecadienyl asetat (Z9,E12-14:0ac)] (Brady
ve ark., 1971; Kuwahara ve ark., 1971) ve tg¢ ilave baska bilesenler (Kuwahara ve
Casida, 1973; Sower ve ark., 1974; Soderstrom ve ark., 1980; Teal ve ark., 1995; Zhu
ve ark., 1999) tespit edilmistir. Ancak ticari olarak satilan P. interpunctella
tuzaklarinin ¢ogu sadece ZETA bilesenini igermektedir (Gilingor, 2014). ZETA
bileseni ve yari attractant uygulamasi yapilan bir ¢aligmada ergin P. interpunctella

erkeklerinin disilerin yumurtlama potansiyelleri tizerinde 6nemli bir etki yaptig1 tespit
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edilirken, ZETA verilen ergin erkeklerde ise boyle bir etki tespit edilememistir
(Nansen ve Phillips, 2003).

2.1.4.4 Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele; ilk kez 1919 yilinda Smith tarafindan kullanilmis, ve
biyolojik miicadeleyi basit olarak “zararli popiilasyonlarini dogal diismanlar1 aracilig
ile baski altina alma ve diizenleme” seklinde tanimlamistir (Van Driesche ve ark.,
2010; Uslu ve ark., 2022). Kisaca Biyolojik miicadele, zararli ile miicadele edilirken
araya bagska bir canli kullanilmasidir. Zararlilar ile miicadelede kullanilan canlilara ise
biyolojik miicadele ajani denilmektedir. Bu biyolojik miicadele ajanlar1 ise, predator
(avci), parazitler, patojenler veya parazitoidler olarak bilinmektedir (Baggen ve ark.,
1999).

Doktora tez ¢alismasmin da konusunu olusturdugu bir diger biyolojik
miicadele ajani ise zararli biinyesine girerek parazitik veya patojenik etkileri olan
entomopatojen organizmalardir. Bu organizmalar entomopatojen bakteri, fungus,

virus, nematod ve protistlerdir.

P. interpunctella min ise birgok dogal diismani bulunmaktadir. Bunlar; parazit
ve predator tiirler olan Habrobracon hebetor (Oluwafemi ve ark., 2009; Mbata ve llan,
2010), Xylocoris flavipes (Press ve ark., 1974; Kraszpulski ve Davis, 1988), Venturia
canescens (Harvey ve Thompson, 1995), Tricogramma deion, T. ostrinia, T. pretiosum
(Grieshop ve ark., 2006, 2008), Nemeritis canescens (Waage, 1978; Yildirim ve ark.,
2001), Bracon hebetor, Apentelca serula, Phoneretoma fravitestacea, Diadegma
chrysosticta, D. ohryacetieta, Hessestorun tranfuga, Leucopis puncticornis,
Pachycrepoideus vindemiae (Yildirim ve ark., 2001) gibi tiirlerdir.

Tim bu dogal diismanlara ek olarak; entomopatojenik nematodlar
Heterorhabditis indica (Mbata ve Ilan, 2010) ve Steinernema riobrave (Ramos-
Rodriguez ve ark., 2007); entomopatojenik mantarlar; Beauveria bassiana,
Lecanicillium (Verticillium) lecanii, Metarhizium anisopliae var. anisopliae ve
Paecilomycers farinosus (Biida ve Peciulyté, 2008); entomopatojenik bakteri Bacillus
thuringiensis (Alaoglu, 1989; Oluwafemi ve ark., 2009) ve graniiloviriisler (Vail ve
ark., 1991; Vail ve Tebbets, 1993; Boots ve Begon, 1995; Saejeng ve ark., 2010) P.
interpunctella’ya karsi biyolojik miicadelede kullanilmistir (Giingér, 2014).
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Entamopatojen nematodlarin neredeyse en etkili oldugu alanin toprak oldugu
bilinmektedir ve topraklar neredeyse ¢ogu entomopatojen nematodlarin dogal yasam
alanidir. Bu ylizden toprak alti zararlilarina karsi oldukca etkilidirler. Toprak
nedeniyle toprak alt1 zararlilar ile miicadelede insektisitin zararliya ulasmasi oldukca
zor olmaktadir. Boyle bir durumda entomopatojen nematodlar zararlilar ile

miicadelede On plana ¢ikmaktadir (Dillman ve Sternberg, 2012; Uslu ve ark., 2022).

Bacillus thuringiensis bir entomapatojen bakteridir ve diinya ¢apinda en yaygin
kullanilan entomopatojen bakteri olarak bilinmektedir. Ancak, yapilan ¢alismalara
gore, P. interpunctella’nin B. thuringiensis’e karsi direng gelistirebilecegi
belirlenmistir (Johnson ve ark., 1990; McGaughey ve Johnson, 1992; Subramanyam
ve Hagstrum, 1996).

Cevreye ve insanlara olan zararli etkisinin ¢ok az olmasi, maliyetinin diigiik
olmast ve de uzun vadede en etkili kontrol yontemi olan biyolojik miicadelenin
giintimiizde kullanilmasi ¢ok daha tercih edilir duruma gelmeye baglamistir (Uygur ve
Lanini, 2006; Uslu ve ark., 2022).

2.2 Entomopatojenler Hakkinda Genel Bilgiler

P. interpunctella ile miicadelede en timit vaadedici sonuglar bu zararlinin dogal
diismanlarinin kullanildigr ¢alismalardan elde edilmistir (Scholler ve Filinn, 2000;
Grieshop, 2005; Shojaaddini ve ark., 2012). Zararlinin dogal diismanlari arasinda hem
konak seciciligi ve hemde etki mekanizmasi acisindan en one ¢ikan organizmalar

biyolojik miicadelede de kullanilan entomopatojenlerdir.

Boceklerin hastalanmasina ve 6liimiine neden olan bu organizmalara genel
olarak entomopatojenler denilmektedir. Viriisler, bakteriler, protistler, mantarlar ve
nematodlar biyolojik miicadelede kullanilan entomopatojenlerdir. Bdceklerde
hastaliklara neden olan bu entomopatojenler 6zellesmis dogal diismanlar olarak kabul
edilmektedir. Entomopatojenler zararli bdcegin beslenme ve biiylime oranini
azaltabilir, liremelerini yavaglatabilir veya engelleyebilir ya da onlar1 6ldiirebilirler.
Bu organizmalarin neden oldugu hastaliklar, belirli kosullar altinda, 6zellikle bocek
yogunlugu yiiksek oldugunda, bocek populasyonunda dogal bir sekilde ¢ogalabilir ve
yayilabilirler (Yaman, 2012).
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Zararlilarin kontrolii i¢in entomopatojenlerin en pratik kullanimi, onlarin
zararlinin kendisinden izole edilmeleri ve suni ortamlarda kiiltiirlerinin hazirlanmasini
ve daha sonra uygun bir yerde ve zamanda ¢evreye dengeli miktarlarda sunulmasini
igerir (Yaman, 2012). Kullanilan mikroorganizmalar zararliya 6zgii oldugu igin
yalnizca o canliyr etkiler. Ancak belirli bir zararliyla miicadelede uygun
entomopajenin se¢iminde, organizmanin zararlinin dogal popiilasyonlarinda hastalik
olusturmasi ve dogrudan zararlidan izole edilerek gelistirilmesi, uygulama asamasinda

entomopatojen-zararli konak iliskisi agisindan oldukga 6nemlidir.
2.3 Protist Entomopatojenler Hakkinda Genel Bilgiler

Protozoalar genelde sube olarak kabul edilir. Ancak son yillarda ‘tek bir
hiicreden olusan hayvan’ olarak tanimlanan bu canlilar daha genis bir alem igerisine
dahil edilmistir ve artik protozoalar Protista alemi icerisinde yer almaktadir. Bu tanima
gore de, boceklerde hastalik olusturan tek hiicreli hayvanlar entomopatojenik protistler

olarak tanimlanmstir (Yaman, 2012).

Entomopatojenik protistler ¢ekirdege sahip tek hiicreli organizmalarin yer
aldigt genis ve heterojenik bir gruptur. En yaygim ve en sik karsilagilan
entomopatojenik protistler Mikrosporidia ve Apicomplexa subeleri igerisinde yer

almaktadir (Yaman, 2012).
2.3.1 Mikrosporidia

Protistler icerisinde Mikrosporidia subesi fungus alemi igerisinde yer alir ve
zorunlu hiicre i¢i paraziti olarak bilinirler. Ayrica mikrosporidialar boceklerde en
onemli patojenik grubu olusturmaktadir. Mikrosporidialar mitokondri, golgi
membranlar1 ve diger tipik Okaryotik organellere sahip degildir ve bu yiizden ilkel
Okaryot organizma olarak kabul edilirler. Sitoplazmalar1 endoplasmik retikulum,
ribozomlar ve ilkel tipik olmayan bir golgiye sahiptir (Yaman ve Radek, 2003; Tiirk
ve Dogruman-Al, 2009; Yaman, 2012).

Mikrosporidia merogoni (vejetatif cogalma) ve sporogoni (sporlarin olusmasi
(Merontlar ve sporontlar) olmak iizere 2 safhada gelisimini tamamlar. Merogoni
asamast ¢ok kisa bir siirede tamamlandig: i¢in dikkatli incelenmedigi zaman gézden
cok rahat kacabilmektedir. Ancak, Sporogoni ise kalict ve belirgin sporlar ile

sonuclandigr i¢in rahatca fark edilmektedir. Bu yiizden dogadan toplanmis materyal
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ile yapilan ¢alismalarda elde edilen mikrospor patojenleri genellikle spor asamasinda

tespit edilmektedir (Yaman ve ark., 2005; Yaman ve ark., 2009a).

Mikrosporidialarin dayanikli spor yapilart mevcuttur ve bu sporlar1 sayesinde
bir konaktan diger bir konaga sporlarin besinlerle alinmasi ile taginir. Bu yiizden

mikrosporidialar zorunlu hiicre i¢i patojenlerdir (Yaman, 2012).

Mikrosporidialara ait sporlar, konak hiicre tarafindan viicut icine alinip
bagirsaga ulastiktan sonra polar filamentleri ile polar tiip olustururlar ve konagin hiicre
zarini delerek konak hiicre igerisine girerler (1). Mikrosporidialar konak hiicrenin tiim
bagisiklik sistemini bu sekilde asarlar. Sporun i¢indeki ¢ekirdek ve sitoplazmadan
olusan sporoplazma tiip araciligi ile konak hiicre igerisine giris saglanir (Hazard ve
ark., 1984). Konak hiicreyi enfekte eden mikrosporlarin ilk vejetatif hayat safhasi,
meront safhasidir (2). Kiire seklinden oval sekle kadar farkli yapilarda degisiklik
gosterebilen merontlar ince bir hiicre duvarina sahiptir. Merontlar hizla ve ¢ok sayida
mitoz bolinme gegirerek sporontlart olustururlar (3). Bir sonraki safhada ise
organelleri belirginlesen, hiicre duvari olduk¢a kalin olan sporoblastlar olusur (4).
Sporoblastlar, patojenin tanimlanmasinda karakteristik 6zellige sahip olan olgun
sporlar1 olusturan son vejetatif safha olarak bilinmektedir (4) (Yaman ve ark., 2005;
Yaman, 2007). Sporoblast evresinden sonra genelde oval veya kayik sekilli nadirde
olsa ¢cubuk veya dairesel sekilli olabilen sporlar olusur (5) (Sekil 2.7) (Yaman, 2012).

Spor duvari distan ige; exospore ve endospor yapilarindan olusur ve genellikle
2-7 um uzunlugundadir (a). Spor duvarlar1 oldukga kalindir ve kitin igeren koruyucu
bir tabakaya sahiptir (Erickson ve Blanquet, 1969). Spor hacmini sitoplazma ile
birlikte bir/iki ¢ekirdek meydana getirir. Spor germinasyonu i¢in gerekli olan polar
filament (polar tiip), polaroplast ve posteriol vakuol yine spor igerisinde yer alir (a).
Sitoplazma ve ¢ekirdek/cekirdekler enfeksiyon olusturan form olan sporoplazmay1
olusturur. Polar filament ise sarmal yapida olup, anchoring disk polar filamentin tek
Katli zarinin devami olan polar kese i¢inde yer almaktadir (Sekil 2.7). Pek ¢ok
mikrospor patojeninde posterior kutba yakin ve zarla gevrili olarak bulunan posterior
vakuoliin golgi aparatina karsilik geldigi diisiiniilmektedir (Vernick ve ark., 1977;
Yaman, 2012).
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Sekil 2.7 Mikrosporidia Hayat Dongiisii ve Spor Yapisi (Franzen ve Miiller, 1999)
Mikrosporlar, konak ozgiilligiine sahiptir ve enfekte olduklar1 konagin
oliimiine sebep olmak yerine konagin hayat siiresini kisaltip hareket kabiliyetlerinde

yavaglama, istah ve kilo kaybi ile birlikte ireme potansiyellerini azaltirlar.

Mikrosporlarin konak 6zgiilligiine sahip olmasi bir biyoloijk miicadele
ajaninda olmasi istenen bir ozelliktir. Boylece sadece hedef organizmay: etkilerler,
cevreye ve diger organizmalara zarar vermezler. Mikrosporlarin bdoceklerde,
baliklarda ve insanlarda enfeksiyonlara neden olduklar1 bilinmektedir. Boceklerde
siklikla goriilen mikrosporlar Burenella, Canningia, Larssoniella, Nosema,
Ovavesicula, Tuzetia, Unikaryon, Pleistophora, Thelohania, Endoreticulatus ve
Vairimorpha cinslerine aittir (Weiser ve Purrini, 1985; Undeen ve Vavra, 1997; Weiser
ve ark., 1998; Yaman ve Radek, 2003; Yaman ve ark., 2005; Weiser ve ark., 2006;
Vavra ve ark., 2006; Yaman, 2007; Yaman ve ark., 2009a; Hoch ve ark., 2009).

Yapilan c¢aligmalara gore mikrosporidialar bocek patojenlerinin 6nemli bir
grubu olarak biyolojik miicadelede kullanimi agisindan en umut vaat eden

mikroorganizmalardir (Tanada ve Kaya, 1993; Yaman, 2012).
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2.3.2 Apicomplexa

Bu sube boceklerde enfeksiyon yapan Gregarinia ve Coccidia olarak bilinen en

onemli iki temel sinifi kapsamaktadir.
2.3.2.1 Gregarinia

Gregarinler boceklerde patojenik olarak bilinen ilk protistler olarak bilinirler.
Gregarinia simifi bliylik ve extraselliiler olgun gametlere sahiptir. Omurgasizlarin
viicut boslugu ve sindirim sisteminde bulunurlar. Bu smif, Blastogregainidae,
Archigregarinidae, Eugregarinidac ve Neugregarinida olmak iizer dort takimdan
olugmaktadir. Bocekleri enfekte eden takimlar ise; FEugregarinidae ve

Neugregarinida’dir. (Yaman, 2012).
2.3.2.1.1 Eugregarinida

Bu grubun en karakteristik 0zelligi, genellikle bdcegin bagirsaginda
yasamalaridir. Eugregarinida Cephaline ve Acephaline olmak iizere iki alt gruba
boliiniir. Cephaline grubuna dahil olan gregarinlerin yapist protomerite ve deutomerite
olmak ftizere iki boliimden olusur. Acephaline grubu iiyeleri ise sadece bir boliimden
olusur. Boceklerde parazitik olarak bilinen gregarinlerin biiyiik bir ¢ogunlugu

Cephaline grubu Gregarinlerdir (Yaman, 2012).

Eugregarinida hayat dongiisiinde sirasiyla, spor, sporozoit, trofozoit, sporont
(Gamont), sizigi form, prekist ve kist sathalar1 goriiliir. Besin yolu ile alinan sporlar
bagirsakta agilir ve sporozoitler serbest kalir (1). Burada geliseren sporozoitlerden
trophozoit evre meydana gelir (2). Trophozoitler, epimeritleri ile konagin bagirsagina
tutunurlar (2). Gelisimlerinde belirli bir evreyi tamamladiktan sonra trophozoitler
epitel hiicrelerden ayrilir ve sindirim kanali liimeninde geliserek gamontlar
(sporontlart) olustururlar (3). Olgun gametler ard arda birleserek sizigi (syzygy)
formunu olusturur (4). Sizigi formunu olusturan iki gamonttan ilkine pirimit,
ikincisine satellit denir. Bu sayede birlesme formu sathasina (associative form)
gecilmis olur. Bu iki gamontta birleserek etrafi bir zarla gevrilir ve igerisinde erkek
bireyler tarafindan olugturulan mikrogametlerin ve disi bireyler tarafindan olusturulan
makrogametlerin yer aldigi gametokist safthast meydana gelir (5). Bir araya gelmis
olan iki gamont biikiilme hareketi yapar ve dairesel bir sekil alir (6). ki gametin

birlesmesi ile de zigot meydana gelir (7). Sonrasinda prekist satha olusur. Olgunlasan
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prekist, zar olusturarak kist halini alir ve kistler de digki yolu ile viicuttan atilir (8).
Kist safhasinda meydana gelen ve bolca sporozoit iceren ookistler, sporoduct
kanallarindan serbest birakilir (Sekil 2.8) (Yaman, 2012; Baki, 2013). Sporoduct
kanal1 ise bu cinse Ozgidiir ve sadece Kist evresinde meydana gelir (Lange ve
Wittenstein, 2002; Clopton, 2004; Baki, 2013).
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Sekil 2.8 Eugregarinida Hayat Dongiisti (Omoto ve Cartwright, 2003)

2.3.2.1.2 Neogregarinida

Neogregarine takimini Eugregarine iiyelerinden ayiran en onemli 6zellik
sizogoni safhasinin olmasidir (Baki, 2013). Neogregarine takimina ait gregainler
neogregarinler ya da sizogregarinler olarak bilinir ve eugregarinlerden daha ilkel kabul
edilirler. Entomopatojenik neogregarinlerin bir kismi Diptera, Coleoptera ve
Hemiptera’ya ait 6nemli zararli boceklerde letal enfeksiyonlara sebep olurlar (Yaman,

2012).

Neogregarinler de eugregarinler gibi besinler araciligi ile konaklaria bulagir
ve konagin sindirim kanal1 ya da Malpighi tiiplerinde enfeksiyon olusturup ookistleri

diski yolu ile disariya atilir ve bdylece bdcegin yumurtalarina veya besinlerine
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bulasirlar. Ookistler konak bocegin 6lmesine sebep olur ve boylece ookistler cevreye

dagilmis olur (Yaman, 2012).
2.3.2.2 Coccidia

Coccidia alt sinifinin bilinen tiirlerinin sadece %1’inden daha az bir kisminin
bocekleri enfekte ettigi bilinmektedir. Entomopatojen tiirleri i¢eren cinsler Adelina,
Chagasella, Legerella, Ithania ve Barrouxia’dir. Coccidialarin hayat dongiisii ise
Merogoni ve Sporogoni’den olusmakatadir. Gametler tipik olarak anizogamettir ve
varsa gizigi belirgin bir sekilde anizogametlere sahiptir. Hayat sathasi genel olarak
haploid dongii seklindedir. Diploid satha sadece zigotlarda gerceklesmektedir
(Yaman, 2012).

Bu doktora tez ¢alismasinda, zararli bocekler ile biyolojik miicadele kullanilan
hedef dis1 organizmalara yan etkisi bulunmayan protist entomopatojenlerin bu
ozelliklerinden faydalanarak, iilkemizde 6nemli bir depo zararlisi olan kuru meyve
giivesi Plodia interpunctella’ya karst zararlimin {ilkemizdeki farkli cografik
poplilasyonlarinda mevcut insektisidal etkisi yiiksek entomopatojenlerin tespiti,
izolasyonu, karakterizasyonu, gesitliligi, popiilasyonlardaki dagilimimnin belirlenmesi
ile mevsimsel olarak patojen yogunlugunun tespit edilerek dogal popiilasyonlarda
tespit edilecek protist entomopatojenlerin kuru meyve giivesi lizerindeki insektisidal

etkilerinin laboratuvar kosullarinda belirlenmesi amaglanmustir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Plodia interpunctella Orneklerinin Elde Edilmesi

Doktora tez ¢alismasinin konusunu olusturan Plodia interpunctella’nin larva,
pupa ve erginleri, ¢alisma boyunca Ankara, Aydin, Bolu, Denizli, Gaziantep, Isparta,
Istanbul, izmir, Kastamonu, Malatya, Ordu, Samsun, Siirt ve Trabzon illerinde ki
depo, diikkan ve evlerden toplanmistir. Arazi ¢aligsmalar1 boyunca depo, diikkan ve
evlerden P. interpunctella’ya ait pupa, larva ve erginleri dikkatli bir sekilde steril
kaplara toplanmistir. Enfeksiyon dagilim oranin1 etkilememek ve olasi
kontaminasyonu Onlemek icin her besin kaynagmin larva ve erginleri ayri ayri
yetistirme kaplarinda muhafaza edilmis, besin kaynagi ve tarih bilgileri etiketlenmistir.
Toplanan bocekler en kisa siirede laboratuvara getirilerek dikkatlice galismalara
baglanmistir. Laboratuvar ortaminda hijyenik steril yetistirme kaplarinda muhafaza

edilen bocekler oda sicakliginda bulundurulmuslardir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 P. interpunctella Yetistirme Kabi
Proje siiresince yapilan arazi c¢alismalar1 esnasinda zararlinin toplanabildigi

lokalite ve tarihler Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3.1 P. interpunctella Popiilasyonlariin Ornekleme Yerleri ve Tarihleri

Lokalite Ornegin Toplandig: Tarih
Ankara 08.07.2021, 18.02.2022, 05.04.2023
Aydin 12.06.2019, 02.07.2019, 22.07.2019, 18.06.2020, 30.06.2020,
22.06.2021, 12.07.2021, 14.05.2022
Bolu 22.05.2019, 28.06.2019, 08.07.2019, 20.08.2019, 05.09.2019,
05.09.2019, 12.09.2019, 20.01.2020, 18.02.2020, 11.03.2020,
23.03.2020, 30.04.2020, 01.06.2020, 13.07.2020, 17.06.2021,
12.07.2021, 24.03.2022, 31.05.2022, 15.06.2022; 20.01.2023;
05.09.2023; 12.05.2023
Denizli 01.06.2019, 28.06.2019
Gaziantep 05.07.2019, 05.08.2019, 11.09.2019, 22.07.2020, 27.07.2020,
25.07.2021; 13.07.2023
Isparta 02.05.2019, 13.07.2019, 06.08.2020, 31.08.2020, 26.05.2021,
09.05.2022, 08.06.2023
Istanbul 20.12.2019, 16.03.2020, 02.04.2020, 08.02.2023
[zmir 12.06.2019
Kastamonu 28.07.2021
Malatya 13.06.2019, 21.06.2019, 12.09.2019, 16.07.2020, 20.08.2020,
18.07.2021, 13.07.2023
Ordu 18.06.2019, 21.06.2020
Samsun 10.06.2019, 10.07.2020, 28.07.2021, 25.07.2023
Siirt 28.06.2019
Trabzon 15.06.2019, 10.07.2020, 28.07.2021, 25.07.2023
3.2 Yontem

3.2.1 Makroskobik Calismalar

Bocek dokularinda meydana gelmis, ozellikle larvalarda deri lizerindeki renk

degisiklikleri ve deforme olmus dokular gibi gdzlemlenebilen bazi makroskobik

semptomlar bir entomopatojenik enfeksiyonu diislindiirebilir. Bu nedenle toplanan

ornekler herhangi bir entomopatojene ait dis semptom igin makroskobik olarak
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incelenmistir. Hastalik semptomu gosteren ornekler ileri deneyler ve fotograflanma

islemi i¢in ayrilmistir (Sekil 3.2).

Tim Ornekler makroskopik incelemeden gecirilmis ve hastalik semptomu

gosterenler ileri incelemeler i¢in ayrilmistir.
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Sekil 3.2 Makroskobik Incelemeler Sonucunda Protist Enfeksiyonlarindan
Stiphenilenilen Plodia interpunctella Larvalar:

3.2.2 Mikroskobik Calismalar

P. interpunctella’nin larva, pupa ve erginlerinde tespit edilen protist
patojenlerin morfolojik, anatomik ve histopatolojik 6zelliklerini agiga kavusturmak ve
tiir tespitini yapmak icin bir seri 151k ve elektron mikroskobu (TEM) calismalari ile

birlikte molekiiler ¢alismalar yapilmistir.
3.2.2.1 Isik Mikroskobu Calismalar:

Laboratuvar c¢alismalar1 sonucunda elde edilen larva, pupa ve erginler
hazirlanan Ringer soliisyonu icerisinde disekte edilmistir. 8,0 g sodyum kloriir (NaCl),
0,25 g kalsiyum kloriir (CaClz), 0,25 g potasyum kloriir (KCI) ve 0,25 g sodyum
bikarbonat (NaHCO3)’1in 1000 ml saf su igerisinde ¢6ziilmesiyle elde edilen Ringer
soliisyonu bocek dokulari i¢in en ideal izotonik ortami olusturmasi agisindan

diseksiyon islemlerinde kullanilmaktadir.

Diseksiyon; ergin bdcekte abdomenin bdcegin viicudundan ayrilmasi ile,
larvalarda ise abdomenin son segmentinden agilan bir kesi ile gerceklestirilmistir.
Hazirlanan taze preparatlar 151k mikroskobu altinda 40x’ten 100x’e kadar olan
biiylitmelerle incelenmistir. Enfeksiyon goriilen preparatlar 151tk mikroskobu

kullanilarak yeniden incelenmis, patojenlerin ve enfekte ettigi dokularin fotograflar
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cekilmis ve karakterizasyonu igin gerekli Olglimler yapilmistir. Protist
enfeksiyonlarinin, hazirlanan preparatlarda gériilmesi muhtemel olan besin artiklari,
malpighi tliplerindeki inorganik kristaller ve yag damlaciklar1 gibi yanilgiya neden
olan faktorlerden patojenlerin ayirt edilebilmeleri i¢cin Giemsa boyama teknigi

uygulanmigtir.
3.2.2.2 Giemsa Boyama

Giemsa boyast hiicrenin ¢ekirdek ve sitoplazmasindaki yapilarin ayirt
edilmesini saglar. Sitoplazma agik mavi veya kirmiziya boyanirken, ¢ekirdek pembe
renkte boyanir. Ek olarak, Giemsa boyasi sporlarin g¢ekirdegini boyayip, spor
duvarinin beyaz kalmasini saglayarak da protist kokenli patojenlerin teshisinde
oldukca oOnemlidir. Ayrica, Giemsa boyasi ile patojen ya da parazitin hayat

dongiistindeki sathalar da belirlenebilmektedir.
Enfeksiyon tespit edilen preparatlarin boyama islemi su sekildedir:

Oncelikle preparat oda sicakliginda kurutulur, muhtemel kontaminasyonu
engellemek i¢in %100’lik metil alkolde 3 dakika bekletilir, daha sonra tekrar oda
sicakliginda kurutulur, saf su ile hazirlanan %5’lik Giemsa boyasinda 16-24 saat
boyanmaya birakilir. Boyanan preparat akan musluk suyunda yikanir, oda sicakliginda
kurumaya birakilir ve incelenmeye hazir hale getirilir. immersiyon yagi kullanilarak

100x’lik biiylitmede incelenir (Toguebaye ve ark., 1988; Undeen ve Vavra, 1997).

Mikrospor enfeksiyon varligi belirlenen tiim preparatlar yukaridaki
islemlerden gegirilerek Giemsa ile boyanmistir. Boyanan preparatlar tek tek
incelenmistir. Var olan sporlarin boyanma sekilleri ile ayirt edilip 6l¢iimlerinin tekrar
yapilmasinin yani sira, hem sporlarin hem de hayat dongiisii sathalarinin fotograflar

da ¢ekilmistir.
3.2.2.3 Elektron Mikroskobu Calismalari

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ¢alismalari, incelenmesi istenen
yapilarin morfolojik ve anatomik 6zelliklerinin kapsamli bir sekilde ortaya koyulmasi
ve dolayisiyla da tez calismasi sirasinda gozlemlenen protist patojenlerin tiir

seviyesinde teshis edilebilmesini miimkiin kilmas1 bakimindan olduk¢a muazzam bir
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oneme sahiptir. P. interpunctella’dan izole edilen protist patojenlerin detayli yapisi

TEM mikroskobu kullanilarak incelenmis ve fotograflanmistir.

Isik mikroskobu altinda enfeksiyon varligi tespit edilen preparatlardaki dokular
dikkatli bir sekilde alinarak fiksasyon, dehidrasyon, resine (ERL) gdbmme ve boyama

islemlerinden gegirilmistir.
3.2.2.3.1 Fiksasyon, Dehidrasyon, Rezine Gomme ve Boyama

Isik mikroskobu altinda enfeksiyon varligi tespit edilen preparatlardaki dokular
dikkatli bir sekilde alinarak fiksasyon, dehidrasyon, resine (ERL) gdbmme ve boyama

islemlerinden gecirilmistir.

Dokularin elektron mikroskobunda incelenebilecek duruma getirilebilmesi i¢in

izlenen asamalar sunlardir:

Ayrilan doku materyali pH 7.2’de 0.1M kakodilat tamponu ile seyreltilen
%2,5’1ik glutaraldehit i¢inde iki saat boyunca fiske edilmis ve daha sonra pH 7.2°de
0.1M cacodylate tamponu igerisinde ti¢ kez 10’ar dakika yikanmistir. Daha sonra OsO4
(Osmiyum tetroksit) ile 2 saat siireyle muamele edilmistir (Karnovsky, 1971). Sonra
yeniden pH 7.2’de 0.1M cacodylate tamponu icerisinde iic kez 10’ar dakika
yikanmustir (Becnel, 1997).

Numuneler sirastyla %30’luk, %50’lik ve %70’lik etanolle 15’er dakika,
%90°1ik, %96’lik ve %100’lik etanol ile 10’ar dakika ticer kez muamele edilip
dehidrasyona ugratilmistir. Ertesi gline birakilmasi gerektiginde ya da 1-2 giin ara
verilecegi zaman numuneler %70 etanolde veya %25 resinde birakilmistir (Sekil 3.3)
(Becnel, 1997).

Daha sonra 1:1 oraninda hazirlanan ERL: etanol karisimi ile 1 saat, 3:1
oraninda hazirlanan ERL: etanol karigimi ile 4 saat muamele edilen numuneye Epoxy
resin emdirilmistir. Saf ERL igerisinde bir gece siireyle bekletilmistir. Taze saf ERL
ile beem tiiplerine aktarilmis ve ortalama 48 saat 70 °C’de etiiv igerisinde sertlesmeye
birakilmistir. Resinlerden ultra mikrotom kullanilarak kesitler alinmis, bu kesitler
Pioloform kapli bakir 1zgaralar iizerine yerlestirilmis ve doymus uranil asetat ve

Reynold’s kursun sitrat (Reynolds, 1963) boyalar1 ile boyanmustir.
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‘ Suyu cikart ve doku- ¢oziicii ile yer degistir.

B Ornegi plastik rezine icine gémiiliir.

fa etanol

100 %
etanol

etanol
e/"b'r 95 %
a ‘\
etikg

10% Formalin

Sekil 3.3 TEM Hazirliginda Dehidrasyon islemi Asamalar1 (Anonim, 2024b)
3.2.3 Entomopatojen Protistlerin Tespiti

Mikroskobik incelemeler ile tespit edilen protistler giemsa boyasi ile
boyanarak entomopatojen yapilart detayli bir sekilde incelenmis ve fotograflanmistir.
Tespit edilen patojenler bocek doku ve sivisindan ayrilarak saf hale getirilip serum
fizyolojik i¢esinde DNA izolasyonu ve insektisidal etkilerinin belirlenmesi i¢in +4

°C’de saklanmustir.
3.2.4 Molekiiler Calismalar

Isik ve elektron (TEM) mikroskobu incelemeleri tamamlanan protist
mikrosporidian entomopatojenin filogenetik agidan incelenebilmesi i¢in Onceden
saflagtirilmis hiicre ve spor gibi yapilarindan genomic DNA izolasyonu ve Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) metodu kullanilarak rDNA  amplifikasyonu
gerceklestirilmistir.

Molekiiler caligmalar, tespit edilen entomopatojen tiiriine bagh olarak takip
edilen prosediirlere gore gerceklestirilmistir. Oncelikle tespit edilen patojenden
genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmis ve hastalik etmenleri konak bocekten izole

edilerek saflastirilmistir.
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3.2.4.1 Genomik DNA izolasyonu
Protist orjinli hastalik etmenlerinden genomic DNA izolasyonu igin;

Yogun enfeksiyon gozlenen preperatlardaki spor igeren soliisyonlar cam pastor
pipet ile toplanarak ependorf homojenizatorii ile birlikte, spor/kist ile enfekte olmus
larvalar bir ependorf tiip igerisinde homojenize edilmistir. Saf su ilave edilen
homojenizat, kaba bocek pargalarindan 3 kat tiilbentten gegirilerek ayrilmistir. Ayirma
isleminin ardindan spor/kistleri tamamen saflastirmak i¢in elde edilen siispansiyon
3000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda siipernetant
kism1 uzaklastirildiktan sonra pellet saf su ile sulandirilarak 3000 rpm’de 2 dakika
tekrar santrifilij edilerek protist sporlarini iyice saflagtirana kadar birka¢ kez tekrar
edilmistir. Saflastirma isleminin sonunda spor/kistler hemositometre ile sayilarak
DNA izolasyonu igin stenilen (7,6x10%/ml) yogunluga ayarlanmistir. Ticari DNA
izolasyon kiti (QIAGEN, No; 69506) kullanilarak kit igerisinde verilen direktiflere
uygun bir sekilde DNA’lar izole edilmistir.

3.2.4.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (rDNA amplifikasyonu)

Genomic DNA izolasyonu tamamlanan protist patojenin, PZR teknigi
kullanilarak tiire 6zgii spesifik gen bolgelerinin amplifikasyonu gerceklestirilmistir
(Cizelge 3.2). PZR ¢alismalarinda hastalik etmenlerinin tiiriine gore farkli primer

setleri kullanilmaktadir.

Cizelge 3.2 Protist Mikrosporidia Entomopatojeninin rDNA Amplifikasyonunda
Kullanilan Primer

Primer Primer Ismi Kaynaklar
Protist- F-5>-CACCAGGTTGATTCTGCC-3’ Johny ve ark., 2005
Microsporidia R-5’-TTA TGATCCTGCTAATGGTTC-3’

PZR reaksiyonlari, QiagenMultiplex PCR Kit (No: 69506) kullanilarak {iretici

talimatlarina 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
gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR {iriinii %0,8” lik, etidyum bromiir (EtBr) ilaveli

agaroz jelde yiiritilerek UV transilliminatéorde varligi belirlenmistir. Varhg
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belirlenen PZR iiriinii, baz dizin analizine tabi tutularak (=sekans analizi) elde edilen
sonuglar NCBI (National Center for Biotechnology Information=Ulusal Biyoteknoloji
Bilgi Merkezi) BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool=Temel Yerel
Hizalama Arama Araci) internet ara yiizii kullanilarak GenBank’ taki verilerle

karsilastirilarak sonuglar degerlendirilmistir.
3.2.4.3 Filogenetik Caliymalar

Sekans analizi  yapilan  mikrosporidyum  patojenini  hem  diger
entomopatojenlerle karsilastirmak hem de Tiirkiye izolatinin diger izolatlarla olan
iliskisini incelemek i¢in baz dizi analizleri yapilmistir. Belirlenen baz dizisindeki
protist entomopatojenin %G+C igerigi Fast PCR programi kullanilarak tespit
edilmistir ve baz indeks sonuglari, NCBL.BLAST ara yiiziindeki diger kayitlarla

karsilastirilmistir.

DNA dizileme, her iki zincir iizerinde PZR yiikseltgenmeleri i¢in kullanilan
primerler ile yapilmistir. Analizler sonucu elde edilen ham diziler ABI dosya
formatindaki kromotogramlara gore diizenlenmis ve BioEdit (Hall, 1999) programi
kullanilarak birlestirilmistir. Elde edilen genotiplerin hangi protist cinsine ait
oldugunun belirlenmesi i¢cin BLAST (Basic Local Alignment Search Tool-
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) uygulamasi kullanilmistir.

Genotiplerin cins igerisindeki hangi tiire ait oldugunun belirlenebilmesi i¢in
filogenetik analizlerden faydalanilmigtir. Filogenetik analizler igin veri seti
olusturulmas1 mevcut literatiir bilgilerine gore yapilmustir. Ilgili genotipler NCBI veri
tabanindan indirilmistir. Elde ettigimiz yeni genotipler ile veri setindeki genotiplerin
homolog bazlarin1 hizalamak i¢in Clustal X (Thompson ve ark., 1997) modiili

kullanilmistir.

Izolatlar arasindaki evrimsel iliskinin belirlenmesinde Maksimum-Likelihood
(ML) algoritmast kullanilmistir. ML igin Mega X (10) programi kullanilarak

filogenetik agaglar cizilmistir.

Agaclardan elde edilen filogenetik iliskilerin giivenilirlik derecesini belirlemek
icin Bootstrap testleri (Efron, 1982; Felsenstein, 1985) yapilmistir. Bu testler her

algoritma i¢in 1000 tekrarli olarak uygulanmistir. Haplotipler arasi niikleotid dizi
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benzerlik oranini hesaplamak i¢in Bioedit programi ve DNA Sequence Polymorphism

(DnaSP) analizi kullanilmistir.

3.2.5 Tespit Edilen Protistlerin Insektisidal Etkinliginin Belirlenmesi (=Viriilans
Testleri)

Boceklerden izole edilen mikroorganizmalarin, izole edildikleri bocek
tizerinde patojenik bir etkiye sahip olup olmadiklar1 viriilans testleriyle

belirlenmektedir.

Bu testler icin bocegin biyolojisi goz oniinde tutularak yasayabilecekleri uygun
ortamlar hazirlanir ve saglikli bocekler kullanilir. In vitro sartlarda iiretilebilen
mikroorganizmalarin saf kiiltiirleri hazirlandi ve uygulandi. In vitro olarak
iiretilemeyen viriisler, protozoalar ve diger mikroorganizmalarin enfeksiyon
numunesi, Olii ve hastalikli boceklerden elde edildi. Boceklerin enfeksiyonu igin
birgok metod bilinmektedir. Bu metodlar; besin i¢inde enfeksiyon, kiitikula i¢ine
enfeksiyon, agiz ve cevresi igine enfeksiyon, mikroorganizmalar1 oral ve anal
acikliklar iizerine yerlestirmek, mikrobesleme ve mikroinfeksiyon seklinde

siralanabilmektedir (Lipa, 1975).

Viriilans testleri (=biyoassay) siiresi, uygulanan mikroorganizmaya gore
degisiklik gostermektedir. Bakteriler ve viriisler gibi mikroorganizmalarin virulans
testleri genelde 5-10 giin siirdiiriiliirken, boceklerde kronik enfeksiyonlar olusturan
protozoalarin (=protistlerin) viriilans testleri birkag ay siirdiiriilebilir. Virulans testleri
sirasinda, diger 6liim nedenlerinin sonug¢larindan, mikroorganizmalarin neden oldugu
Olimleri ayirmak icin, 6l boceklerin diseksiyonu yapilmali ve gercek 6liim nedeni

arastirilmalidir (Lipa, 1975; Lacey, 1997).

Bu doktora tez ¢aligmasinda da tespit edilen protist entomopatojenlere ait
izolatlarin ergin bocekler iizerine etkisini belirlemek amaciyla her bir izolat i¢in 20
saglikli bocek secilerek deney grubu olusturulmustur. Boceklerin ayni instarlarda
olmasma dikkat edilmistir. Ciinkii ayn1 tiir bocegin, farkli instarlardaki donemlerde
biyolojik ajanlardan etkilenme oranlar1 da farkli olmaktadir (Cokmiis ve Younsten,

1994).

Test, uygulanan patojen tiirii, 6lii ve hayatta kalan boceklerin varligina dikkat

edilerek 15 ila 21 giin sonunda bitirilmistir (Kampfer, 1995). Test siiresince
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olusturulan deney gruplar1 giinliik olarak kontrol edilmistir. Kontrol siiresi boyunca
6len bocekler kaplardan pens yardimiyla ¢ikarilmistir (Ombui ve ark., 1996). Her giin
Olen bocek sayist tespit edilerek ortalama 6liim oranlar1 belirlenmistir. Bu uygulama
her bir izolat i¢in {i¢ kez tekrarlanmistir. Yapilan uygulama i¢in kontrol gruplar1 da

kullanilmistir. Oliim oraninin hesaplanmasi icin Abbott (1925), formiilii kullanilmustir.

Abbott formiilii;

Toplam 6liim orani (%) — Kontrol grubundaki 6liim orani (%)

(%) Oliim Oran1 =
(%) 100 — Kontrol grubundaki 6liim oran1 (%)

Bioassay diizeneklerinde P. interpunctella larvalari findik tabletlerle

beslenmistir. Bu findik tabletlerin hazirlanmasinda iki yontem uygulanmaistir.

1. yontem: %90 oraninda &giitiilmiis findik ve %10 oraninda bugday unu
karistirildiktan sonra Evans ve Shapiro (1997), tarafindan 6nerilen yontem modifiye
edilerek besin igerisine laboratuvar denemelerinde en yiiksek insektisidal etki gosteren
entomopatojenlerin siispansiyonu daha Once istatistiksel olarak belirlenmis etkili
dozajlarin1 igerecek sekilde 1/10 oraninda katilarak blender ile homojen oluncaya
kadar karistirilmistir.  Bu karisimdan 2x2 mm ebatlarinda besin tabletleri (=findik
tabletler) tiretilmistir (Sekil 3.4).

2. yontem: yine %90 oraninda 6giitiilmiis findik ve %10 oraninda bugday unu
su ile karistirildiktan sonra 2X2 mm ebatlarinda besin tabletleri (=findik tabletler)
iretilmistir. Bu tabletler protist patojenler i¢in uygun konsatrasyona ayarlanan patojen
siispansiiyonuna daldirilip kurumasi saglanarak besin tabletleri (=findik tabletler)

tretilmistir.
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i # 2. Un (%10),
Entomopatojen dgiitiilmiis findik

stispansiyonunun (%90) ve
konsantrasyonu entomopatojen
ayarlanir siispansiyonu
Hazirlanan findik tabletler |
4.2x2mm .
ebatlarinda besin 3. l?gﬁgifn ile
tabletleri I homojen,
= oluncaya kadar
¢ findlc T kanistirilir
tabletler) iiretilir karistirilir

Sekil 3.4 Findik Tabletlerin Uretim Asamalari
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Plodia interpunctella’nin makroskopik incelenmesinde, enfekte kolonilerde
optimum yasam kosullar1 saglanmasina ragmen yavas hareket, istahsizlik ve renk

degisikligi gibi semptomlar ile birlikte larvalarda 6liim gézlenmistir.

Mikroskobik incelemeler sirasinda ise, Tiirkiye'deki P. interpunctella
popiilasyonlarinda mikrosporidia, neogregarine ve coccidia olmak tizere ti¢ farkh

protist entomopatojen tespit edilmistir.
4.1 Plodia interpunctella’da Tespit Edilen Mikrosporidia Patojeni

P. interpunctella’da enfeksiyon yapan mikrosporidyum patojeni makroskobik,
mikroskobik (morfolojik, anatomik; 11k ve elektron mikroskobu) ve filogenetik
yontemler kullanilarak karakterize edilmistir. Tespit edilen mikrosporidyumdan
genomic DNA izolasyonu yapilarak filogenetik iligkisi incelenmis ve daha sonra

insektisidal etkisinin belirlenmesi i¢in viriilans(=biyoassay) testleri yapilmistir.

Tespit edilen mikrosporidyum patojeninin mikroskobik olarak belirlenmesi
icin mikroskobik bazi g¢alismalar yapilmistir. Mikrosporidyum patojeni, 6nce 11k
mikroskobu altinda saptanarak taze preparatlardaki mikrospor patojeninin en énemli
karakteristik hayat sathasi olan ve 15181 farkli agidan kiran spor yapilar1 incelenmistir.
Daha sonra entomopatojenlerin detayli bir sekilde incelenmesinde yaygin olarak
kullanilan, giemsa boyama teknigi uygulanarak, spor yapilar1 tekrar incelenmis ve

mikrosporidyum varlig: tekrar teyit edilmistir.

Isik mikroskobu caligmalarinda incelenmek {izere diseksiyonu yapilan
orneklerde mikrosporidyum patojenine ait onemli hayat sathalar1 dikkatli bir sekilde
tespit edilmeye calisilmistir. Dogrudan taze dokularin incelenmesi sirasinda,
mikrosporidyum enfeksiyonunun bulundugu dokulardaki morfolojik farkliliklar,
normal dokular ile karsilastirilarak enfeksiyon varlig1 saptanmistir. Taze preparatlarda
konagin dokularinda gerceklesen tahribat net bir sekilde goézlemlenmis ve 1s1k
mikroskobu ¢alismalart sonucunda mikrosporidyum enfeksiyonunun bdcegin
bagirsak, malpigi tiipleri ve hemolenfinde enfeksiyon yaptig1 tespit edilmistir. Ozel
kamera ve resim sistemlerine sahip mikroskop kullanilarak, daha once 151k

mikroskobunda tespit edilen mikrosporlarin enfekte ettigi dokular fotograflanmistir
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(Sekil 4.1). Patojenin mikroskop altindaki tespitinde en temel safha olan spor sathasi

bir¢ok diseksiyonda gdzlenmis ve sporlarinin 6l¢giimii yapilmistir.
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Sekil 4.1 Tespit Edilen Mikrosporidyum Patojenin Isik Mikroskobu (40x) Goriintiisii

Mikrosporidyum patojeninin en belirgin karakteristik 6zelligi sporlarin 15181
farkli sekilde kirmalari, ayn1 boyut ve sekle sahip olmalar1 bakimimndan konakg¢inin
diger dokularindan rahat¢a ayirt edilebilmektedir. Tespit edilen mikrosporidyum
enfeksiyonu konagin bagirsagi, yag dokusu, malpighi tiipleri ve salgi bezleri gibi bir

¢ok doku ve organda gozlenmistir (Sekil 4.2).

Boceklerde enfeksiyona neden olan entomopatojenler 151k mikroskobu altinda
morfolojik olarak birbirlerine ¢ok benzemektedir. Cesitli patojen tiirleri farkli
ozellikteki yapilarmin varligi ile karakterize edilebilmektedirler. Ozellikle birgok
mantar tliri morfolojik yapilar1 ile mikrospor patojeninin spor sathasma c¢ok
benzemektedir. Isik mikroskobu g¢alismalarinda patojenlerin neden olabilecegi bu
karisiklig1 gidermek ve mikrosporidyum patojenini diger dokulardan ve patojenlerden
ayit  edebilmek amaciyla  ¢esitli  boyama  teknikleri  kullanilmaktadir.
Entomopatojenlerin tespitinde yaygin olarak kullanilan giemsa boyasi ile preparatlar
boyanarak mikrosporidyum patojeninin karakteristik safhasi olan sporlar tespit
edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Tespit Edilen Mikrosporidyum Patojenin Giemsa Boyali Goriintiisii

Mikroskobik ¢alismalar sonucunda tespit edilen mikrosporidyum patojenin,
tek hiicreli, oval sekilli, kiigtik, 3,68x2,25 + 0,05 um ebatlarinda spor yapilarina sahip
oldugu gozlenmis ve Giemsa boyali preparatlarda yapilan Ol¢iim c¢alismalar

sonucunda mikrosporlarin 3,08x1,9 = 0,02 pm oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Kellen ve Lindegren (1968, 1969), California’da ki P. interpunctella tiirlerinde
2 mikrosporidian tiirli tanimlamigtir. Bu tiirler; Nosema plodiae ve Thelohania
nana’dir. Maddox ve Sprenkel (1978), ile Malone ve Canning (1982), daha sonra bu
iki tiirin aslinda Vairimorpha cinsinin bir iiyesi olarak kabul edilmesi gereken tek bir
dimorfik tiir oldugu sonucuna varmislardir. Tiirkiye’de ise ilk defa Yaman ve ark.,
(2016Db) P. interpunctella popiilasyonlarinda V. plodiae tespit edilmistir. Yaman ve
ark., (2016b) tespit ettikleri patojenin taze ¢ift ¢ekirdekli sporlarinin oval oldugu ve
4,48+0,23 (4,01-4,84) pum uzunlugunda ve 2,21+0,15 (1,91-2,48) genisliginde
oldugunu bildirmistir. Ultrastriiktiirel calismalar ile de spor duvarinin 150 ila 200 nm
oOlgtiigiinii ve berrak bir endospor (125-150 nm) ve elektron yogun, tek bigimli, ince
bir ekzospordan (30-50 nm) olustugunu gdstermislerdir. Ayrica, ki ¢ekirdekli sporun
spor yapist, bir sabitleme diski olan bir polar filament, bir polaroplast, bir arka vakuol
ve mitokondri eksikligi Mikrosporidia'larin tipik Ozellikleri olarak bilinmektedir
(Larsson, 1986). Mevcut doktora tez calismasinda tespit edilen mikrospridyum
patojeninin de dl¢timleri de Vairimorpha cinsinin 6lgiileri ile eslesmekte olup Yaman
ve ark., (2016b) tarafindan Tiirkiye’de tespit ettigi V.plodiae ile benzer oldugu

mikroskobik ¢aligmalar ile belirlenmistir.
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4.1.1 Mikrosporidyum Patojeninin Karakterizasyonu

Makroskobik ve mikroskobik incelemeler sonucunda farkli illerden tespit
edilen mikrosporidyum patojeninin SSU rDNA bolgesi PZR ile gogaltilarak PZR

tirtinleri jelde gorintiilenmistir (Sekil 4.3).

-t W) ey e G @ G G e bbb

Sekil 4.3 Plodia interpunctella’da Tespit Edilen Mikrosporidyum Patojenlerinin Jel
GOortiintlisti

DNA izolasyonu yapilan ve PZR’da pozitif sonug elde edilen drnekler sekans

analizine gonderilmistir.
4.1.2 Mikrosporidyum Patojeninin Filogenisi

Mikrosporidyum filumunun iiyelerini siniflandirmak i¢in geleneksel olarak
kullanilan morfolojik karakterler sinirli kullanima sahiptir ve elestirel olarak yeniden
degerlendirilmeleri gerekmektedir. Morfolojik caligmalar ile filogenetik analizlerin
kombinasyonu halinde yapilan ¢alismalarin mikrosporidialarin arasindaki filogenetik

iliskinin yeniden tanimlanmasinda daha giivenilir olabilecegi bildirilmektedir (Miiller
ve ark., 2000).

Bu amagla, sekans analizi yapilan mikrosporidyum patojenini diger
mikrosporlarla karsilagtirmak ve de Tiirkiye izolatinin diger izolatlarla olan iligkisini
incelemek i¢in baz dizi analizleri yapilmistir. Belirlenen baz dizisindeki %G+C igerigi
Fast PCR programi kullanilarak isolate TR (tespit edilen patojene verilen gecici isim)
i¢in %37,7 olarak belirlenmistir. Elde edilen baz indeks sonuglari, NCBI (Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) BLAST (Temel Yerel Hizalama Arama Araci) ara
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yiiziindeki diger kayitlarla karsilastiriimigtir (Cizelge 4.1). MaximumLikelihood agag
topolojisi olusturulurken dis grup olarak Trypanosoma congolense (GenBank
accession no: FN265929.1) ve Trypanosoma congolense isolate HO-Go05_GAB2019
(GenBank accession no: MW364099.1) tiirleri kullanilmistir.

Cizelge 4.1 Tespit Edilen Mikrosporidyum Patojeninin Filogenetik Analizinde
Kullanilan SSU rDNA Dizileri ve GenBank Erisim Numaralari

Organizma  Access. No. Konak Takim Familya
ada
Nosema U27359.1  Oulema melanopus Coleoptera Chrysomelidae
oulemae L.
Nosemasp. LCO033883.1  P.interpunctella Lepidoptera Pyralidae
Nosema alticae MG725375.1 Altica hampei Coleoptera Chrysomelidae
Nosema AY940656.1 Euproctis Lepidoptera Erebidae
chrysorrhoeae chrysorrhoea
Nosema AF033316.1  Lymantria dispar Lepidoptera Erebidae
portugal
Nosema U26532.1  Ostrinia furnacalis Lepidoptera Crambidae
furnacalis
Nosema EUB64526.1  Antheraea pernyi Lepidoptera Saturniidae
antheraeae
Nosema HM566196.1  Ostrinia nubilalis Lepidoptera Crambidae
pyrausta
Nosema ceraces EU267796.1  Cerace stipatana Lepidoptera Tortricidae
Nosema AJ131645.1  Plutella xylostella Lepidoptera Plutellidae
imperfecta
Nosema AY960987.1  Plutella xylostea Lepidoptera Plutellidae
plutellae
Nosema JF443599.1 Bombyx mori Lepidoptera Bombycidae
bombycis
Vairimorpha MW740155.1 E. kuehniella Lepidoptera Pyralidae
sp. isolate TR-
44
Vairimorpha MG907021.1 Diatraea Lepidoptera Crambidae
sp. isolate saccharalis
Ds FL_25
Vairimorpha MG907019.1 P. interpunctella Lepidoptera Pyralidae
sp. WFH-2018b
Vairimorpha LC467320.1 Bombyx mori Lepidoptera Bombycidae
sp. BM-2018-
12
Vairimorpha EU219086.1 Choristoneura Lepidoptera Tortricidae
thomsoni conflictana
Vairimorpha DQ996241.1 Pseudaletia Lepidoptera Noctuidae
necatrix small unipuncta
Vairimorpha AF426104.1  Cydia pomonella Lepidoptera Tortricidae
carpocapsae
Vairimorpha LC422323.1  Spodoptera litura Lepidoptera Noctuidae

sp. OSL-2015-4
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Cizelge 4.1 Tespit Edilen Mikrosporidyum Patojeninin Filogenetik Analizinde
kullanilan SSU rDNA Dizileri ve GenBank Erisim Numaralar1 (devami)

(= Isolate TR)

Organizma  Access. No. Konak Takim Familya
ada
Vairimorpha LC422323.1  Spodoptera litura Lepidoptera Noctuidae
sp. OSL-2015-4
Vairimorpha U26534.1 Apis mellifera Hymenoptera Apidae
apis
Vairimorpha MF882996.1 Apis mellifera Hymenoptera Apidae
neumanni
Vairimorpha KC412706.1 Adalia bipunctata Coleoptera Coccinellidae
adaliae
Vairimorpha AY741101.1 Bombus hypnorum Hymenoptera Apidae
bombi
Vairimorpha DQ272237.1 Lymantria dispar Lepidoptera Erebidae
disparis
Vairimorpha  AF141129.1 - - -
lymantria
Vairimorpha U26533.1 Apis cerana Hymenoptera Apidae
ceranae
Vairimorpha KR704648.1  Xanthogaleruca Coleoptera Chrysomelidae
istanbulensis luteola
Vairimorpha MF037236.1 Subcoccinella Coleoptera Epilachninae
subcoccinellae vigintiquatuorpunc
tata
Vairimorpha MG907034.1 Mythimna Lepidoptera Noctuidae
necatrix unipuncta
Nosema pieriae  JX268035.1 Pieris brassicae Lepidoptera Pieridae
Trypanosoma F - Trypanosomatida  Trypanosomatidae
congolense N265929.1
Trypanosoma MW364099.1 Goat - -
congolense
isolate HO-
Go05_GAB201
9
V. plodiae TR - P. interpunctella Lepidoptera Pyralidae

P. interpunctella’'da tespit edilen mikrosporidyum patojeninin Tiirkiye’den ilk

kayd: Yaman ve ark., (2016b) tarafindan izolasyonu ve karakterizasyonu yapilarak

tespit edilmistir.

Bu doktora tez calismasi

ile hem Tiirkiye’de ki

farkl

popiilasyonlardaki dagilimi hem de Tiirkiye izolatinin diger izolatlarla olan iliskisinin

detayli bir sekilde incelenmesi yapilmistir. Hem bu bilgiler dogrultusunda hemde 151k

mikroskobu incelemeleri ile birlikte molekiiler ¢alismalarin sonucunda tespit edilen

patojenin Vairimorpha cinsine ait oldugu (SSU rRNA geni isolate TR i¢in G+C igerigi
%37,7) tekrar teyit edilmistir.
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NCBI.BLAST analiz sonucunda, isolate TR’den klonlanan 16S SSU rRNA
geni igin 12 tiir ile yliksek benzerlik gosterdigi belirlenmis ve P. interpunctella'da
tespit edilen mikrospor patojeninin baz dizisinin yani1 sira cogu Lepidoptera takiminda
dogal enfeksiyona neden olan mikrospor tiirleri ve ikisi analizde dis grup olmak iizere
toplam 31 farkli veri kullanilarak isolate TR i¢in MaximumLikelihood agag topolojisi
elde edilmistir (Sekil 4.4).

AFI33318.1 Nosema portugal
AF1411258.1 Vaiimorpha hymantia
Av40E5. 1 Nosama chnysorhoeas
DO2T72237. 1 Vanmorpha deparis.
ELIZ12086. 1 Varimophs thomsaoni
J2ER03E.1 VaErimoipha pargs
L8533 1 Vainmopha ceranae
HRT4E42, 1 Varimophs isEnbuensis
MFDITZ34. 1 Vanmorpha subcoccinglse
LC4E7320.1 Vairmoapha sp. BM20ME12
LET358.1 Mosema cuenes
MGT25375.1 Mosema dficss
LO033883. 1 Mosama sp.
MWT 401 58,1 Varmomha sp. isdse TR44
= MGEIT21. 1 Vaiiimoapha sp. isobe Os_FL 25

: _|: AFEZE104.1 \Siimorpha cpocansaE

b2 MG 15,1 Vaiiimoapha sp. WRH20180

T': Varinopha plodze TR 4
MGRIT. 1 Vanmompha necain:
D253, 1 Vanmonpha necstibe small
?': LC422323 1 Vairmopha sp. 0520154
— HIZH1ZT0E.1 Varimophs adsize
=l AyT41101. 1 Varimophs bombi
[— 85341 Vaiimopha aps
= | MFBE255E 1 Vaiimonpha neumanni
| B6532 1 Mosema iurnacals
ELIG4 526 1 Mosama anthersess
HU53E156.1 Mosama pymustE
ELI2ETT3E. 1 Mpsema ceranes
JF443555 1 Nosema bomince
ANIE4E 1 Mosama impergcts
AYSEIEET. 1 Mosama plutalize
WWNIE40538 1 Tngpanosoma congoienss isdlate HO-GoDE GAB2ME
R25580°5 1 Trypanosoma congolense

Sekil 4.4 SSUrRNA'ya Dayali Olarak Farkli Konaklardan 1Izole Edilen
Mikrosporidyum Tiirleri Arasindaki Filogenetik Iliskiler (Agag, Kimura 2
Parametre Mesafesi Kullanilarak Maximum Likelihood Method ile
Olusturulmus ve MEGA.10 Prograni Ile 1000 Bootstrap Ile
Degerlendirilmistir. Analizde Dis Grup Olarak Trypanosoma congolense
Kullanilmistir).
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Mega 10 (X) programi yardimiyla 1000 bootsrap ve GTR+G evrim modeli
kullanilarak yapilan MaximumLikelihood analizi sonuglarina gore, analiz edilen tim
verilerin 2 ana grup altinda (Nosema ve Vairimorpha) toplandigi goriilmektedir (Sekil
4.4). GenBank'tan elde edilen verilere ek olarak, arastirmaya konu olan
mikrosporidyum tiirtiniin 16S SSU rRNA'sinin baz dizisi, MEGA10 programi ve
Pairwase mesafe analizi (EK-1) ile Kimura 2 modeline gore hesaplanmis ve analizde
kullanilan 6rneklerin baz farkliliklar: da tespit edilmistir (Kimura, 1980; Tamura ve
ark., 2013).

Mikrosporlarin siniflandirilmasinda filogeninin yani sira konukgu tiirler de
biiyiik 6nem tasimaktadir. Calismada tespit edilen isolate TR Lepidoptera takimina ait
P. interpunctella’dan izole edilmistir ve yine P. interpunctella’dan izole edilen
Vairimorpha sp. WFH-2018b (GenBank accession MG907019.1) ile %63 oraninda
SSU rRNA gen dizisi benzerligi gostererek Vairimorpha grubunda yer almistir (Sekil
4.5). Benzer sekilde yine yakin tiirler olarak benzerlik gdsteren Vairimorpha
carpocapsae (Genbank accession: AF426104.1) ve Vairimorpha sp. isolate Ds_FL 25
(Genbank accession: MG907021.1) tiirlerinin de takimi Lepidoptera’dir (Cizelge 9).
Vairimorpha carpocapsae tiiriiniin izole edildigi konak tiri Cydia pomonella,
Vairimorpha sp. isolate Ds FL 25 tiirliniin izole edildigi konak tiirii Diatrea

saccharalis’tir.
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70 | LC467313.1 Vairimorpha sp. BM-2018-5

LC467320.1 Vairimorpha sp. BM-2018-12
74 JQ083083.1 Vairimorpha sp. SB-2012

88 LC467291.1 Vairimorpha sp. BM-2012-10

EU487251.1 Vairimorpha sp. CHW-2008a

—— LC467323.1 Vairimorpha sp. BM-2018-15

AF426104.1 Vairimorpha carpocapsae

. MG907019.1 Vairimorpha sp. WFH-2018b

. MW740155.1 Vairimorpha sp. isolate TR-44

Vairimorpha plodiae isolate TR
| DQ996241.1 Vairimorpha necatrix small

ol LC422323.1 Vairimorpha sp. OSL-2015-4

A

0.0050

Sekil 4.5 SSU

rRNA'ya Dayali Olarak Farkli Konaklardan Izole Edilen
Mikrosporidyum Tiirleri Arasindaki Filogenetik Iliskiler

70| LC467313.1 Vairimorpha sp. BM-2018-5

| Lca67320.1 Vairimorpha sp. BM-2018-12
741 3JQ083083.1 Vairimorpha sp. SB-2012

LC467291.1 Vairimorpha sp. BM-2012-10
EU487251.1 Vairimorpha sp. CHW-2008a
LC467323.1 Vairimorpha sp. BM-2018-15
AF426104.1 Vairimorpha carpocapsae

MG907019.1 Vairimorpha sp. WFH-2018b

MW 740155.1 Vairimorpha sp. isolate TR-44
Vairimorpha plodiae isolate TR
73 DQ996241.1 Vairimorpha necatrix small

98 | LC422323.1 Vairimorpha sp. OSL-2015-4

90| EU219086.1 Vairimorpha thomsoni
98

L Jx268035.1 Vairimorpha pieriae
~ DQ272237.1 Vairimorpha disparis
98 | AF033315.1 Vairimorpha lymantriae

X73894.1 Nosema apis

99 - FJ789787.1 Nosema apis isolate 333
U26532.1 Nosema furnacalis

96

EU864526.1 Nosema antheraeae
JF443599.1 Nosema bombycis
HM566196.1 Nosema pyrausta
EU267796.1 Nosema ceraces
AJ131645.1 Nosema imperfecta

0.050

Sekil 4.6 SSU rRNA'ya Dayali Olarak Farkli Konaklardan Izole Edilen
Mikrosporidyum Tiirleri Arasindaki Filogenetik Iliskiler

V. plodiae isolate TR ile %63 oraninda benzerlik gosteren Vairimorpha sp.
WFH 2018b (GenBank accession MG907019.1)’nin tespit edildigi iilke Amerika

Birlesik Devletleri’dir ve ayrica P. interpunctella’dan tespit edilmistir. Bizim tespit

ettigimiz V. plodiae isolate TR ise Tiirk izolatidir ve en yakin benzerlik gosterdigi bu
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tiire sadece %63 benzer olmasi ile Tiirkiye izolatinin diger tlirlerden farkli oldugu
filogenetik veriler ile belirlenmistir. Benzer sekilde yine V. plodiae isolate TR ile %55
benzer olan Vairimorpha sp. isolate TR-44 (Genbank accession: MW?740155.1)
tirtiniin  konak takimi Lepidoptera, izole edildigi konak tiirii ise E. kuehniella’dir.
Ayrica Trabzon/Tiirkiye’den izole edilmistir. Ancak bizim tespit ettigimiz V. plodiae
isolate TR ile gen dizi benzerligi diger benzer tiirlere kiyasla daha diisiikk olmasi
nedeniyle de tespit ettigimiz Tiirkiye izolat1 V. plodiae isolate TR’nin bir kez daha

diger tiirlerden farkli oldugu filogenetik veriler ile kanitlanmistir.

Gen dizi benzerligi en yakin olan tiir Vairimorpha sp. WFH-2018b’nin tespit
edildigi konagin P. interpunctella oldugu Cizelge 4.1’de goriilmektedir. Sonug olarak,
filogenetik durum, isolate TR i¢in G+C igeriginin %37,7 olmasi, 151k mikroskobu
gozlemleri, P. interpunctella 'nin mikrosporidyum patojeninin Vairimorpha cinsine ait
bir tiir oldugunu bir kez daha kanitlamistir ve isolate TR’nin Vairimorpha plodia
oldugu teyit edilerek P. interpunctella’dan tespit edilen mikrosporidyum Vairimorpha
plodia isolate TR olarak isimlendirilmistir.

4.1.3 Mikrosporidyum Vairimorpha plodiae isolate TR’nin Insektisidal

Etkinliginin Belirlenmesi

Mikrosporidialar bocek patojenlerinin dnemli bir grubudur ve biyolojik
miicadelede kullanim ag¢isindan en gelecek vaat eden mikroorganizmalar arasinda yer
almaktadir (Tanada ve Kaya, 1993; Gilingdr, 2014). Boceklerdeki mikrosporidyum
enfeksiyonlar1 genellikle kroniktir ve konagin lireme yeteneginin azalmasina neden
olur. Ayrica mikrosporidyum enfeksiyonlar1 konak bdcegin omriiniin kisalmasina
neden olur (Yaman ve ark., 2016a; Yaman ve ark., 2016b). Mikrosporidia, boceklerde
yaygin ve yiiksek enfeksiyonu nedeniyle zararli bocek popiilasyonlari i¢cin dnemli bir
biyolojik ajandir. Bu nedenle boceklerde mikrosporidialarin neden oldugu baskilayici
enfeksiyonlar biyolojik kontrol igin istenen bir durumdur (Yaman ve Radek, 2005;
Yaman ve ark., 2009b; Yaman ve ark., 2022D).

Bu ama¢ dogrultusunda Vairimorpha plodiae isolate  TR’nin
P. interpunctella’nin farkli instar evrelerindeki insektisidal etkisinin belirlenmesi igin,
saglikli 20’ser larva kullanilarak deneyler 3’er kez tekrarlanmistir. Yiiriitiilen
deneylerin sonuglart 3 deneyin ortalamasi olarak tespit edilmistir. Yogunluklar

1.6x107 seyreltilen entomopatojen numunelerini igeren solusyona esit boyutlardaki
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(2x2 mm) findik tablet parcalar1 daldirilarak oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
Daha sonra kontrol grubu haricindeki deney gruplarina entomopatojenleri igeren bu
findik tabletler verilmistir (Sekil 4.7). Kontrol grubundaki bireyler ise steril suya
batirilan findik pargalari ile beslenmistir. Sonraki giinlerde besinlerini tiiketen tiim
gruplarin bulunduklari kaplar yenilenerek bireyler temiz ve entomopatojen icermeyen
findik tablet parcalar ile giinliik olarak beslenmistir. 14 giinliik deney siiresince tiim
gruplar, 26+1 °C’de %40-60+1 nem oranina ayarlanmis iklim dolabinda

bulundurularak giinliik olarak incelenmistir.

V. plodiae isolate TR’nin insektisidal etkinligi i¢in 9 deney grubu ve 3 kontrol
grubu olmak iizere toplam 12 tane deney diizenegi hazirlanmistir. Deney siiresince P.
interpunctella 6liim oranlart giinliik not edilmig ve O6len larvalar hemen disekte

edilerek entomopatojen enfeksiyonu agisindan teyit edilmistir.

1. 2. ve 3. deney diizeneklerinde 1. ve 2. instar larvalar (Cizelge 4.2), 4., 5. ve
6. deney diizeneginde 3. instar larvalar (Cizelge 4.3), 7., 8. ve 9. deney diizeneginde
aktif son donem P. interpunctella larvalart kullanilmistir (Cizelge 4.4). Kontrol
gruplarina ise; 1. kontrol grubuna deney diizeneginde benzer sekilde 2. instar larvalar,
2. kontrol grubuna 3. instar larvalar ve 3. kontrol grubuna da son donem P.

interpunctella larvalar1 kullanilmigtir.
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Cizelge 4.2 Vairimorpha plodiae isolate TR’nin P. interpunctella’nin 1. ve 2. instar
Larvalar1 Uzerindeki Insektisidal Etkinligi

P. interpunctella sayis1 Abbott

Deneyde kullanilan ve instar dénemi

Deney sayisi

konsantrasyon (1./2. instar larva) sonucu
1.Deney grubu 1,6x107 20 %100
2.Deney grubu 1,6x10’ 20 %100
3.Deney grubu 1,6x107 20 %95
Kontrol grubu - 20 -

Cizelge 4.3 Vairimorpha plodiae isolate TR’nin P. interpunctella’nin 3. instar
Larvalar1 Uzerindeki Insektisidal Etkinligi

P. interpunctella sayis1 Abbott

Deneyde kullanilan ve instar dénemi

Deney sayisi

konsantrasyon X sonucu
(3. instar larva)
4.Deney grubu 1,6x107 20 %54,8
5.Deney grubu 1,6x107 20 %43,0
6.Deney grubu 1,6x107 20 %54,8
Kontrol grubu - 20 -

Cizelge 4.4 Vairimorpha plodiae isolate TR’nin P. interpunctella’nin Son Dénem
Instar Larvalar1 Uzerindeki Insektisidal Etkinligi

Deneyde P. interpunctella sayisi ve instar
. : Abbott
Deney sayisi kullamilan donemi
n . sonucu
konsantrasyon (son donem instar larva)
7.Deney grubu 1,6x10’ 20 %20,0
8.Deney grubu 1,6x10’ 20 %15,2
9.Deney grubu 1,6x107 20 %17,6
Kontrol grubu - 20 -

Yapilan bioassay denemeleri sonuglarina gore; V. plodiae isolate TR’nin
1,6x107 konsantrasyonun P. interpunctella 1. ve 2. instar larvalarina kars1 oldukga
yiiksek derecede insektisidal etki gosterdigi ancak P. interpunctella instar dénemi
arttikca V. plodiae isolate TR ’nin etkinliginin diistiigii belirlenmistir. Denemeler
sonucunda 6len larvalarda V. plodiae isolate TR 6liimiinii teyit etmek i¢in yapilan
mikroskobik incelemelerde larvalarin oldukga yiiksek yogunlukta V. plodiae isolate

TR sporlar ile enfekte oldugu ve hayatta kalma stirelerinin kisa oldugu gézlenmistir.

Tez caligmasinin sonuglarina benzer sekilde; Kellen ve Lindegren (1974),
farkli konsantrasyonlardaki Nosema plodiae sporlarini igeren diyetlerle beslenen P.

interpunctella larvalarinin hayatta kalma siirelerinin kisaldigini, spor konsantrasyonu
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arttikca ergin bireye gegis oraninin azaldigini ve hayatta kalan tiim yetigkinlerinde N.

plodiae sporlari ile enfekte oldugunu bildirmislerdir.

P. interpunctella instar donemi arttikga mikrosporidyum patojeninin etki
yiizdesinin distiigii tespit edilmisti. Bu yiizden V. plodiae isolate TR ve ticari olarak
satilan Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Delfin®WG 11B2 biyolojik insektisit)
stispansiyon karigimi P. interpunctella larvalarina karsi test edilmis ve insektisidal

etkinligi incelenmistir.

Bu biyoassay denemesi i¢in de hem deney hem de kontrol gruplari
olusturulmustur. Deney grubu i¢in 4, kontrol grubu i¢inde 2 adet deney diizenegi
kurulmustur. 1. ve 2. deney gruplarina P. interpunctella 2. ve 3. instar larvalar
(Cizelge 4.5), 3. ve 4. deney gruplarina da 4. donem ve neredeyse son donem larvalar
eklenmistir (Cizelge 4.6). Kontrol gruplarina da deney grubundakilere benzer sekilde
2.,3.,4 . ve son donem larvalar kullanilmistir.

Cizelge 4.5 Bacillus thuringiensis var. kurstaki ve V. plodiae isolate TR’nin 2. ve 3.

Instar Larvalarindaki Insektisidal Etkinliginin Belirlenmesi I¢in
Kullanilan Konsantrasyonlar

P. interpunctella

B. thuringiensis Deneyde sayisi ve m.smr Abbott
Deney sayisi . kullanilan donemi
var. kurstaki : sonucu
konsantrasyon (2./3 instar
larva)
1.Deney grubu  0.25 gr Bt, 250 ml 1,6x107 20 %100
su
2.Deney grubu  0.25 gr Bt, 250 ml 1,6x107 20 %100
su
Kontrol grubu - - 20 -

Cizelge 4.6 Bacillus thuringiensis var. kurstaki ve V. plodiae isolate TR’nin 4. ve Son
Dénem Instar Larvalarindaki Insektisidal Etkinliginin Belirlenmesi Igin
Kullanilan Konsantrasyonlar

P. interpunctella

Deneyde sayisl ve instar
B. thuringiensis kullamlan st . Abbott
Deney sayisi . donemi
var. kurstaki konsantrasyo . sonucu
n (4. ve son instar
larva)
3.Deney grubu  0.25 gr Bt, 250 ml 1,6x10’ 20 %100
su
4.Deney grubu  0.25 gr Bt, 250 ml 1,6x107 20 %100
su
Kontrol grubu - - 20 -
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Bioassay denemeleri sonucunda P. interpunctella 2. ve 3. donem larvalarin
deneyin 3. ve 4. gilinlinde tamamen 0ldiigii, 4. ve son donem larvalarin da benzer

sekilde 4. giiniin sonunda tamamen 61diigl gozlenmistir.

Yapilan baz1 ¢alismalar P. interpunctella’nin Bacillus thuringiensis’e karsi
direng gelistirebilecegini gostermistir (Johnson ve ark., 1990; Van-Rie ve ark., 1990;
McGaughey ve Johnson, 1992; Subramanyam ve Hagstrum, 1996; Herrero ve ark.,
2001). Ancak tez ¢alismasi boyunca yapmis oldugumuz V. plodiae isolate TR ve ticari
olarak satilan Bacillus thuringiensis var. kurstaki siispansiyon karisimima P.
interpunctella’nin direng gosterdigine dair bir bulguya rastlanilmamaistir. Bu kapsamda
P. interpunctella’nin daha ¢ok zararli oldugu 2. ve 3. instar zamanlarinda Bacillus
thuringiensis’in tek basina kullanilmasmin yerine V. plodiae ile karisimi halinde
uygulanmasinin veya Sadece V. plodiae uygulanmasinin daha etkili bir sonug

verebilecegi diisiinlilmektedir.
4.1.4 Vairimorpha plodiae isolate TR’nin Popiilasyonlardaki Varhgi ve Dagilim

Doktora tez ¢alismasi boyunca toplamda 14 farkli ilden (Ankara, Aydin, Bolu,
Denizli, Gaziantep, Isparta, Istanbul, izmir, Kastamonu, Malatya, Ordu, Samsun, Siirt
ve Trabzon) 6.367 (4.091 olii larva, 609 canli larva, 1.330 ergin ve 337 pupa) P.
interpunctella larva, pupa ve ergini disekte edilmistir. Disekte edilen toplam 6.367
bocegin 1.424°iG V. plodiae isolate TR tarafindan enfekte oldugu ve ayrica 14
popiilasyonun 12'sinde V. plodiae isolate TR varligi tespit edilmistir (Sekil 4.8).
Sadece iki popiilasayonda enfeksiyon gozlenmemistir. Enfeksiyon tespit edilemeyen
iller ise Istanbul ve Kastamonu’dur (Sekil 4.8). Enfeksiyon gdzlenmeyen iki ildeki
popiilasyonlarin lokal izole ve tek koloniden gelisen popiilasyonlar oldugu

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.8 Tiirkiye'deki P. interpunctella Popiilasyonlarinda Mikrosporidian Patojen V.
plodiae isolate TR Enfeksiyonlari. (AYD: Aydin, BOL: Bolu, DNZ:
Denizli, GZP: Gaziantep, ISP: Isparta, iST: Istanbul, IZM: Izmir, MLT:
Malatya, ORD: Ordu, SAM: Samsun, ST: Siirt, TRB: Trabzon)

Tim popiilasyonlar igin enfeksiyon ortalamasi ise %22,4 olarak tespit
edilmigtir. Calisma sonuglarina gore, V. plodiae isolate TR enfeksiyonunun P.
interpunctella popiilasyonlarinda 6nemli dlgiide yiiksek prevalansa ulastigi (%78,6)
ve popiilasyonlar arasinda da %4,9-%78,6 arasinda degisiklik gosterdigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 P.interpunctella Popiilasyonlarinda Tespit Edilen V. plodiae isolate TR

Varlig1
Lokalite incelenen bocek sayis Enfekte bocek Enfeksiyon oram

sayisi (%)

Ankara 623 45 7,2
Aydin 171 65 38
Bolu 2.089 529 25,3
Denizli 122 6 49
Gaziantep 599 34 5,7
Isparta 781 346 44,3

Istanbul 261 0 0
[zmir 45 15 33,4

Kastamonu 119 0 0
Malatya 791 60 7,6
Ordu 193 15 7,8
Samsun 271 213 78,6
Siirt 145 69 48,1
Trabzon 157 27 17,2
Toplam 6.367 1.424 22,4

Ayrica bu tez c¢alismasinda, farkli popiilasyonlardaki farkli yasam evreleri

(larva, pupa ve ergin) arasindaki enfeksiyon oranlart da belirlenerek ve V. plodiae
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isolate TR’nin P. interpunctellanin tiim yasam evrelerini enfekte ettigi de

gosterilmistir.

Toplam 6.367 6rnekten 4.091 6lii larvadan 91371 (%22,3), 609 canli larvadan
116’s1 (%19), 337 pupadan 58’1 (%17,2) ve 1.330 ergin bocekten 337’sinin (%25,3)
V. plodiae isolate TR tarafindan enfekte oldugu tespit edilmistir. En yiiksek enfeksiyon
orani ise erginlerde goriilmiistiir (%25,3). Olii ve canli larva arasindaki enfeksiyon
oranlar1 arasinda da 6nemli farkliliklar tespit edilmistir (Cizelge 4.8). 609 canli
larvanin 116sinda (%19), 4.091 6lii larvanin 913 tinde (%22,3) V. plodiae isolate TR
enfeksiyonu tespit edilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 P.interpunctella nin Farkli Yasam Evrelerinde V. plodiae isolate TR

Olusumu
Yasam Evresi Disekte Edilen Enfekte Ornek Enfeksiyon Oram
Ornek Sayisi Sayisi (%)
Canli Larva 609 116 19
Olii Larva 4.091 913 22,3
Pupa 337 58 17,2
Ergin 1.330 337 25,3
Toplam 6.367 1.424 22,4

Calisma boyunca tespit edilen V. plodiae isolate TR patojeni hem Tiirkiye’deki
P. interpunctella popiilasyonlarinda hem de populasyonun pupa, larva ve erginlerinde
cok yaygin (14 ilin 12’inde) olarak tespit edilmistir. Boyle yaygin bir enfeksiyon, bir

biyolojik kontrol ajani i¢in istenilen bir 6zellik olmasi nedeniyle oldukca dnemlidir.

Tiim bu galismalara ek olarak, V. plodiae isolate TR nin 6lii larva, canli larva,
ergin ve pupa evresindeki enfeksiyon varliginin 5 y1l (2019, 2020, 2021, 2022 ve 2023)

bazindaki degerlendirilmesi de yapilmistir.

Olii larvada tespit edilen en yiiksek enfeksiyon %35,5 ile 2019 yilinda tespit
edilmistir (Sekil 4.7). 2020 yilinda; %24,5, 2021 yilinda %12,5, 2022 yilinda %12,4
ve son olarak 2023 yilinda %22,3 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Olii Larvada Tespit Edilen V. plodiae isolate TR Enfeksiyonu

Canli larvada tespit edilen en yiiksek enfeksiyon %32 ile 2022 yilinda tespit
edilmistir. 2019 yilinda; %21,3, 2020 yilinda %6,6, 2021 yilinda %15,4 ve son olarak
2023 yilinda %19 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Canli Larvada Tespit Edilen V. plodiae isolate TR Enfeksiyonu
Olii erginde tespit edilen en yiiksek enfeksiyon %39 ile 2021 yilinda tespit
edilmistir. 2019 yilinda ise %31, 2020 yilinda %38, 1, 2022 yilinda %18,2 ve son olarak
2023 yilinda 25,3 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Olii Erginde Tespit Edilen V. plodiae isolate TR Enfeksiyonu

Ve son olarak pupa evresinde tespit edilen en yiiksek enfeksiyon ise %44
olarak 2019 yilinda tespit edilmistir. 2020 yilinda ise %8,1, 2021 yilinda %9, 2022
yilinda %16 son olarak 2023 yilinda %17,2 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Pupa Evresinde Tespit Edilen V. plodiae isolate TR Enfeksiyonu

Solter ve ark., (2012)’ye gore mikrosporidia enfeksiyonunun enzootik
prevalansi ara sira veya siirekli olarak diisiik seviyelerden, genis seviyelere kadar
degisiklik gostermektedir. Bunun, spesifik patojen konakei etkilesimleri, yiiksek
konak yogunlugu ve konakg¢min popiilasyon dinamiklerinden kaynakli olabilecegi
bilinmektedir. Ayrica P. interpunctella’nin larva popiilasyonu yogunlugu, besin
kaynaklarinin ~ farkliligindan ve ebeveyn popiilasyonlarina bagli  olarakta
degismektedir. Ayrica Gage (1995), bu tiiriin ¢ok kozmopolit bir beslenme diizenine
sahip oldugunu ve dogal ortamdaki/dogadaki popiilasyonlarmin sayisinin bir kag
bireyden, yiiksek yogunluklu birden fazla jenerasyonlardan meydana geldigini

belirtmistir. Tim bunlara ek olarak teorik calismalar; hastaliklarin, boceklerin
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popiilasyon dinamikleri {izerinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir (Sait

ve ark., 1994).

Bu tez calismasinda da popiilasyonlar arasinda gozlemlenen enfeksiyon
oranlarindaki degiskenlik, bir popiilasyondaki enfeksiyon oraninin P. interpunctella
popiilasyon yogunluguna ve dinamiklerine bagl olabilecegini desteklemektedir. Bu
calismanin sonuglarmin da, V. plodiae isolate TR'nin dogal kosullar altinda P.
interpunctella  popiilasyonlarin1  diizenlemeye nasil yardimci olabileceginin
anlagilmasin1  ve mikrosporidian patojenin bir hasere kontrol ajam1 olarak
potansiyelinin degerlendirilmesini desteklemesi acisindan da 6nemli oldugu

diistiniilmektedir.

Ayrica ¢alismada, P. interpunctella’da tespit edilen V. pladiae isolate TR’nin
tilke genelindeki dagilimi ve 2019, 2020, 2021, 2022 ve 2023 yillar1 arasindaki

yogunluklari da incelenmistir.

Ulke genelindeki enfeksiyon dagilimina bakildiginda en yiiksek enfeksiyon
siras1 ile; Samsun, Isparta ve Bolu illerinde tespit edilmistir. Hi¢ enfeksiyon tespit

edilemeyen iller ise Kastamonu ve Istanbul illeri olmustur (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 V. plodiae isolate TR nin Ulke Genelindeki Dagilimi
Sekil 4.13 incelendiginde; 2019 yilinda tespit edilen en fazla enfeksiyon sirasi
ile; Samsun (%96), Aydin (%75,3) ve Isparta (%53,4) illerinde, 2020 yilinda tespit

edilen en fazla enfeksiyon, sirasi ile; Samsun (%57,1), Isparta (%41) ve Gaziantep
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(%25) illerinde, 2021 yilinda tespit edilen en fazla enfeksiyon, sirasi ile; Isparta
(%45), Ankara (%19,6) ve Trabzon (%19) illerinde, 2022 yilinda tespit edilen en fazla
enfeksiyon, sirasi ile; Samsun (%85), Isparta (%38) ve Bolu (%24,4) ve son olarak
2023 yilinda tespit edilen en fazla enfeksiyon sirasi ile; Samsun (%81), Isparta (28,2)
ve Trabzon (22,5) illerinde tespit edilmistir

Yillara gore enfeksiyon yogunluguna bakildiginda ise; en yiiksek enfeksiyon
orani sirasi ile; %33,7 ile 2019 yilinda, daha sonra %18,1 ile 2020 yilinda ve %16,4
ile 2022 yilinda, sonra %15,8 ile 2021 yilinda ve son olarak %13,7 ile de 2023 yilinda
tespit edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 2019, 2020, 2021, 2022 ve 2023 Yillarinda Tespit Edilen Toplam V. plodiae
isolate TR Enfeksiyonu

Ek olarak bu ¢alismada, mevsimsel olarak V. plodiae isolate TR yogunlugu da

detayl bir sekilde incelenmistir.

Calisma boyunca elde edilen verilere gore, 2019 yilinin ilk 6 ayinda (Ocak,
Subat, Mart, Nisan, Mayis ve Haziran) enfeksiyon orani oldukea yiiksek iken (%42),
yilin ikinci yarisinda %20’lere kadar diistiigii tespit edilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 2019 Yilinda Tespit Edilen V.plodiae isolate TR Yogunlugu
2020 yilmin ilk 6 ayinda ise, enfeksiyon orani %13 iken, yilin son 6 ayinda
%29’lara kadar ¢iktigi gozlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 2020 Yilinda Tespit Edilen V. plodiae isolate TR Yogunlugu
2021 yilinda ki enfeksiyon yogunluguna bakildiginda ise 2019 yilina benzer
sekilde yilin ilk 6 ayinda enfeksiyon orani yliksek iken, som 6 ayinda diisiis
gozlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 2021 Yilinda Tespit Edilen V. plodiae isolate TR Yogunlugu
2022 yilindaki enfeksiyon oranina bakildiginda hem 2019 hem de 2021
yillarina benzer sekilde enfeksiyonun yilin ilk yarisinda yiiksek, yilin ikinci yarisinda

az bir diisiis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 2022 Y1ilinda Tespit Edilen V. plodiae isolate TR Yogunlugu
2023 yilindaki enfeksiyon oranina bakildiginda ise hem yilin ilk yarisinda hem

de y1lin ikinci yarisinda ayni oranda enfeksiyon tespit edilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 2023 Yilinda Tespit Edilen V. plodiae isolate TR Yogunlugu

P. interpunctella’nin gelisiminin sicakliktan etkilendigi bilinmektedir ve
optimal sicaklik diizeyinde gelisim hizlanmakta, bu diizeyin altindaki sicakliklarda ise
yavaglamaktadir. Sicakligin kontrolsiiz bir sekilde oldugu depo veya evlerde 6zellikle
soguk aylarda P. interpunctella larvalarinin diyapoz evresine girdigi ancak uygun
ortam kosullart tekrar saglandiginda (6zellikle ilkbaharin baglarinda veya evlerin kis
aylarinda bile sicak olmasiyla) giive popiilasyonunda ciddi artislar meydana geldigi
bilinmektedir (Mason, 2002; Giingor, 2014). Eger sicaklik ¢ok fazla diigmiiyorsa
giivenin diyapoz evrerine girmedigi de bildirilmistir (Prevett, 1971). Calismamizda da
mevsimsel olarak V. plodiae isolate TR yogunlugunun incelendigi arastirma
bulgularia gore; genelde yilin ilk 6 ayinda enfeksiyon yogunlugunun fazla oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.13, 4.15, 4.16 ve 4.17). Bu artisin ev ve depo ortamlarinin
sicakligindan ve ortamin neminden kaynakli olabilecegi diisiintilmektedir. Yilin son 6
ayindaki enfeksiyon yogunluguna bakildiginda ise 2020 yilinda enfeksiyon oraninin
arttigr gozlenmistir (Sekil 4.14). Yilin sicak aylar1 olmasi nedeniyle bu aylardaki
enfeksiyonun artisininda P. interpunctella’nin gelisimi i¢in optimal sicaklik sartlarinin
saglanmasindan kaynakli oldugu diistiniilmektedir. Calisma boyunca, ozellikle
evlerden yapilan arazi ¢alismalarinda kis aylarinda bile ¢ok fazla giivelenmis iirtin

bulabilmek miimkiin olmustur.
Diisiik yogunluktaki mikrosporidial viriilans, konagin yasam dongiisiini
tamamlamasina olanak saglarken mikrospodial patojenin yumurta veya embriyo

yoluyla bir sonraki konakg¢1 nesline aktarilmasini saglayabilmektedir (Solter ve ark.,

2012). Tez ¢alismasinda kapsaminda, P interpunctellanin tim yasam evrelerinde
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tespit edilen mikrosporidian patojenin yayginlig, V. plodiae isolate TR'nin daha diigiik
viriilansina sahip enfeksiyonun, patojenin tiim yasam evreleri boyunca ve bir sonraki

konakg1 nesile bulasmasini sagladigini dogrulamaktadir.

Mikrosporidalar boceklerde kronik enfeksiyonlara neden olmak i¢in dokular1
istila eder. Bocegin dogurganliginin ve pupa agirliginin azalmasina, ve de yasam

stiresinin kisalmasina sebep olurlar (Solter ve ark., 2012).

Microspora filumunda yer alan; 6zellikle Vairimorpha cinsi iiyeleri potansiyel
mikrobiyal insektisit aday tiirlerini igermektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda da
Vairimorpha necatrix’in lepidopteran zararlilarda yiiksek mortaliteye sahip oldugu ve
gelecekte lepidoptera zararlilari ile miicadelede umut vaad eden ajanlar oldugu
belirlenmigtir (Maddox ve ark., 1981; Down ve ark., 2004). Bu yiizden, P.
interpunctella'nin 6nemli bir patojeni olan V. plodiae isolate TR {izerinde yapilan bu
doktora tez ¢alismanin sonuglari, mikrosporidian patojen V. plodiae isolate TR'nin ¢ok
yaygin ve yogun oldugunu ve larva, pupa ve yetiskinlerin tiim yasam evrelerinde
yiiksek enfeksiyonlara sebep olup P. interpunctella popiilasyonlarinda dogal olarak
bulundugunu ortaya ¢ikarmasi nedeniyle biyolojik miicadele agisindan oldukca 6nemli

bir yere sahiptir.

Depolanmis {iiriin zararlilarina kars1 c¢esitli hasere kontrolii yontemleri
mevcuttur ancak bunlarin etkinligi sinirlidir ve alternatiflere ihtiya¢ vardir. Fakat P.
interpunctella popiilasyonlarin1 baskilayan dogal entomopatojenik organizmalar
lizerine ¢ok az caligma vardir. Simdiye kadar mikrosporidian patojenler Nosema
plodiae (Kellen ve Lindegren, 1971, 1973), Vairimorpha plodia (Malone, 1984a;
Malone, 1984b; Yaman ve ark., 2016b) neogregarin patojen Mattesia dispora
(Wendell ve Dicke, 1964) gregarin patojen Leidyana sp. (Suzaki ve ark., 2006) )
bakteriyel patojen Bacillus thuringiensis (Kantack, 1959; Nwanze ve ark., 1975;
Kinsinger ve McGaughey, 1976; McGaughey, 1978), baculovirisler
niikleopolihedroviriis (Hunter ve ark., 1979) ve graniiloviris (Wilson ve Consigli,
1985) ve mantar patojenleri Beauveria bassiana (Adane ve ark., 1996) Metarhizim
anisoplia, Paecilomyces farinosus ve Lecanicillium (Verticillium) lecanii (Bida ve
Peciulyté, 2008) ve nematodlar Steinernema feliae (Oguzoglu ve Ozer, 2007),
Steinernama riobrave (Ramos-Rodriguez ve ark., 2007) Heterorhabditis indica,
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Heterorhabditis marelatus ve Heterorhabditis megidis (Mbata ve Shapiro llan, 2005),
P interpunctella'ya karsi potansiyel kontrol ajanlart olarak incelenmistir. Ancak P.
interpunctella’da mikrobiyal patojenin dogal kosullardaki dagilimi, olusumu ve

potansiyeli lizerine herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu c¢alisma ile Vairimorpha plodiae isolate TR’nin (Opisthokonta:
Microspora)'nin 2019-2023 yillari arasinda tiim Tiirkiye'yi temsil eden 12 lokalitedeki
P. interpunctella popiilasyonlarindaki dagilimi ve varligi ilk kez kapsamli bir saha
caligmasiyla ortaya konularak dogal popiilasyonlar {izerindeki etkinligi

dogrulanmistir.
4.2 Plodia interpunctella’da Tespit Edilen Neogregarine Patojeni

Plodia interpunctella populasyonunda tespit edilen ikinci protist patojen bir
neogregarine olmustur. Tespit edilen neogregarine patojeninin ookistleri ve diger
hayat sathalar1 151k ve TEM mikroskoplar1 kullanarak incelenmistir. Disekte edilmis
P. interpunctella’nin taze dokular1 151k mikroskobu altinda incelenmis ve patojenin

yalnizca bir tiirii bulunmustur.

Tespit edilen neogregarine patojeninin mikroskobik olarak belirlenmesi i¢in
151k ve elektron mikroskobu (TEM) ¢alismalari olmak tizere iki temel yol izlenmistir.
Tespit edilen neogregarine patojeni, once 151k mikroskobu altinda saptanmistir (Sekil
4.20-1). Taze preparatlardaki neogregarine patojeninin ookistleri incelenmistir. Daha
sonra entomopatojenlerin detayli bir sekilde ele alinmasinda yaygin olarak kullanilan
Giemsa boyama teknigi uygulanmis, ookist yapilari tekrar incelenmis ve neogregarine
varhigi teyit edilmistir (Sekil 4.20-2). TEM calismalari ile neogregarine patojeninin
ultrastriiktiirel yapisi ortaya ¢ikarilmis ve karakteristik Ozelliklerinin belirlenmesi

acisindan detayli olarak incelenmistir (Sekil 4.21).

64



Sekil 4.21 Neogregarine Patojeninin TEM Mikroskobu Goériintiisii

Tespit edilen neogregarine patojeni yogunlukla larvalarin yag govdelerinde
gozlenmistir ve patojenin polisporokistik ookistleri de enfeksiyonun kaniti olarak

bilinmektedir.

Patojenin tipik taze navikiiler ookistleri 13,280+0,41 (13,1-14,41) um
uzunlugunda ve 7,72+0,51 (6,6-8,54) um genisliginde (n=50) olarak Ol¢iilmustiir.
Giemsa ile boyanmis ookistler ise12,32+0,78 (10,88-13,24) um uzunlugunda ve
7,01+0,26 (6,5-7,43) um genisliginde Sl¢iilmiistiir. Polar tiipler, 1400 ila 1600 nm
olarak Olciilmiistiir. Ookist duvar1 oldukca kalin ve 800 ila 900 nm arasinda olarak
Olclilmiistiir ve tespit edilen neogregarine patojeninin 37,79+4,45 (31,07-42,81)
capinda Ol¢iilen ookistleri 8 ve daha fazla sporokist igerdigi belirlenmistir (Sekil 4.19).

Tespiti yapilan neogregarine patojen ilk kez Naville (1930), tarafindan

Ephestia kuehniella larvalarindan tanimlanmistir ve daha sonra P. interpunctella nin
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da dahil oldugu farkli konakgilardan kaydedilen Mattesia dispora'ya ¢ok benzer
oldugu belirlenmistir (Yaman ve ark., 2021). Ayrica, Yaman ve ark., (2019) bu
patojeni Tiirkiye'deki E. kuehniella’nin laboratuvar kiiltiirlerinden tanimlamislardr.
Her iki konakta (E. kuehniella ve P. interpunctella) depolanan iiriinlerdeki zararli
bdceklerle yakindan iliskilidir ve siklikla ayn1 yasam alanini paylagmalariyla bilinirler.
Bu yiizden hem literatiir taramasi, hem de 151k (Sekil 4.18) ve TEM mikroskobu (Sekil
4.19) caligmalar1 sonucunda calismamizda tespit etmis oldugumuz neogregarine

patojeninin; Masttesia dispora oldugu belirlenmistir.

Calismamiz boyunca P. interpunctella popiilasyonlarinda neogregarine
patojeninin tek bir tiirii (M. dispora) tespit edilmistir. Ancak Suzaki ve ark., (2006) P.
interpunctella popiilasyonlarinda Lediyana sp.'yi tanimlamislardir. Calismamizda
oldukga fazla sayida drnek incelememize ragmen tarafimizca baska bir patojen tespit

edilememistir.

Ek olarak gregarinler arasinda yalnizca neogregarinler, konagin yag gévdesini
yok ederek ve enerji kaynaklarini tiikketerek konakeilar1 tizerinde yiliksek patojenik
etkiye sahiptir (Yaman ve ark., 2022). Calisma sonuglari, M. dispora enfeksiyonlarinin
P. interpunctella popiilasyonlarinda arzu edilen ve dnemli dogal baskilayici faktorler

oldugunu bir kez daha dogrulamistir.
4.2.1 Neogregarine Mattesia dispora’mn insektisidal etkinliginin belirlenmesi

Zararli popiilasyonlarinda dogal bir baskilayic1 faktor olarak neogregarine
enfeksiyonlar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Neogregarinler lepidopteran kokenli
zararlilarda dogal enfeksiyonlar olustururlar ve bazilar1 olduk¢a yiiksek patojenite
gosterir (Yaman ve ark., 2022). Bu nedenle neogregarinler Lepidopteran zararlilara

kars1 potansiyel biyokontrol ajanlari olarak kabul edilmislerdir.

Bu amagla; Mattesia dispora’nin insektisidal etkisinin belirlenmesi igin,
saglikli 20’ser larva kullanilarak deneyler en az 3’er kez tekrarlanmistir. Yiriitiilen
deneylerin sonuglar1 3 deneyin ortalamasi olarak tespit edilmistir. Yogunluklar
1,6x107 seyreltilen entomopatojen numunelerini igeren solusyona esit boyutlardaki
(2x2 mm) findik tablet parcalar1 daldirilarak oda sicakliginda kurumaya birakilmigtir.
Daha sonra kontrol grubu haricindeki deney gruplarina entomopatojenleri igeren bu

findik tabletleri verilmistir (Sekil 4.22). Kontrol grubundaki bireyler ise steril suya
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batirilan findik parcalari ile beslenmistir. Sonraki giinlerde besinlerini tiiketen tim
gruplarin bulunduklar1 kaplar yenilenerek bireyler temiz ve entomopatojen igermeyen
findik tablet parcalari ile giinliik olarak beslenmistir. 14 giinliik deney siiresince tiim
gruplar, 26+l °C’de %40-60+1 nem oranina ayarlanmis iklim dolabinda

bulundurularak giinliik olarak gézlemlenmistir.

Sekil 4.22 Mattesia dispora’nin insektisidal Etkinligi Ii¢in Hazirlanmis Olan Bioassay
Diizenegi

M. dispora’nm 1,6x10” konsantrasyonunun 2. ve 3. instar larvalara kars:
insektisidal etkinliginin belirlenmesi i¢in 3 deney grubu ve 2 kontrol grubu olmak
tizere toplam 5 tane deney diizenegi hazirlanmistir (Cizelge 4.9). Deney siiresince P.
interpunctella 6liim oranlart giinliik not edilmig ve O6len larvalar hemen disekte
edilerek entomopatojen enfeksiyonu agisindan teyit edilmistir. 1. 2. ve 3. deney
diizeneklerinde 2. ve 3. instar P. interpunctella larvalari kullanilmistir. Kontrol
gruplarina ise; deney diizenegine benzer sekilde 2. ve 3. instar P. interpunctella

larvalar kullanilmgtir.
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Cizelge 4.9 Mattesia dispora’nin 2.-3. Instar Larvalari Uzerindeki Insektisidal
Etkinligi Belirlenmesi I¢in Hazirlanan Deney Diizenegi

Saf M. dispora Deneyde P. intgrpuncte.l'la SaYISL A pbott
Deney sayisi < - kullanilan ve instar donemi
yogunlugu konsantrasyon (2./3 instar larva) sohuct
1.Deney grubu 14,2x107 1,6x107 20 %100
2.Deney grubu 14,2x107 1,6x10’ 20 %100
3.Deney grubu 14,2x107 1,6x107 20 %95
Kontrol grubu 1 - - 20 -
Kontrol grubu 2 - - 20 -

Bioassay sonuglarina gore; 1,6x107 konsantrasyonda M. dispora bulastirilmis
findik tablet ile beslenen P. interpunctella 2. ve 3.instar larvalarinin deney
baslangicindan yaklasik 1 hafta icerisinde 6ldiigii gozlenmistir. Kontamine besinle
beslenen larvalarin hareketlerinde yavaslama ve renklerinde degisimler gozlenmistir.
Olen larvalarin diseksiyonu ile de enfeksiyonun tablet yemlerden besin aracilig ile P.
interpunctella larvalarina gegtigi ve yiiksek derecede insektisidal etki gosterdigi tespit

edilmistir.

Tarafimizca yapilmis olan, Yaman ve ark., (2022) calismada da P.
interpunctella'nin  ikinci/iigiincli donem larvalarma karst M. dispora sporlari
laboratuvar kosullarinda test edildi. Bioassay sonuglarina gore, M. dispora’nin P.
interpunctella’nin ikinci/iigiinci dénem larvalarina karsi oldukga yiiksek patojenik
etkiye sahip oldugu ve %98,33 6lim oraniyla olduk¢a yiiksek bir viriilansa sahip
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde mevcut tez calismasinda da M. dispora
sporlarmin P. interpunctella’ya karsi olduk¢a yiiksek derecede insektisidal etki

gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.9).

Caligmada ayrica, M. dispora‘nin farkli konsantrasyonlardaki insektisidal
etkinliginin belirlenmesi i¢in 5 farkli konsantrasyonda (1,5X107, 1,5x108, 1,5x10°,
1,5x10* ve 1,5x10%) deney diizenegi hazirlanmistir ve toplamda her bir konsantrasyon

i¢in 60’sar larva kullanilmigtir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10 Mattesia dispora’nin Farkli Konsantrasyonlardaki Yogunluklarinin
Insektisidal Etkinligi Belirlenmesi I¢in Hazirlanan Deney Diizenegi

Deneyde kullanilan P. interpunctella sayis1 ve

Deney sayisi M. dispora instar donemi Abbott sonucu
konsantrasyonu (2./3 instar larva)

1.Deney grubu 1,5x107 60 %98
2.Deney grubu 1,5x108 60 %95
3.Deney grubu 1,5x10° 60 %100
4.Deney grubu 1,5x10% 60 %37,5
5.Deney grubu 1,5x10° 60 %24,2
Kontrol grubu - 60 -

Bioassay sonuglarina gore; P. interpunctella larvalarinin deney baslangicindan
5-6 giin sonra 6lmeye basladigi, canli kalan larvalarin ise daha erken pupa olusturdugu,
¢ogunlugunun ise pupadan ergin evreye gegemedigi gozlenmistir. Deney sonucuna
gdre M. dispora igin en uygun konsantrasyonun %100 6liim ile 1,5x10°, %98 6liimle
1,5x107 ve %95 olimle 1,5x10° oldugu tespit edilmistir.

Neogregarinlerde Mattesia cinsinin {iyeleri, konakgilart {izerinde Onemli
patojenik etkiye sahip cesitli boceklerin 6nemli patojenleri olarak bilinmektedir
(Valigurova ve Koudela, 2006). Bu nedenle, neogregarinlerin birgok konakgr bocek
tizerindeki etkileri, mikrobiyal kontrol amaciyla bir¢ok yazar tarafindan arastirilmistir.
Kapsamli bir ¢alismada, depolanan tahildaki ¢esitli zararli boceklerden 2 Mattesia tiirii
izole edilmistir. M. oryzaephili Cryptolestes ferrugineus'tan, M. dispora tiirii de
Ephestia kuehniella'da tespit edilmistir (Lord, 2003).

Valigurova ve Koudela (2006), Mattesia cinsinin tiiyelerinin, konakgilari
tizerinde 6nemli bir patojenik etkiye sahip olan, zararli boceklerin 6nemli patojenleri
oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle, neogregarinlerin mikrobiyal kontrol ajani olarak
kullanilmas1 ve konakg¢r bocek iizerindeki etkileri bir¢ok arastirmaci tarafindan da
arastirilmistir. Lord (2003), depolanan tahillarda bulunan c¢esitli bocek zararlilar: olan
Cryptolestes ferrugineus'tan izole edilen M. oryzaephili ve E. kuehniella'dan izole
edilen M. dispora olmak iizere 2 Mattesia tiirtiniin mikrobiyal kontrol igin
duyarhiliklarini test etmistir. Arastirmaci, Mattesia tiirlerinin tahillarin korunmasinda
biyolojik kontrol ajani olarak kullanilabilecek degerde oldugunu ancak daha fazla

denemenin yapilmas1 gerektigini bildirmistir.

69



Alfazairy ve ark., (2019) P. interpunctellla’ya kars1 Mattesia spp. tiirlerini test
etmiglerdir ve Mattesia’nin larva o6liimlerine sebep olmasinin yaninda, sporlarla
enfekte olup hayatta kalan zararli bocek popiilasyonununda yogunlugunu etkiledigini
belirlemislerdir. Bazi entomopatojenik protozoonlarin (6rnegin neogregarine, coccidia
ve microsporidia) bazi zararli bocekler iizerindeki bu olumsuz etkileri birgok
arastirmaci tarafindan da gézlemlenmistir. Ornegin; Milner (1972), mikrosporidian
entomopatojen Nosema whitei tarafindan agir sekilde enfekte olmus Tribolium
castaneum’un pupalar1 ve yetiskinleri arasinda deformasyonlar oldugunu bildirmistir.
Benzer sekilde Rabindra ve ark., (1981) neogregarin Farinocystis tribolii ile enfekte
olmus Tribolium tiirlerinde larva-pupa ve pupa-ergin gibi ara formlari
gozlemlemislerdir. Yine Listov (1977), N. whitei ve koksidiyen parazit Adelina
tribolii'nin, Tribolium spp. erginlerinin ikinci dénem larvalarina gida aracihigi ile

uygulandiginda enfekte pupalarin gelistigini bildirmistir.

Neogregarinlerin hem konak oOlimiine sebep olmasi hemde neogrearine
enfeksiyonunda sag kalan bocegin depolamadaki bdcek zararlarini baskilanmasi
mikrobiyal miicadelede istenilen bir durumdur (Alfazairy ve ark,. 2019). Bu nedenle
neogregarinler bocek popiilasyonlarinin baskilanmasinda oldukga dnemli potansiyel

kontrol ajanlar1 olabilirler.

P. interpunctella, neogregarin patojenlerin kitlesel ¢ogalmasi i¢in potansiyel
bir konak¢1 gorevi gorebilir (Saglam ve ark., 2021). Mevcut doktora tez ¢alismast ile,
P. interpunctella'nin daha biiyiik miktarlarda neogregarin liretmek igin bir ortam
gorevi gorebilecegini ve M. dispora'nin P. interpunctella popiilasyonunun dogal bir

baskilayici faktorii olabilecegini dogrulamaktadir.

4.2.2 Neogregarine Mattesia dispora’min Popiilasyonlardaki Varhgi ve Dagilimi

Doktora tez galismasi boyunca P. interpunctella’da tespit edilen M. dispora
patojeninin, Tirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden toplanan P. interpunctella
popiilasyonlarindaki alternatif dogal baskilayici faktorlerinin var olup olmadigini
dogrulamak {izere patojenin varligi ve dagilimi da calisilmistir. Toplam 14 farkh
popiilasyondan toplanan 6.367 P. interpunctella larva, pupa ve erginleri enfeksiyon

varligmin 6grenilmesi i¢in incelenmistir ve incelenen drneklerin 824 tanesinde M.
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dispora enfeksiyonu tespit edilmistir. 14 popiilasyonun 8'inde neogregarin patojenin
varligi bulunmustur (Cizelge 4.11). Enfeksiyon tespit edilemeyen iller ise Aydin,

Denizli, Istanbul, Kastamonu, Siirt ve Trabzon’dur.

Enfeksiyon ortalamasi tiim popiilasyonlar i¢in %13 olarak tespit edilmistir.
Calisma sonuglarma gore, M. dispora enfeksiyonunun P.interpunctella
popiilasyonlarinda 6nemli 6l¢iide yiiksek prevalansa ulastigi (%79,3) ve popiilasyonlar

arasinda da %2,3-%79,3 arasinda degisiklik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11 P.interpunctella Popiilasyonlarinda Tespit Edilen M. dispora Varligi

L . incelenen bocek Enfekte bocek Enfeksiyon orani
okalite
sayisi sayisi (%)
Ankara 623 71 11,4
Aydin 171 0 0
Bolu 2.089 97 4,6
Denizli 122 0 0
Gaziantep 599 334 56
Isparta 781 93 12
Istanbul 261 0 0
[zmir 45 1 2,3
Kastamonu 119 0 0
Malatya 791 19 2,4
Ordu 193 15 7.8
Samsun 271 215 79,3
Siirt 145 0 0
Trabzon 157 0 0
Toplam 6.367 824 13

Ayrica, farkli popiilasyonlarda ki, farkli yasam evreleri (larva, pupa ve ergin)
arasindaki enfeksiyon oranlar1 da belirlenerek neogregarine patojenin P.
interpunctella'nin tiim yasam evrelerini enfekte ettigi de belirlenmistir. Incelenen
4.091 oli larvadan 629’u (%15,4), 609 canli larvadan 49’u (%8), ve 1.330 ergin
bocekten 127°si (%9,5), 337 pupadan 19°u (%5,6) neogregarine patojen M. dispora
tarafindan enfekte oldugu tespit edilmistir. En yliksek enfeksiyonun o6lii larvalarda

oldugu da belirlenmistir (%15,4) (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12 P.interpunctella nin Farkli Yasam Evrelerinde M. dispora Olusumu

Yasam Evresi Disekte Edilen Enfekte Ornek Enfeksiyon Orani
Ornek Sayist Sayisi (%)
Canli Larva 609 49 8
Olii Larva 4.091 629 15,4
Pupa 337 19 5,6
Ergin 1.330 127 9,5
Toplam 6.367 824 13
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Ek olarak ¢aligmada 6lii larva, canli larva, ergin ve pupa evresindeki M. dispora
enfeksiyon varligimin 5 yil (2019, 2020, 2021, 2022 ve 2023) bazindaki

degerlendirilmesi de yapilmistir.

Olii larvada tespit edilen en yiiksek enfeksiyon %18,2 ile 2020 yilinda, en
diisiik enfeksyion ise %13 ile 2023 yilinda tespit edilmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 Y1l Bazinda Olii Larvada Tespit Edilen M. dispora Enfeksiyonu

Canli larvada en yiiksek enfeksiyon %11,2 ile 2019 yilinda en diisiikk
enfeksiyon ise %4,7 ile 2020 yilinda tespit edilmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24 Y1l Bazinda Canli Larvada Tespit Edilen M. dispora Enfeksiyonu
Olii erginde tespit edilen en yiiksek enfeksiyon %24,5 ile 2022 yilinda, en
diisiik enfeksiyon ise %4,1 ile 2019 yilinda tespit edilmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25 Y1l Bazinda Olii Erginde Tespit Edilen M. dispora Enfeksiyonu
Pupa evresinde tespit edilen en yiiksek enfeksiyon %15 ile 2022 yilinda tespit
edilirken 2019 ve 2020 yillarinda hi¢ enfeksiyon tespit edilememistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 Y1l Bazinda Pupa Evresinde Tespit Edilen M. dispora Enfeksiyonu
Calisma boyunca 2019, 2020, 2021, 2022 ve 2023 yillarinda ki enfeksiyonlarin
il bazinda da bir degerlendirilmesi de yapilmistir. 2019, 2020, 2021, 2022 ve 2023
yillarinda tespit edilen en yiiksek enfeksiyon Samsun’da ikinci olarakta Gaziantep’te
tespit edilmistir. Hi¢ enfeksiyon tespit edilemeyen iller ise Aydin, Denizli, Istanbul,

Kastamonu, Siirt ve Trabzon illeri olmustur (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27 2019, 2020, 2021, 2022 ve 2023 Yillarinda Tespit Edilen M. dispora
Enfeksiyonunun Il Bazindaki Degerlendirilmesi

Yillara gore enfeksiyon yogunluguna bakildiginda ise; 2019, 2020 ve 2022

yillarinda azda olsa kayda deger sekilde artis varken 2021 ve 2023 yillarinda ise

enfeksiyon oranmin nispeten azaldigi tespit edilmistir (Sekil 4.28). En yiiksek

enfeksiyonun tespit edildigi y1l %14,6 ile 2022 yil1 iken en az enfeksiyon tespit edilen

yilin ise %11,9 ile 2019 y1l1 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 2019, 2020, 2021, 2022 ve 2023 Yillarinda Tespit Edilen M. dispora
Enfeksiyonu Yogunlugu

Mevsimsel olarak M. dispora yogunlugu incelendiginde ise; 2019, 2020, 2021
ve 2023 yillarinda enfeksiyon yogunlugunun hem yilin ilk yarisinda (ilk 6 ay) hem de
diger ikinci yarsinda (son 6 ay) artis gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.29, 4.30, 4.31,
4.33). Burada yilin ikinci yarisinda da yogun enfeksiyon tespit edilmesinin yine ev

ortamlarinin optimal sicaklik diizeyinde olmasindan P. interpunctella’nin gelisimini
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hizlandirmasindan kaynakli oldugu diistiniilmektedir. Sadece 2022 yilinda yilin ilk
yarisinda %19 olan enfeksiyon yogunlugunun yilin ikinci yarisinda %15°e distigi
gbzlenmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.29 2019 Yilinda Tespit Edilen M. dispora Yogunlugu
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Sekil 4.30 2020 Yilinda Tespit Edilen M. dispora Yogunlugu
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Sekil 4.31 2021 Yilinda Tespit Edilen M. dispora Yogunlugu
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2023

[
&h

£ 14
T 12
I
= 10
-
5 B
=
u B
L
£ 4
wi

2

ik 6 ay Son 6 ay
Mevsimler

Sekil 4.33 2023 Y1ilinda Tespit Edilen M. dispora Yogunlugu

Neogregarinler, zararli bécek popiilasyonlarinda dogal olarak meydana gelir
ve zararli bocekler icin oldukca patojendir, bu nedenle zararli boceklere karsi
potansiyel kontrol ajanlar1 olarak kabul edilirler. Mevcut ¢alismada M. dispora, P.
interpunctella popiilasyonlarinda olduk¢a yaygin tespit edilmistir ve bioassay
sonuglarina gore de P. interpunctella'ya karsi ¢ok yiiksek bir viriilans etkisi
gostermistir. Bu ylizden M. dispora, P. interpunctella popiilasyonlarina karsit 6nemli
bir dogal baskilayici protistan entomopatojeni olabilme 6zelligi tasimasindan dolay1

oldukc¢a onemlidir.

Depolanmus iiriin zararlilarinin patojenleri ve parazitleri lizerine yapilan bircok

calisma, esas olarak patojenik mikroorganizmalarin izolasyonu ve karakterizasyonu

76



tizerine odaklanmistir. Bu ¢alismalardan birkagt P. interpunctellanin protist
patojenleri lizerinde gerceklestirilmistir. Simdiye kadar P. interpunctella‘da
mikrobiyal patojen olarak incelenen g¢alismalar;mikrosporidian patojenler, Nosema
plodiae (Kellen ve Lindegren, 1973), Vairimorpha plodiae (Saglam ve ark., 2021),
neogregarin patojen, Mattesia dispora (Wendell ve Dicke, 1964), gregarin patojen,
Leidyana sp. (Suzaki ve ark., 2006)’dir. P. interpunctella'da bir mikrosporidium olan
Vairiomorpha plodiae'nin dogal kosullardaki dagilimi, olusumu ve potansiyeli tizerine
ise sadece bir c¢alisma bulunmaktadir (Saglam ve ark., 2021). Ancak P.
interpunctella'nin dogal popiilasyonlarindaki protistan entomopatojenlerin dagilimi ve
potansiyeli lizerine baska bir calisma bulunmamaktadir. Bu g¢alisma ile ilk kez
Tiirkiye’de 14 popiilasyonda P. interpunctella popiilasyonunda M. dispora'nin varligi,

dagilimi ve viriilans1 aragtirilmastir.
4.3 Plodia interpunctella’da Tespit Edilen Coccidian Patojeni

P.interpunctella populasyonunda tespit edilen tiglincii protist patojen bir
Coccidian olmustur. Tespit edilen coccidian patojen 11k mikroskobu kullanarak
incelenmistir. Daha sonra entomopatojenin detayl bir sekilde ele alinmasinda yaygin
olarak kullanilan Giemsa boyama teknigi uygulanmis, coccidian yapilar1 tekrar
incelenmis ve coccidian varligi teyit edilmistir. Bu patojenin karakteristik 6zelligi ise

larvalarin yag dokusunda enfeksiyona sebep olmasidir.

Tespit edilen coccidian patojen, larvalarin, pupalarin ve yetiskinlerin yag
govdelerinde gozlenmistir. Patojenin polisporokistik ookistleri enfeksiyonun bir
kanitidir. 29,52+3,32 (25,27-35,08) ¢apinda Ol¢iilen ookistler 8 sporokist igermekte
ve sporokistler 9,11+0,61 (8,90-9,85) olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.34).

:”

Sekil 4.34 Tespit edilen Coccidian Patojeni
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Ookist basina sporokist sayist ve konakg¢i afinitesi genellikle patojeni tiir
diizeyinde ayirt etmek i¢in gecerli bir taksonomik karakter olarak kabul edilmektedir
ve Yaman ve ark., (2021) simdiye kadar konakg¢1 boceklerden Adelina cinsine ait on
bes tiir tammmlayarak ayirt edici 6zelliklerini Cizelge 4.13’te gostermislerdir.

Cizelge 4.13 Bocekleri Enfekte Eden Adelina Tiirleri ve Morfolojik Ozellikleri
(Malone ve Dhana, (1988)’dan gelistirilmistir)

. Enfekte Ookist .
Adelina N basina Ookist cap1 Sporokist
tiirleri ettigi sporokist (um) cap1 (um) Referanslar
dokular
sayisl
A. akidium  Yag dokusu 12-20 30-40 10 Léger, 1900
A. Yag dokusu 24 40 7,5-8 Purrini, 1984
collembolae
A. Cesitli 5-21 24-51 10-12 Yarwood, 1937
eryptocerci dokular
A. mesnili Yag dokusu 6-8 - 15 Pérez, 1899
A. riouxi - 8-18 30-40 7-10 Levine, 1988
A Yag dokusu 4-8 30-40 10,8-11,9 Weiser ve
sericesthis Beard, 1959
A. simplex Bagirsaklar 8-16 25-40 - Schneider, 1875
A Yag dokusu 2-12 20-35 10-12 Sautet, 1930
tenebrionis
A Yag dokusu 3-13 29,2-45 12,3-14 Malone ve
tenebrionis Dhana, 1988
A. tipulae Bagirsaklar 4-10 35-40 - Schneider, 1875
A. transita Cesitli 6-20 30-40 10-11 Léger, 1900
dokular
A. grylli - 4-22 - - Butaeva, 1996
A. triboli Yag dokusu 4-16 40 10-13 Zizka, 1937
A. Yag dokusu 4-12 35,62+4,04 11,70+042 Yaman ve
melolonthae (23,97-44,56) (11.02- Radek, 2021
12,52)
A. mesnili Yag dokusu 6-8 29,52+3,32 9,11+0,61 Mevcut ¢alisma
(25,27-35,08) (8,90-9,85)

Cizelge 4.13’te goriildiigii gibi tespit ettigimiz Coccidian’m ookist boyutu on
ic Adelina tiirlinden farklidir ve ookist bagina 8 sporokist iceren A. mesnili ile
benzerdir. Bir ookistteki sporokist sayis1 6 ila 8 arasinda degigsmekte olup en yaygin
olan1 8'dir. Pérez (1899), A. mesnili'nin her birindeki sporokist sayisini genellikle 6 ila

8, nadiren 9 olabilecegini bildirmistir.

Patojenin morfolojik o6zellikleri Adelina cinsinin diger tiirleri (Coccidia:
Adeleidae) ile benzerlikler gostermekte ve oOzellikle Pérez (1899), tarafindan
(1947),
interpunctella ve Ephestia kuehniella yapay kiiltiirlerinde gozlenen A. mesnili'ye

lepidopteran  konakgilarda tanimlanan ve Steinhaus tarafindan P.

benzemektedir. (Steinhaus, 1947). Bu nedenle koksidiyen patojenin Tiirkiye'deki
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Adelina mesnili susu oldugu belirlenmistir. Boylece, 151k mikroskobu ve literatiir
taramasi sonucunda tespit edilen coccidian patojenin Adelina mesnili oldugu tespit

edilmistir.

Yapilan literatiir arastirmasina gore Tirkiye'deki P. interpunctella
popiilasyonlarindan tespit edilen koksidiyen bir patojen kaydi bulunmamaktadir
(Yaman ve ark., 2023). Bu caligmada sunulan Coccidian entomopatojeni, Tiirkiye'deki
P. interpunctella popiilasyonlarindan ilk Adeleid coccidian kaydi olmasi nedeni ile

olduk¢a 6nem arz etmektedir.
4.3.1 Coccidian Adelina mesnili’nin Popiilasyonlardaki Varhgi ve Dagilimi

Calisma siiresince P. interpunctella’da tespit edilen bir diger protist olan
Adelina  mesnili patojeninin, Tirkiye’deki ¢esitli bolgelerden toplanan P.
interpunctella popiilasyonlarindaki alternatif dogal baskilayici faktorlerin var olup
olmadigin1 dogrulamak iizere varligit ve dagilimi da calistlmistir. 14 farkh
popiilasyondan toplanan 6.367 P. interpunctella larva, pupa ve erginleri enfeksiyon
varhigmin 6grenilmesi i¢in incelenmistir ve incelenen Orneklerin 53 tanesinde A.
mesnili enfeksiyonu tespit edilmistir. 14 popiilasyonun 4’{inde A. mesnili patojenin
varlig1 tespit edilmistir. Enfeksiyon tespit edilen iller; Aydin, Izmir, Kastamonu ve
Ordu’dur. Enfeksiyon ortalamasi ise tiim popiilasyonlar i¢in %0,8 olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14 P.interpunctella Popiilasyonlarinda Tespit Edilen A. mesnili Varlig

. Incelenen bocek  Enfekte bocek Enfeksiyon
Lokalite
sayis1 sayis1 orani (%)
Ankara 623 0 0
Aydin 171 8 4,7
Bolu 2.089 0 0
Denizli 122 0 0
Gaziantep 599 0 0
Isparta 781 0 0
[stanbul 261 0 0
[zmir 45 1 2,3
Kastamonu 119 42 35,3
Malatya 791 0 0
Ordu 193 2 1,03
Samsun 271 0 0
Siirt 145 0 0
Trabzon 157 0 0
Toplam 6.367 53 0,8

Ayrica, farkli popiilasyonlarda ki, farkli yasam evreleri (larva, pupa ve ergin)
arasindaki  enfeksiyon oranlar1 da belirlenerek coccidian patojenin P,
interpunctella'nin hangi yasam evrelerini enfekte ettigi de gosterilmistir. incelenen
4.091 olii larvadan 48’1 (%1,2), 609 canli larvadan sadece 1 tanesi (%0,2) ve 1.330
ergin bocekten 4°i (%0,3) coccidian patojen A. mesnili tarafindan enfekte oldugu
tespit edilmistir. 337 pupanin ise hi¢ birinde enfeksiyon tespit edilememistir. En

yiiksek enfeksiyonun ise olii larvalarda oldugu tespit edilmistir (%1,2) (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15 P.interpunctella min Farkli Yasam Evrelerinde A. mesnili Olusumu

Yasam Evresi Disekte Edilen Enfekte Ornek Enfeksiyon Oram
Ornek Sayisi Sayisi (%)
Canli Larva 609 1 0,2
Olii Larva 4.091 48 1,2
Pupa 337 0 0
Ergin 1.330 4 0,3
Toplam 6.367 53 0,8

Calisma boyunca P. interpunctella popiilasyonlarinda tespit edilen A. mesnili
yogunlugu bioassay denemelerinde kullanilamayacak kadar az oldugu icin A.
mesnili’'nin  insektisial etkinliginin belirlenmesi i¢in bioaasay denemeleri

yapilamamigtir.

Coccidia’lar Lepidoptera'da dogal olarak bulunur. Bu nedenle Lepidoptera'ya

kars1 potansiyel biyokontrol ajanlar1 olarak kabul edilmistir. Ancak patojenik protist
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tiirlerinin kontrol ajan1 olarak kullanilmasi i¢in gelisimin erken agamalarinda olmasi
gerekmektedir. Ayn1 zamanda koruyucu ajan olarak kullanilmasi i¢in de kapsamli

arastirmalar yapilmasi gerckmektedir (Dales, 1994; Yaman ve ark., 2023).

Depolanmus {iriin zararlilarinin patojenleri ve parazitleri lizerine, esas olarak
patojenik mikroorganizmalarin izolasyonu ve karakterizasyonuna odaklanan gesitli
calismalar  yapilmistir. Bunlardan birkagi P. interpunctella'nin  protistan
entomopatojenlerini tespit etmek tiizerine olmustur. Tez ¢alismasi boyunca tespit
edilen diger patojenlerle benzer olarak sadece mikrosporidian entomopatojen V.
plodianin dogal kosullar altinda P. interpunctella’daki dagilimi, olusumu ve
potansiyeli lizerine sadece bir ¢alisma bulunmaktadir (Saglam ve ark., 2021). Yapilan
literatiir taramasina gore, P. interpunctella‘da A. mesnili (Coccidia: Adeleidae) ile ilgili
mikrobiyal patojenlerin dogal kosullardaki dagilimlar1 ve potansiyelleri {izerine
herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu doktora tez c¢alismasi ile, P.
interpunctella'nin coccidian entomopatojeninin  2019-2023 yillar1 arasinda tim
Tiirkiye'yi temsil edecek sekilde 14 lokalitedeki karakterizasyonu, dagilimi ve varligi
arastirilarak, hem Tirkiye'den ilk kaydi dogrulanmis hem de ilk kez kapsamli bir saha
calismasiyla birlikte dogal popiilasyondaki etkinligi ortaya ¢ikarilmistir.

4.4 M. dispora ve A. mesnili’nin P. interpunctella Popiilasyonlardaki Varhg: ve
Dagilimi

M. dispora ve A. mesnili’'nin P. interpunctella popiilasyonlarindaki varlig1 ve
dagilimlar1 Sekil 4.35’te verilmistir. Buna gore, Kastamonu’da sadece coccidian

patojeni tespit edilirken, Ordu’da ise her iki protist patojen ayn1 anda tespit edilmistir.
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Sekil 4.35 M. dispora ve A. mesnili’nin P. interpunctella Popiilasyonlarindaki Varligt
ve Dagilimi

Tim bu caligmalara ek olarak, Ankara, Gaziantep ve Samsun illerinden
incelenen P. interpunctella larvalarinin ayn1 anda hem V. plodiae isolate TR ve hem
de M. dispora ile enfekte oldugu ikili enfeksiyon goriilmiistiir (Sekil 4.36).

Sekil 4.36 Ankara, Gaziantep ve Samsun llerinden Incelenen P. interpunctella
Larvalarinm V. plodiae isolate TR ve M. dispora ile Enfekte Hali
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5. SONUC ve ONERILER

Doktora tez ¢alismasinda, zararli bocekler ile biyolojik miicadelede kullanilan

hedef dis1 organizmalara yan etkisi bulunmayan protist entomopatojenlerin bu

Ozelliklerinden faydalanarak, tlilkemizde 6nemli bir depo zararlis1 olan kuru meyve

giivesi Plodia interpunctella’ya karst zararlinin, tiilkemizdeki farkli cografik

popiilasyonlarinda mevcut insektisidal etkisi yiiksek protist entomopatojenlerin tespiti,

izolasyonu, karakterizasyonu, cesitliligi, popiilasyonlardaki dagiliminin belirlenmesi

ile mevsimsel olarak patojen yogunlugunun tespit edilerek dogal popiilasyonlarda

tespit edilen protist entomopatojenlerin kuru meyve giivesi tizerindeki insektisidal

etkilerinin laboratuar kosullarinda belirlenmesi saglanmistir.

1.

2.

Calisma boyunca, Tiirkiye’deki 14 farkli popiilasyonda (Ankara, Aydin,
Bolu, Denizli, Gaziantep, Isparta, Istanbul, izmir, Kastamonu, Malatya,
Ordu, Samsun, Siirt, Trabzon) P. interpunctella’nin varlig1 ve dagilimi
detayli olarak ilk kez caligilmistir. Bu kapsamda 14 farkli lokasyondan
6.367 (4.091 oli larva, 609 canli larva, 1.330 ergin ve 337 pupa) P.
interpunctella larva, pupa ve ergini disekte edilerek protist enfeksiyon
varligi agisindan incelenmistir. 14 ilin 8’inde Neogregarine patojeni, 14 ilin
4’tinde Coccidian patojeni ve 14 ilin 12’sinde de mikrosporidyum patojeni

tespit edilmistir.

P. interpunctella’da tespit edilen mikrosporidyum patojeninin Tiirkiye’den
ilk kaydi Yaman ve ark., (2016b) tarafindan izolasyonu ve
karakterizasyonu yapilarak Vairiomorpha plodiae olarak tanimlanmistir.
Calismamizda da hem 1s1k mikroskobu incelemeleri hem de molekiiler
calismalar ile tespit edilip filogenisi incelenen mikrosporidyum patojeninin
Vairiomorpha plodiae isolate TR oldugu teyit edilmistir. Ancak, mevcut
caligma ile V. plodiae isolate TR nin diinyadaki diger Vairiomorpha tiirleri
ile ilk kez detayli bir karsilastirilmasi yapilmistir. Yapilan arastirma
sonuclart ve filogenetik verilerin sonucuna gore, Tiirk izolat1 olan
Vairiomorpha plodiae isolate TR ’nin diger Vairiomorpha tiirlerinden farkli

oldugu tespit edilmistir.
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3. Calisma boyunca P. interpunctella popiilasyonlarinda neogregarine

patojenin tek bir tiirii Mattesia dispora tespit edilmistir.

4. Bu doktora tez c¢alismasi ile ilk defa M. dispora'nin dogal kosullardaki

dagilimi ve olusumu detayh bir sekilde incelenmistir.

5. Calismada tespit edilen bir diger patojen bir Coccidian patojen Adelina
mesnili’dir ve Tirkiye'deki P. interpunctella popiilasyonlarindan elde

edilen ilk Adeleid Coccidian kaydi olmasi nedeni ile olduk¢a 6nemlidir.

Tespit edilen A. mesnili sadece Aydin, Izmir, Kastamonu ve Ordu’da tespit
edilmistir ve enfeksiyon ortalamasinin ise tiim popiilasyonlar i¢in %0,8

olarak tespit edilmistir.

Ayrica, A. mesnili’nin farkli popiilasyonlarda ki, farkli yasam evreleri
(canli larva, 6lii larva, pupa ve ergin) arasindaki enfeksiyon oranlari da
belirlenerek coccidian patojenin P. interpunctella’nin hangi yasam
evrelerini enfekte ettigi de gosterilmistir. Incelenen pupalarm hi¢ birinde
enfeksiyon tespit edilememistir. En yiiksek enfeksiyonun ise 6lii larvalarda

oldugu tespit edilmistir (%1,2).

6. Tespit edilen patojenlerin (V. plodiae isolate TR ve M. dispora) 5 yil
boyunca (2019, 2020, 2021, 2022 ve 2023) dagilimlar1 ilk kez detayli bir

sekilde incelenmistir.

V. plodiae isolate TR enfeksiyonunun P. interpunctella popiilasyonlarinda
%4,9-%78,6 arasinda degisiklik gosterdigi, ayrica tiim popiilasyonlar i¢in
enfeksiyon ortalamasmnin ise %22,4 oldugu tespit edilmistir. Ulke
genelindeki enfeksiyon dagilimina bakildiginda en yiiksek enfeksiyon
strast ile; Samsun, Isparta ve Bolu illerinde tespit edilmistir. Hi¢ enfeksiyon
tespit edilemeyen iller ise Kastamonu ve Istanbul illeri olmustur. Yillara
gore enfeksiyon yogunluguna bakildiginda ise; en yiiksek enfeksiyon orani
%33,7 ile 2019 yilinda, %18,1 ile 2020 yilinda, %16,4 ile 2022 yilinda,
%15,8 ile 2021 yilinda, %13,7 ile de 2023 yilinda tespit edilmistir.

M. dispora enfeksiyonunun P.interpunctella popiilasyonlarinda %2,3-

%79,3 arasinda degisiklik goOsterdigi ayrica, tlim popiilasyonlar i¢in
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enfeksiyon ortalamasmin ise %13 oldugu tespit edilmistir. Ulke
genelindeki enfeksiyon dagilimina bakildiginda en yiiksek enfeksiyon
siras1 ile; Samsun’da ikinci olarakta Gaziantep’te tespit edilmistir. Hig
enfeksiyon tespit edilemeyen iller ise Aydin, Denizli, Istanbul, Kastamonu,
Siirt ve Trabzon illeri olmustur. Yillara gore enfeksiyon yogunluguna
bakildiginda ise; 2019, 2020 ve 2022 yillarinda azda olsa kayda deger
sekilde artis varken 2021 ve 2023 yillarinda ise ise enfeksiyon oraninin
nispeten azaldig1 tespit edilmistir. En yiiksek enfeksiyonun tespit edildigi
yil %14,6 ile 2022 yili iken en az enfeksiyon tespit edilen yilin ise %11,9
ile 2019 yil1 oldugu tespit edilmistir.

Mevsimsel olarak (yilin ilk 6 ay1 Ocak, Subat, Mart, Nisan, Mayis, Haziran
ve son 6 ay1 Temmuz, Agustos, Eyliil, Ekim, Kasim, Aralik) V. plodiae
isolate. TR ve M. dispora yogunlugu detayli bir sekilde ilk kez

incelenmistir.

V. plodiae isolate TR ve M. dispora yilin her mevsiminde P.
interpunctella’da tespit edilmistir. P. interpunctella 6rneklerinin toplandigi
ortamlarin P. interpunctella’nin gelisimi i¢in optimal sicaklik diizeyinde
olup zararlinin  gelisimini  hizlandirmasindan  kaynakli  oldugu

diistiniilmektedir.

Tespit edilen protist enfeksiyonlarin P. interpunctella 6lii larva, canli larva,
pupa ve ergin evrelerindeki yogunluklar1 detayli olarak ilk kez

incelenmistir.

V. plodiae isolate TR ve M. dispora’nin P. interpunctella'nin tim yasam

evrelerini (larva, pupa ve ergin) enfekte ettigi tespit edilmistir.

. Tespit edilen protist patojenlerin insektisidal etkinliginin belirlenmesi i¢in

ilk kez detayl1 bioassay(=viriilans) testleri yapilmistir.

V. plodiae isolate TR’nin P. interpunctella’nin farkli instarlari tizerindeki
insektisidal etkinliginin belirlenmesi i¢in yapilan bioassay denemelerinde;
1,6x107 konsantrasyonun P. interpunctella 1. ve 2. instar larvalarina kars
oldukga yiiksek derecede insektisidal etki gosterdigi ancak, P.
interpunctella instar donemi arttik¢a V. plodiae isolate TR ’nin etkinliginin
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diistiigli belirlenmistir. Bu yiizden V. plodiae isolate TR ve ticari olarak
satilan Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Delfin®WG 11B2 biyolojik
insektisit) siispansiyon karisimi P. interpunctella larvalarina karsi test

edilmis ve insektisidal etkinligi incelenmistir.

Bu kapsamda P. interpunctella’nin daha ¢ok zararli oldugu 2. ve 3. instar
zamanlarinda Bacillus thuringiensis ‘e kars1 gelisebilecek olan dirence karsi
tek basina kullanilmasmin yerine V. plodiae ile karistmi halinde

uygulanmasinin daha etkili bir sonug verebilecegi diisiiniilmektedir.

M. dispora nin 1,6x10” konsantrasyonunun P. interpunctella 1. ve 2. instar
larvalar iizerindeki insektisidal etkinliginin belirlenmesi igin yapilan
bioassay denemelerinde kontamine besinle beslenen larvalarin yaklasik 1
hafta igerisinde Oldiigii tespit edilmistir. M. dispora‘nin farkl
konsantrasyonlardaki (1,5x107, 1,5x10°%, 1,5x10° 1,5x10* ve 1,5x10%)
insektisidal etkinliginin belirlenmesi i¢in yapilan bioassay sonuglarina
gore; M. dispora icin en uygun konsantrasyonlarm; % 100 6liimle 1,5x10°,
%98 oSliimle 1,5x107 ve %95 oliimle 1,5x10° oldugu oldugu tespit

edilmisgtir.

M. dispora ve V. plodiae isolate TR P. interpunctella popiilasyonlarinda
oldukea yaygin tespit edilmistir ve P. interpunctella'ya kars1 ¢cok yiiksek bir
viriilans etkisi gostermislerdir. Bu yiizden M. dispora ve V. plodiae isolate
TR P. interpunctella popiilasyonlaria karg1 6nemli bir dogal baskilayici
protistan entomopatojen olabilme 6zellikleri tagimalar1 agisindan oldukca

Onem arz etmektedir.

10. Calisma sonuglarina gore; Kastamonu’da sadece A. mesnili tespit edilirken,

Ordu’da ise M. dispora ve A. mesnili birlikte tespit edilmistir.

11. Tim bu caligmalara ek olarak; Ankara, Gaziantep ve Samsun illerinden
incelenen P. interpunctella larvalarinin ayni anda hem V. plodiae isolate TR ve
hem de M. dispora ile enfekte oldugu tespit edilmistir ve boylece ikili

enfeksiyon gorilmiistiir.
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Gilinimiize kadar kadar yapilmis olan ¢alismalar P. interpunctella'nin
patojenlerini tespit etmek iizerine olmustur. Bunlar; mikrosporidyum patojenler
(Nosema plodiae (Kellen ve Lindegren, 1973) ve Vairimorpha plodiae (Saglam ve
ark., 2021), neogregarine patojen Mattesia dispora (Wendell ve Dicke, 1964) ve
gregarin patojen Leidyana sp. (Suzaki ve ark., 2006)’dir. Patojenlerin dagilimlari
izerine ise sadece Saglam ve ark., 2021 yilinda yapilan, P. interpunctella'da bir
mikrosporidium olan V. plodiaemin dogal kosullardaki dagilimi, olusumu ve
potansiyelleri ilgili ¢alismadan bagka bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu doktora tez
caligmasi ile ilk defa M. dispora'nin dogal kosullardaki dagilimi ve olusumu detayli

bir sekilde incelenmistir.

P. interpunctella’nin zararli oldugu {irlinlerin neredeyse tamami insanlar
tarafindan tiiketilen gidalardir. Zararlinin bulundugu ortamin/deponun kimyasal
insektisit ile ilaglanmasi1 hem g¢evreye hem de insanlara zararli yan etkileri nedeniyle
fumigasyon uygulamalarinin uygulanmasi miimkiin olamamaktir. EK olarak kuru
meyve giivesinin bazi insektisitlere karsi direng gosterdigi de bildirilmistir (Attia,
1977). Ancak, diinya ¢apinda depolanmus iiriin zararlilar ile miicadelede genel olarak
kimyasallar kullanilmaktadir. Fakat, bu kimyasallar hedef canliya zarar vermenin
yaninda ¢evreye, dogadaki diger yararl canlilara olan zararl etkileri ile birlikte insan
sagligin1 da olumsuz etkiledigi igin tercih edilmemesi gerekmektedir. Bu kapsamda
sadece hedef zararliya etki ederek, zararli bir kalint1 birakmadan insan saglhigini tehdit
etmeden, ekosistem, ¢evre ve biyolojik dengenin saglikli bir sekilde korunarak
stirdiiriilmesini saglayan ve tiim bunlara ek olarak direng gelistirme gibi bir sorun
yaratmayan giivenilir bir biyolojik miicadele yontemi olan entomopatojenik
organizmalarin tercih edilmesi bu zararlilarla miicadelede tercih edilmesi gereken

yontemler arasinda ilk siray1 almaktadir.

Mevcut tez ¢alismasinda da yaygin ve yogun bir sekilde V. plodiae isolate TR
ve M. dispora tespit edilmistir. Bu kadar yaygin bir enfeksiyonda bir biyolojik kontrol
ajanlarinda olmasi arzu edilen bir 6zellik olmasi nedeniyle oldukca 6nemlidir (Pereira

ve ark., 2002).

Calismada tespit edilen M. dispora susunun P. interpunctella'nin hem

laboratuvar ortamindaki denemelerinde hem de dogal popiilasyonlarindaki yiiksek
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virtilans etkisi nedeniyle P. interpunctella'nin biyolojik kontroliinde kullanilmak tizere
seri Uretiminin olmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Ve bu diislinceyi destekleyen bazi
calismalar da mevcuttur. Ornegin Lord (2003), ookist iiretimi igin kullanilabilecek
alternatif konakcilar1 incelemis ve G. mellonella larvalarmin, bilinen bazi
konakgilarindan daha biiylik miktarlarda ookist iretimi i¢in bir ortam gorevi
gorebilecegini ortaya ¢ikarmistir. Benzer sekilde Alfazairy ve ark., (2019) spor
tretkenligi, patojenite ve konukgu araligi analizleri igin, baz1 tahil bdcek
zararlilarindan izole edilen Misir neogregarine olan Mattesia sp. tiirliniin potansiyelini
degerlendirmistir.  Arastirmacinin  sonuglarina  gore, P. interpunctella’nin,
neogregarine patojenlerinin kitlesel ¢ogalmasi i¢in en uygun ortami sagladigi ve

potansiyel bir konake¢1 gorevi gorebilecegi tespit edilmistir.

Mevcut c¢alisma ile de, P. interpunctella'nin daha yogun bir sekilde
neogregarine patojeni tretmek icin ideal bir ortam gorevi gorebilecegini ve M.
dispora'min P. interpunctella popiilasyonlarinin dogal bir baskilayic1 faktorii

olabilecegini dogrulanmaktadir.

P. interpunctella’nin dogal popiilasyonlarinda ki entomopatojenlerin tespiti ve
bu zararliya karsi kullanimina yonelik ¢alismalar genelde mikrosporidia ile sinirl
kalmistir (Malone ve Canning, 1982). Entomopatojenlere yonelik yapilmis olan
calismalarda sedece laboratuvar denemeleri ile sinirli kalmistir (Johnson ve ark., 1990;
Herrero ve ark., 2004; Buda ve Peciulyté, 2008).

Ancak bu doktora tez calismasi ile, depolanmis iiriin zararlis1 olan P.
interpunctella’nin protist patojenlerinin belirlenmesi ile bu zararli ile miicadelede
insektisidal etkilerinin yiiksek ve yerli izolatlarin veya yeni tiirlerin bulunabilecegi

gosterilmistir.

Elde edilen sonuglar ile iilkemizdeki P. interpunctella popiilasyonlarinin
oldukg¢a yogun bir sekilde protist entomopatojen igerdigi bir kez daha teyit edilmistir.
McLaughlin (1971), protozoan patojenlerin genellikle uzun vadeli zararli popiilasyon
kontroliinde en uygun organizmalar oldugunu belirtmistir. Mevcut ¢alisma ile tespit
edilen entomopatojenik protistlerin zararlinin dogal popiilasyonlarinda 6nemli bir
baskilayici faktor oldugu tespit edilmis olup, genel olarak tiim {ilke boyunca yayilim

gosterdikleri belirlenmistir.
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Tespit edilen bu patojenlerin P. interpunctella ile miicadelede yakin gelecekte
kullanilma potansiyelleri yiiksektir. Bunun i¢in gerek kamusal gerekse tiizel tegvik ve
yaptirimlarin hayata gegirilmesinin olduk¢a 6nem arz ettigi diisiiniilmektedir. Tespit
edilen entomopatojenik protistlerin kitle iiretim olanaklar1 arastirilarak, miimkiin

olanlarin iiretilerek kullanima sunulmasi gerekmektedir.

Mevcut doktora tez ¢aligmasi, iilkemiz igin ilk olma niteligindedir ve bu
yiizden bu alanda daha sonra yapilacak olan diger ¢alismalara da zemin hazirlamasi

bakimindan oldukg¢a 6nem arz ettigi diisiiniilmektedir.
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EK 1. 16S SSU rRNA genine gore analizlerde kullanilan 6rneklerin baz farkliliklart
(Pairwise Distance Analizi)

203 45 6 7 8 910U 2B UBETBYNALN2BADY
AF426104.1 Viaifimorpha_carpocapsae
EU219086.1 Vairimorpha thomsoni 003
LC467323.1 Vairimorpha_sp. BM-2018-15 0,010 0,00
LC467313.1 Vairimorpha_sp. BM-20185 0,010.0,020 0,004
JQU83083.1 Varimorpha_sp._SB-2012 0,010.0,020 0,004 0,002
EUAB725L.1 Vaiimorpha_sp. CHW-2008a 0,022 0,020 0,006 0,004 0,004
LCA467291.1 Viaimorpha_sp.BM-2012-40 0,012 0,020 0,006 0,004 0,004 0,006
JX268035.1 Viairimoroha_pieriae 0,016 0,003 0,022 0,022.0,022 0,022 0,022
X13894.1 Nosema_apis 0,045 0,046 0,051 0,051 0,050 0,051 0,053 0,047
FJ780787.1 Nosema apis_isolate 333 0,045 0,04610,052 0,052 0,051 0,052 0,054 0,047 0,002
MGI07019.1 Vairimorpha _sp. WFH-2018 0,003 0,022 0,009 0,009 0,009 0,011 0,01 0,015 0,045 0,045
LC467320.1 Vairimorpha_sp. BM-2018-12 0,020,0,020 0,004 0,000,002 0,004 0,004 0,022 0,051 0,052 0,009
DQ96241.1 Varimorpha_necatrix_small 0,025 0,023 0,024 0,024 0,024 0,026 0,025 0,026 0,052 0,051 0,017 0,024
LC422323.1 Viarimorpha_sp._OSL-2015-4 0,017 0,024 0,025 0,025 0,025 0,027 0,026 0,027 0,083 0,052 0,018 0,025 0,001

DQ272231.1 Vaimorpha_disparis 0,015 0,007 0,020 0,020 0,020 0,020 0,021 0,010.0,049.0,049 0,024 0,020 0,025 0,026

AF033315.1_ Vairimorpha_lymantriae 0,015.0,007 0,020 0,020 0,020 0,020 0,021 0,010.0,049,0,049 0,024 0,020 0,0250,026 0,000

EU267796.1 Nosema ceraces 0,201 0,196 0,197 0,19% 0,196 0,198 0,196 0,194 0,218 0,218 0,198 0,196 0,196.0,197 0,199 0,199

HVI566196.1 Nosema_pyrausta 0,197 0,192 0,194 0,192 0,192 0,194 0,193 0,191 0,214 0,214 0,194 0,192 0,192 0,194 0,196 0,196 0,005

26532.1 Nosema_fumacals 0,188 0,191 0,181 0,180 0,180 0,182 0,181 0,191 0,206 0,208 0,185 0,180 0,186 0,186 0,193 0,193 0,025 0,024

AJ131645.1 Nosema_imperfecta 0,960,191 0,192 0,191 0,191 0,192 0,191 0,189 0,212 0,202 0,192 0,191.0,191. 0,192 0,194 0,194 0,003 0,002 0,022
EU864526.1 Nosema_antheraeae 0,199 0,194 0,195 0,194 0,194 0,196.0,194 0,192 0,216 0,216 0,19 0,194 0,194 0,195 0,197 0,197 0,009 0,006 0,028 0,006
JF443599.1 Nosema bombycis 0,200 0,192 0,197 0,195 0,195 0,197 0,196 0,191 0,247 0,207 0,197 0,195 0,192 0,194 0,196 0,196 0,008 0,007 0,027 0,006 0,011

MW740155.1_ Vairimorpha_sp._isolate_TR44 0,006 0,015 0,012 0,012 0,012 0,014 0,013 0,019 0,048 0,048 0,003 0,012 0,020 0,021 0,018 0,018 0,202 0,199 0,189 0,197 0,200 0,202
FN265929.1 Trypanosoma_congolense 6,616 6,567 6,494 6,579 6,530 6,317 6,530 6,567 6,631 6,685 6,579 6,579 6,399 6,530 6,436 6,435 5,896 5,789 5,685 5,685 5,977 5,826 6,445
Vairimorpha_plodiae_isolate_TR 0,004 0,013 0,020.0,010 0,010 0,012 0,012 0,026 0,046 0,046 0,001 0,010 0,018 0,019 0,025 0,015 0,198 0,194 0,1850,193 0,196 0,197 0,004 6,631
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